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Resumo

A diarréia aguda infantil é um importante problema na saúde pública e os
rotavírus são responsáveis por cerca de 20 a 40% dos casos de diarréia
severa e desidratação em crianças de 0 a 5 anos de idade. Foram analisadas
fezes de crianças de 0 a 4 anos que estiveram hospitalizadas com diarréia
no período de outubro de 1998 a dezembro de 1999, em Salvador. As
amostras foram analisadas por técnicas de ELISA e SDS-PAGE. Das 217
amostras testadas, 76 (35%) foram positivas para rotavírus, 127 (58,5%)
foram negativas e 14 (6,5%) divergiram quanto ao resultado. Através da
análise das amostras positivas por SDS-PAGE, pôde-se identificar os rotavírus
pertencentes ao grupo A, classificando-os em eletroferotipos curtos, co-
muns ao subgrupo I, e longos, comuns ao subgrupo II.
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Introdução

Os rotavírus são os principais agentes virais
causadores de diarréia aguda infantil. Eles são
responsáveis por quase 125 mil casos de diarréia
por ano, representando 20% a 40% das hospita-
lizações por diarréia em crianças menores de cin-
co anos (RAMACHANDRAN, 1998).

Os rotavírus são vírus pertencentes à famí-
lia Reoviridae. A denominação rotavírus deve-se à
sua semelhança com uma roda de carroça ao
microscópio eletrônico (PARASHAR, 1998).
Têm tamanho de 70 nm de diâmetro, o genoma
viral é formado por onze segmentos de RNA de
fita dupla responsáveis pela codificação de sete
proteínas estruturais e seis outras não estruturais
(FIELDS, 2001). São vírus não envelopados que
possuem dupla cápside protéica icosaédrica, sen-
do a externa formada pelas proteínas VP7 e VP4
e a interna formada pela VP6. Esta última per-
mite a classificação dos rotavírus em sete grupos
designados de A a G, sendo os do grupo A res-
ponsáveis pela quase totalidade das infecções. A
proteína VP7 é glicosilada e principal constituinte
do capsídeo externo; ela induz a produção de
anticorpos neutralizantes. A proteína VP4 está
associada às diversas funções biológicas do vírus.
Estas duas proteínas classificam os rotavírus em
genótipos especificados em tipos G (VP7) e ti-
pos P (VP4).

O rotavírus produz uma gastroenterite agu-
da transmitida através da via fecal-oral, pois o ví-
rus se instala nos enterócitos maduros do intesti-
no delgado. Há lesão direta da borda em escova,
causando diarréia aguda secretória, com má ab-
sorção de nutrientes, perda de fluidos e eletrólitos,
que muito freqüentemente leva à desidratação.
Podem-se apresentar vômitos, febre, distensão ab-
dominal e sintomas respiratórios associados
(TEIXEIRA et al., 1998). Muitos estudos indi-
cam que aproximadamente 70% das infecções sin-
tomáticas por rotavírus ocorrem entre os 6 e os
24 meses de idade (VERONESI, 1996).

No Brasil, os primeiros achados ocorre-
ram em Belém, Pará, em 1976 e, desde então,
já foram diagnosticados rotavírus em todo o

território nacional, ressaltando a relevância que
assumem esses agentes na gênese das diarréias
agudas infantis (LINHARES et al., 1993; SAN-
TOS; GOUVEA, 1997).

Os estudos feitos com pacientes hospita-
lizados detectaram que os tipos de rotavírus en-
contrados nesses pacientes refletem os mesmos
que apresentam os indivíduos infectados na co-
munidade e que não recorreram à hospitalização
(VERONESI, 1996).

 Nosso trabalho teve o objetivo de iniciar
um estudo epidemiológico para observar a fre-
qüência dos rotavírus como causadores de diar-
réia em crianças e caracterizar o padrão eletrofo-
rético do rotavírus encontrado.

Materiais e métodos

Coleta de amostras

A coleta de amostras foi realizada no perío-
do de outubro de 1998 a dezembro de 1999.
Foram coletadas amostras de fezes de crianças
de 0 a 4 anos (n = 217), com quadro clínico
diarréico, hospitalizadas na Unidade Metabóli-
ca Fima Lifshtz do Centro Pediátrico Prof.
Hosannah de Oliveira e no Hospital Martagão
Gesteira, Salvador, Bahia.

As fezes foram congeladas a -20ºC até seu
processamento.

Teste imunoenzimático-ELISA

As fezes foram, primeiramente, submeti-
das ao teste de ELISA TestPack ABBOT, kit de
uso comercial, segundo as instruções e a inter-
pretação dos resultados do fabricante.

Extração de RNA

As fezes foram diluídas em solução salina
buferada (PBS) 20% (v/v) e centrifugadas a
3.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC.

O sobrenadante foi tratado com 10% de
uma solução de SDS, 10% e 5% de uma solu-
ção de EDTA 100 mM e aquecido a 56ºC du-
rante 20 minutos. A extração de RNA viral foi
feita com uma solução de fenol-clorofórmio
adicionada em volume igual ao sobrenadante
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das fezes tratadas e posteriormente centrifugada
a 12.000g durante 10 minutos, coletando-se a
fração aquosa. A este sobrenadante foram adi-
cionados 100 µl de acetato de Na 3M e 1 ml de
etanol absoluto, sendo deixado por toda a noi-
te a -20ºC. Posteriormente, foi centrifugado a
12.000 g por 15 minutos a 4ºC, descartado o
sobrenadante, e o precipitado final foi ressuspen-
so em um buffer desnaturalizante (Tris/HCl, pH
6,8, 125 mM, SDS 4%, mercapto etanol 3%,
glicerol 20%, azul de bromofenol 20%) para
posterior análise por SDS-PAGE.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O RNA extraído foi submetido a eletro-
forese em gel de poliacrilamida 7.5% (SDS-
PAGE) a 40 V, durante a noite, e posteriormente
submetido a uma solução fixadora (etanol
10%–ácido acético 0,5%) e logo corado com
uma solução de AgNO

3
 7 mM. Isto permitiu a

visualização das bandas correspondentes aos
segmentos de RNA viral.

Resultados e discussão

Das 217 amostras processadas pelos méto-
dos ELISA e SDS-PAGE, 76 foram positivas para
rotavírus (35%) e 127 (58,5%) foram negativas.
Apenas 14 amostras (6,5%) mostraram resulta-
dos divergentes entre os dois métodos, 12 foram
positivas apenas por ELISA e duas positivas por
SDS-PAGE (TAB. 1 e FIG. 1).

TABELA 1

Detecção de rotavírus por ELISA e SDS-PAGE
em amostras fecais

Positivo Negativo Divergente Total

Nº de amostras 76 127 14 217
Porcentagem (%) 35 58,5 6,5 100

Na FIG. 2, observa-se que houve uma con-
centração de resultados nos meses de agosto e
setembro, coincidindo com o período de maior
número de amostras analisadas. Em 5 amostras
não foi possível identificar o mês em que ocor-
reu o episódio diarréico.

35,20%

58,40%

6,40%

FIGURA 1 – Detecção de rotavírus em amostras de fezes

diarréicas em Salvador, BA, no período de

outubro de 1998 a dezembro de 1999
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FIGURA 2 – Casos positivos de diarréia por rotavírus durante

o período de um ano em Salvador, Bahia

Na FIG. 3, mostra-se o padrão eletrofo-
rético da cepa protótipo e de algumas das amos-
tras positivas. O vírus padrão cepa SA11 do
grupo A, encontra-se na 8a linha. Observa-se
que o padrão eletroforético consta de 11 ban-
das ou segmentos de RNA, agrupados em 4
blocos segundo a disposição de 4 bandas, 2
bandas, 3 bandas e 2 bandas, agrupamento que
distingue o grupo A (GOUVEA; SANTOS,
1998). Ao analisar as amostras por SDS-PAGE,
ficou demonstrado que 27 apresentaram perfil
eletroferotípico curto e 51 apresentaram o per-
fil longo. Isso ocorre porque o 11º segmento
de RNA migra mais lentamente do que o usual
e fica localizado entre o 9º e o 10º segmentos,
caracterizando um padrão curto, comum à
maioria dos rotavírus do subgrupo I. Da mes-
ma forma, o eletroferotipo longo é característi-
co da maioria dos rotavírus do subgrupo II.

Positivo

Negativo

Divergente

a aamostras
positivas

amostras
analisadas
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FIGURA 3 – Corrida em gel de poliacrilamida 7%  (SDS-

PAGE)  do RNA viral.

O vírus protótipo SA11 do grupo A de rotavírus

pode ser visualizado na 8ª coluna. Nas 3ª e 13ª

colunas, observam-se padrões eletroforéticos

curtos e, nas demais colunas, padrões longos.

Todas as amostras revelaram a presença de gru-

po A de rotavírus.

Neste trabalho, contatou-se que a freqüên-
cia de diarréia por infecção a rotavírus em
crianças hospitalizadas na região de Salvador foi
de 35%, achado semelhante ao encontrado na
literatura (20% e 40%) para diferentes regiões do
país (GOUVEA; SANTOS, 1998; SPECTER;
HADINKA; YOUNG, 2000), assim como uma
maior concentração de casos positivos nos me-
ses de inverno, apesar de existirem casos positi-
vos durante todo o ano.

O teste utilizado (ELISA) é uma técnica de
alta sensibilidade e especificidade para a detecção
de rotavírus. O kit comercial utilizado neste tra-
balho demonstrou correspondência com os da-
dos obtidos no SDS-PAGE. Das 217 amostras
testadas, apenas 10 foram negativas por SDS-
PAGE e positivas por ELISA. Isso pode ser ex-
plicado pelo fato de que a técnica por SDS-PAGE
precisa de uma carga viral maior para a detecção
do RNA viral ou de que a degradação do RNA
pela ação enzimática das fezes dificulta sua
detecção. Embora o ELISA seja uma técnica de
alta sensibilidade, não fornece informação sobre

o tipo de rotavírus envolvido na infecção. Por
isso o SDS-PAGE continua sendo uma ferramen-
ta importante na epidemiologia molecular das
rotaviroses. É uma técnica que oferece a vanta-
gem de ser simples e de fácil implementação em
laboratórios de rotina diagnóstica. Neste estu-
do, o SDS-PAGE permitiu a detecção de eletrofe-
rotipos longo e curto, demonstrando a presença
de subgrupos I e II, respectivamente, com uma
freqüência que foi semelhante à encontrada na
literatura (GOUVEA; SANTOS, 1998;
SPECTER; HADINKA; YOUNG, 2000). Por
outra parte, não foram detectadas infecções mis-
tas, visto que todas as amostras avaliadas não exi-
biram mais de 11 segmentos de RNA viral.

Conclusões

Deste estudo, podemos concluir que o rota-
vírus é um agente etiológico de importância nas
diarréias em crianças hospitalizadas na região de
Salvador, demonstradas a sua freqüência e a pre-
sença de eletroferotipos diferentes. Este achado
deve ser tomado em consideração nos diagnósti-
cos clínico-laboratoriais ante a apresentação de
quadros clínicos de diarréias infantis.

Este estudo terá continuidade, visando a
identificação nas amostras dos genótipos mais
prevalentes na região. Estes dados serão um
importante aporte na epidemiologia molecular
das diarréias causadas por rotavírus, já que se
prevê, no futuro, uma possível aplicação de va-
cinas contra essa infecção.
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Abstract

Acute infantile diarrhea is an important problem in public healthcare and Rotaviruses are responsible for about 20-40% of the cases of severe

dehydrating diarrhea in children at 0-5 years old. In this work, we have analyzed diarrheic feces from children at 0-4 years old hospitalized

between October 1998 and December 1999, in Salvador, Bahia, Brazil. In order to detect rotavirus, the samples were analyzed by ELISA

(Test-Pack Abbot) and SDS-PAGE tests. The results demonstrated that from the 217 samples tested, 76 (35%) were positive, 127 (58,5 %) were

negative and 14 (6,5%) diverged in both tests. The positive samples analyzed by SDS-PAGE test revealed the group A rotavirus and they were

classified as short eletropherotypes (Subgroup I) and long eletropherotypes (Subgroup II).
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