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Resumo

A gastroenterite é uma das principais causas de morbidade entre criancas em paises desenvolvidos e de mortalidade nos

pafses em desenvolvimento. Os rotavirus s3o responsdveis pela maioria dos casos de diarréia e infectam praticamente todas

as criancas nos primeiros 3 a 5 anos de vida. Os adenovirus entéricos sao o segundo agente viral mais freqiientemente
¢ p g g q

associado a diarréia, contudo sua epidemiologia no foi bem estabelecida. A presenca de rotavirus e adenovirus foi

investigada entre criancas da cidade do Rio de Janeiro, no perfodo de janeiro de 1998 a dezembro de 2002. Amostras

fecais de criangas com diarréia foram testadas para a presenca do RNA de rotavirus por PAGE e para a presenga de

adenovirus por EIARA. Foram detectados rotavirus em 12% das criangas. A maior incidéncia da infecgio por rotavirus

foi observada nos meses de abril a setembro, os mais secos e frios do ano na regido de estudo. A ocorréncia de adenovirus

foi observada em menor freqiiéncia (6%), nao apresentando padrao de sazonalidade definido.
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INTRODUCAO

Nos paises desenvolvidos, a diarréia infec-
ciosa aguda ¢ a principal causa de morbidade
entre criangas, representando um enorme gasto
em termos de custos médico e indireto (p. ex.:
auséncia dos pais ao trabalho). Estima-se que
ocorram 1,0-2,5 episédios diarréicos por crian-
ca com menos de 5 anos de idade a cada ano,
sendo que 0,1-0,4 destes resultam em atendi-
mento médico, e 0,001-0,003 em hospitalizagio

(KAPIKIAN, 1996). Na Franga, estudos reve-

lam que 3 milhes de pessoas, entre criangas e
adultos, consultam o médico a cada ano com
diarréia aguda (BARNES et al., 1998; BON et
al., 1999). Nos Estados Unidos, um estudo es-
tatistico revelou que, entre 1973 e 1983, 5.539
criangas entre um més e 4 anos de idade morre-
ram de doenca diarréica (média de 504 mortes
por ano), e que 79% dessas mortes ocorreram
na faixa etdria inferior a um ano de idade. Isto
corresponde a 2% do total de mortes no perfo-
do pés-natal nesta faixa etdria (HO et al., 1988).
Entretanto, a taxa de mortalidade nestes pafses
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¢ reduzida, pois sao dotados de eficazes siste-
mas de satde ¢ 6tima qualidade de vida, dife-
rentemente dos pafses em desenvolvimento
(BARNES et al.,, 1998; BON et al., 1999). Por
outro lado, nos paises em desenvolvimento, na
Africa, Asia e América Latina, estima-se que a
cada ano ocorram cerca de 744 milhdes a um
bilhao de casos de diarréia em criangas com
menos de 5 anos de idade. Destas criangas, esti-
ma-se que 2,4 a 3,3 milhoes morram por ano, o
que corresponde a 6.600 a 9.000 mortes por
dia (LINHARES; BRESEE, 2000). Na Améri-
ca Latina, os {ndices de incidéncia de diarréia
entre criangas variam entre diferentes regioes e
localidades. Em comunidades pobres do Peru e
do Brasil, os episédios de diarréia por criangas
com menos de 2 anos de idade atingem a média
anual de 10 ou mais, enquanto esta incidéncia
na Costa Rica fica em torno de 0,7 por crianga

por ano (LINHARES; BRESEE, 2000).

Apesar das descobertas microbiolégicas e
parasitolégicas no inicio do século passado, a
maioria dos casos de diarréia permanecia com
etiologia desconhecida. Esta situagdo foi modi-
ficada a partir da utilizagao da microscopia ele-
tronica no diagndstico laboratorial, tornando
possivel a observagiao de particulas virais em
materiais fecais provenientes de pacientes com
diarréia. Desde entao, diversos virus tém sido
associados a infecgoes diarréicas, dentre os quais
destacam-se rotavirus, adenovirus, astrovirus e
calicivirus dos géneros Norovirus e Sapovirus (an-
teriormente denominados Norwalk-like e Sapporo-
like) (BERN; GLASS, 1994; KAPIKIAN, 1996;
KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK, 2001).

Os rotavirus sao classificados na famflia
Reoviridae, género Rotavirus, e classificados em sete
grupos designados de A a G. O genoma consiste
de 11 segmentos de RNA de fita dupla nao infec-
cioso, cada segmento codificando, em geral, uma
tnica protefna. Os rotavirus do grupo A sao ainda
classificados em subgrupos, com base na especi-
ficidade antigénica da proteina do capsideo inter-
no (VP6), e sorotipos e/ou genotipos G e P, com
base na especificidade antigénica das protefnas do
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capsideo externo, VP7 e VP4, respectivamente

(HOSHINO; KAPIKIAN, 1996).

O perfil caracteristico dos segmentos gend-
micos dos rotavirus pode ser observado apds uma
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE).
Os segmentos sio distribuidos em quatro clas-
ses de tamanho, sendo numerados pela ordem
de migragao no gel: classe I (genes 1, 2, 3 e 4),
classe II (genes 5 e 6), classe III (genes 7, 8 ¢ 9)
e classe IV (genes 10 e 11). A andlise dos perfis
eletroforéticos tem sido amplamente utilizada
para caracterizar as amostras de rotavirus de cul-
tura de células e fezes, revelando a co-circulagio
de amostras com perfis diferentes durante uma
epidemia. Trés perfis distintos estdo associados
a diferenca na migracio do 11 segmento, perfil
longo, e do 10 segmento, perfis curto e super-
curto, representando um dos critérios mais uteis
para a classificagao dos rotavirus do grupo A
(KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK,
2001).

Os adenovirus fazem parte da famfilia
Adenoviridae, que compreende os géneros Masta-
denovirus (adenovirus de mamfiferos) e Aviadenovirus
(adenovirus de aves). A particula viral nio possui
envelope, e o genoma ¢ constituido de DNA linear
de fita dupla. O género Mastadenovirus é formado
por mais de 90 sorotipos, entre os quais 51 sorotipos
humanos classificados em seis espécies (anterior-
mente denominados géneros ou subgéneros) de A
a F (BENKO; HARRACH; RUSSELL, 1999; DE
JONG et al,, 1999). Os adenovirus dos sorotipos
40 e 41 (espécie F) sdo os principais sorotipos
associados a gastroenterite infantil (UHNOO et
al., 1984; BRANDT et al., 1985; DE JONG et

al., 1993).

Considerando-se a necessidade de um moni-
toramento constante das gastroenterites de etio-
logia viral para o estabelecimento de um progra-
ma de prevengao a esta doenga, foram nossos prin-
cipais objetivos, no presente estudo, investigar a
prevaléncia das infecgdes entéricas causadas por
rotavirus e adenovirus em criangas na cidade do
Rio de Janeiro e investigar a sazonalidade das di-
arréias causadas por estes patégenos.



MATERIAIS E METODOS

Amostras clinicas

Foram coletadas 1.647 amostras fecais de
criangas de 0 a 5 anos de idade, internadas ou nao
em virtude de gastroenterite, em hospitais, labo-
ratérios de andlises clinicas e postos de saide da
cidade do Rio de Janeiro no perfodo de janeiro/
1998 a dezembro/2002. As amostras foram
coletadas na fase aguda da doenga e transportadas
em gelo para o laboratério, onde permaneceram
estocadas a -20°C até o momento do exame.

Extragio de RNA de rotavirus

A extragio de RNA viral foi realizada utili-
zando-se a técnica descrita por Santos e Gouvea
(1994). Foram preparadas suspensoes fecais a
10% em solu¢do de isotiocianato de guanidina
(GITC) 4M. Estas suspensoes foram submeti-
das a centrifugagao a 7.500 x g por 3 min. Aos
sobrenadantes foram adicionados 50l da solu-
¢ao de hidroxiapatita (HA) 25% em tampaio
fosfato 0,001M e as misturas foram mantidas
sob agitacdo constante a temperatura ambiente
por 10 min. Apéds este perfodo, as suspensoes
foram centrifugadas a 4.000 x ¢ por 1 min, e os
sobrenadantes foram desprezados. Os sedimen-
tos foram lavados com solugio de fosfato de po-
tdssio (KP) 10mM, pH 6,8. Em seguida, os
RNAs foram eluidos dos cristais de HA através
de tratamento com uma solugio de KP 200mM,
pH 6,8, a 37°C por 10 min. Aos eluatos foram
adicionados 65Ul da solugao de brometo de
cetilmetilamo6nio (CTAB) 5%, 40l da solugio
de cloreto de sédio (NaCl) 5M, e 40pl da solu-
¢ao de etilenodimetilamé6nio (EDTA) 0,5M, pH
7,0. As misturas foram incubadas por 30 min a
56°C e, em seguida, foram centrifugadas por 5
min 7.500 x g. Os sobrenadantes foram despre-
zados, ¢ os RNAs foram suspensos em 400pl de
dgua destilada e precipitados novamente com
40pl da solugao de NaCl e 1pl de etanol com
incubagdo de 20°C durante a noite. Apds centri-
fugagao, os RNAs foram suspensos em 20pl de
tampao dissociante (Tris-HCI 0,06M pH 6,8,
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glicerol 10%, SDS 2%, 2-b-mercaptoetanol 5%,
azul de bromofenol 0,00125%).

Detecgao do RNA viral por eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Foi utilizada a metodologia descrita previa-
mente por LAEMMLI (1970), utilizando-se um
gel de separagio a 7.5% e um gel de empaco-
tamento a 4%. A corrida eletroforética do RNA
viral extrafdo das fezes foi realizada a 120V por
2 h. Foi utilizada como amostra padraio RNA
de rotavirus simio, cepa SA-11. Ao final, o gel
foi corado com nitrato de prata para a visua-
lizagio das bandas de RNA (HERING et al.,
1982).

Detecgio de adenovirus por ensaio
imunoenzimdtico

Foram preparadas suspensoes fecais 10-
20% em solugdo salina de fosfato (PBS), pH
7,2. Estas foram clarificadas por centrifugagao a
7.500 x g por 10 min. O sobrenadante clarifi-
cado foi utilizado para o teste imunoenzimdtico.
As amostras foram testadas com kits de ensaio
imunoenzimdtico para detecgdo de antigeno de
adenovirus (EIARA) fornecidos pela Fundagao
Oswaldo Cruz / Bio-Manguinhos.

RESULTADOS

Das 1.647 amostras fecais testadas para rota-
virus a0 longo dos cinco anos do estudo, 195 (12%)

foram positivas para rotavirus (QUADRO 1);

Ano Resultado da PAGE Total
Positivo Negativo
1998 40 163 203
1999 52 251 303
2000 58 444 502
2001 29 326 355
2002 16 268 284
Total 195 1452 1647

QUADRO 1 - Resultado da andlise de amostras fecais de
criangas com diarréia para pesquisa de
rotavirus no perfodo de janeiro de 1998 a
dezembro de 2002, na cidade do Rio de
Janeiro
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FIGURA 1). Todos os isolados detectados fo-

ram classificados como rotavirus do grupo A com

| \ Positivas
12%

Negativas
88%

FIGURA 1 - Percentual de amostras positivas para
rotavirus no perfodo de janeiro de 1998
a dezembro de 2002 na cidade do Rio

de Janeiro

base no perfil eletroforético, ou seja, o perfil
das amostras obedeceu ao padrio de migragio

4:2:3:2, caracteristico destes virus (FIGURA 2).
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FIGURA 2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida para
detecgio de rotavirus em amostras fecais
de origem humana

Linha 1: padrio eletroforético de rotavirus do grupo A,

4:2:3:2.

Linha 3: amostra fecal positiva para rotavirus do grupo A,

perfil curto.

Linhas 2 e 4: amostras fecais positivas para rotavirus do

grupo A, perfil longo.
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Dentre as amostras positivas, 179 (92%) apre-
sentaram perfil eletroforético longo, ¢ apenas 16

(8%) apresentaram perfil curto (QUADRO 2).

Perfil eletroforético
Ano Longo Curto Total
1998 36 04 40
1999 44 08 52
2000 57 01 58
2001 29 - 29
2002 13 03 16
Total 179 16 195

QUADRO 2 - Perfil dasamostras de rotavirus do grupo A

detectadas neste estudo

Das 1.344 amostras fecais submetidas ao
teste de EIARA para a pesquisa de adenovirus,
79 (6%) foram positivas e 1.265 (94%) foram
negativas (QUADRO 3; FIGURA 3). Porém
neste estudo nao foi feita tipagem das amostras,
nio tendo sido, assim, possivel caracterizd-las
definitivamente como adenovirus entéricos.

Ano Resultado da PAGE Total
Positivo Negativo
1998 02 113 115
1999 01 240 241
2000 42 380 422
2001 29 319 348
2002 05 213 218
Total 79 1265 1344

QUADRO 3 - Resultado das andlises de amostras fecais
de criangas com diarréia para pesquisa de
adenovirus no perfodo dejaneiro de 1998
a dezembro de 2002, na cidade do Rio

de Janeiro

1 Positivas
6%

Negativas
94%

FIGURA 3 — Percentual de amostras positivas para
adenovirus no perfodo de janeiro de 1998
a dezembro de 2002 na cidade do Rio de

Janeiro



No caso das infecgdes por rotavirus, foi
observado, no perfodo dos cinco anos do estu-
do, que o maior ndmero de casos ocorreu nos
meses mais secos e frios do ano (abril e setem-
bro), com picos da infecgao nos meses abril-maio
e julho-agosto. Na Figura 4, observa-se que a
distribui¢ao sazonal das infecg¢bes por este agente
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FIGURA 4 — Distribuicao sazonal das infec¢oes por
rotavirus em criangas com diarréia, no
perfodo de 1998 2 2002, na cidade do
Rio de Janeiro

foi idéntica em todos os anos do estudo. Por
outro lado, as infec¢bes por adenovirus apresen-
taram um padrio de distribui¢ao endémico, sem
sazonalidade definida, com exce¢io dos anos de
2000 e 2001, em que houve aumento significa-
tivo na positividade em relagao aos outros anos

(FIGURA 5).

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

FIGURA 5 — Distribui¢ao sazonal das infec¢bes por
adenovirus em criancas com diarréia, no
perfodo de 1998 a 2002, na cidade do
Rio de Janeiro
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DISCUSSAO

O envolvimento dos rotavirus e adenovirus
em quadros de gastroenterite infantil aguda tem
sido amplamente estudado por pesquisadores
em todo o mundo, revelando a distribuicao
mundial e a importincia destes virus como cau-
sadores de doenca diarréica (BERN; GLASS,
1994; KAPIKIAN, 1996; GOUVEA; SAN-
TOS, 1997; PARASHAR et al., 1998a, 1998b;
KOOPMANS; BROWN, 1999; SANTOS et
al., 1999; ALVERCA et al., 2000; GIORDANO
et al., 2001; CHIKHI-BRACHET et al., 2002;
O’NEIL et al., 2002; SOARES et al., 2002).

Jd foi demonstrado que, virtualmente, to-
das as criangas sdo infectadas por rotavirus, pelo
menos uma vez, até os 3 anos de idade (BERN;
GLASS, 1994; KAPIKIAN; HOSHINO;
CHANOCK, 2001). Mas as conseqiiéncias des-
tas infecges diferem drasticamente, dependen-
do do status econdbmico de cada pafs. Nos Esta-
dos Unidos, por exemplo, estima-se que anual-
mente os rotavirus sejam responsdveis por cerca
de 500.000 atendimentos médicos, 50.000
hospitalizagoes, aproximadamente 20 mortes e
mais de um bilhio de délares em custos sociais
(PARASHAR et al., 1998a, 1998b; TUCKER
et al., 1998). Em paises em desenvolvimento,
as estimativas indicam que os rotavirus sio res-
ponsdveis por 1.600-2.400 mortes/dia, ou
600.000-870.000 morte/ano (GLASS et al.,
1999).

No presente estudo, os rotavirus foram
detectados em 12% das amostras pesquisadas.
Estudos anteriores realizados no Brasil indicam
valores bastante variados. Num estudo longitu-
dinal realizado em Belém do Par4, entre 1982 a
1986, observou-se uma incidéncia de infecgoes
por rotavirus em torno de 8,2% (LINHARES
et al., 1989). Em Goiinia, no perfodo de 1986
a 1990, foram encontrados indices de infecgio
por rotavirus variando entre 17,2% e 22,5%
(CARDOSO et al.,, 1989, 1992). Neste mes-
mo perfodo, num estudo realizado no Distrito
Federal, rotavirus foi detectado em 20,27% das
criangas pesquisadas (TEIXEIRA et al., 1991).
Em Araraquara, Sio Paulo, entre 1986 ¢ 1987,
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foram observados {ndices de 8,6%
(VALENTINL LUSTRI; FALCAO, 1992). Na
cidade de Siao Paulo, entre 1987 ¢ 1988, o in-
dice de infec¢io por rotavirus foi de 11,3%
(TIMENETSKY et al., 1993). No Rio de Ja-
neiro, foi apontado um percentual de 21% de
infecgdes associadas aos rotavirus no perfodo de
1996 a 1998 (SANTOS et al., 1999). No mu-
nicipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, em 1998,
Alverca e colaboradores (2000) encontraram um
percentual de 11,9%. Por outro lado, indices
bem mais elevados também jd foram descritos.
Num estudo realizado em Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, entre 1981 e 1982, rotavirus
foi detectado em 41,8% das amostras (COIRO
et al., 1983). Em outro estudo realizado entre
criangas hospitalizadas em Salvador, Bahia, en-
tre outubro de 1998 e dezembro de 1999, foi
observada uma positividade de 35% (CAMPOS
et al., 2002).

Todas as amostras do presente estudo apre-
sentaram um perfil eletroforético compativel com
o grupo A. Este resultado confirma os achados
anteriores, que indicam que os rotavirus do grupo
A sdo os de maior incidéncia e responsdveis por
mais de 98% das infec¢des entre humanos
(KAPIKIAN, 1996; GOUVEA; SANTOS,
1997; PARASHAR et al., 1998a; KAPIKIAN;
HOSHINO; CHANOCK, 2001). O perfil lon-
go na maijoria das amostras (92%) também estd
de acordo com o normalmente descrito
(HOSHINO; KAPKIAN, 1996; KAPIKIAN,
1996; GOUVEA; SANTOS, 1997;
PARASHAR et al.,, 1998a; KAPIKIAN;
HOSHINO; CHANOCK, 2001).

As amostras foram colhidas em centros de
atendimento publico e particular, que recebem
pessoas de diferentes niveis socioecondmicos, em
diversas localidades da cidade do Rio de Janei-
ro. Isto demonstra que a infecgao por rotavirus
estd disseminada nas diversas camadas sociais, e
que apenas a melhoria das medidas de sanea-
mento bdsico nio ¢ suficiente para conter a
infec¢io, conforme relatado anteriormente
em outros estudos (BERN; GLASS, 1994;
KAPIKIAN, 1996; PARASHAR, 1998a;
KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK, 2001).
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Quanto 2 sazonalidade, observamos um
pico de incidéncia da infecgio por rotavirus nos
meses de abril a setembro, os mais frios e secos
do ano na regido de estudo, enquanto nos me-
ses mais quentes e imidos, janeiro-margo, ou-
tubro-dezembro, o ndmero de casos da infec-
cao foi significativamente reduzido, sem que
tenha havido, contudo, o desaparecimento to-
tal dos casos, como tem sido descrito em paises
de clima temperado, onde observa-se um perfil
sazonal definido, em que hd a ocorréncia de
grandes epidemias de rotavirus no inverno, ¢ o
virus desaparece da populagiao durante os meses
de verio (COOK et al., 1990; KOOPMANS;
BROWN, 1999; KOOPMANS; VAN
ASPEREN, 1999). Nossos resultados sao simi-
lares aos encontrados em Estados das regioes
Central, Nordeste e Sudeste do Brasil, que apre-
sentam picos de rotavirose no perfodo de abril a
setembro, a estagao seca, talvez por causa das
condi¢des ambientais de baixa umidade do ar
atmosférico, que garantiria a estabilidade das
particulas virais (CARDOSO et al., 1989,
1992; VALENTINI; LUSTRI; FALCAO, 1992;
SANTOS et al., 1999; ALVERCA et al., 2000;
CAMPOS et al.,, 2002).

Embora os adenovirus entéricos sejam de-
tectados com menor freqiiéncia do que os
rotavirus, a importincia deste virus como agen-
te etiolégico de diarréia infantil ¢ incontestdvel.
Os adenovirus foram encontrados em 6% das
amostras pesquisadas neste estudo, {ndice um
pouco mais alto do que os anteriormente des-
critos em outros estudos realizados no pafs, que,
em geral, variam entre 2,1% a 5,3% (LEITE et
al., 1985; TIMENETSKY et al., 1987; CAR-
DOSO et al., 1989, 1992; VALENTINI;
LUSTRI; FALCAO, 1992; TIMENETSKY et
al.,, 1993; ALVERCA et al., 2000; SOARES et
al., 2002). Com relagao aos indices das infec-
¢oes por adenovirus observados em outros pai-
ses, estes sa0 extremamente varidveis. Sao obser-
vados {ndices equivalentes aos do Brasil em pai-
ses como Itdlia (VIZZI et al., 1996), Tailaindia
(HERRMANN et al., 1988), Franca (BON et
al., 1999), Bangladesh (JARECKI-KHAN;
TZIPORI; UNICOMB, 1993), China (QIAQO,
et al., 1999) e Austrdlia (GRIMWOOD et al.,



1995). Diferentemente, indices bastante eleva-
dos sio constatados em outros pafses, como
Canadd (BROWN et al., 1984), Inglaterra
(BATES et al., 1993), Africa do Sul (MOORE
et al.,, 1998), Suécia (UHNOO et al., 1984),
Guatemala (CRUZ et al., 1990) e Estados Uni-
dos (LEW et al., 1991).

Nio observamos um padrao definido de

sazonalidade da infecgao por adenovirus ao lon-
go do estudo, resultado compativel com vérios
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estudos realizados em paises de clima tropical
e temperado (BRANDT et al.,, 1985;
TIMENETSKY et al., 1987; CARDOSO et al.,
1992; DE JONG et al., 1993; GRIMWOOD,
et al., 1995; BARNES et al., 1998; ALVERCA
et al.,, 2000; SOARES et al., 2002). Contudo,
nos anos de 2000 e 2001, foi observado um
aumento na positividade das infecgdes por
adenovirus, o que poderia sugerir a ocorréncia
de surtos desta infecgao neste perfodo.

Epidemiology of gastroenteritis associated to rotavirus and adenovirus
among human beings in Rio de Janeiro City from 1998 to 2002

Abstract

Gastroenteritis is one of the major causes of morbidity among children in developed countries and of mortality in developing
countries. Rotavirus is responsible for most of the diarrhea occurrences; it infects nearly all the children under the age of 5 years
old. Adenovirus is the second most frequent agent associated to diarrhea, however its epidemiology has not been well-
established yet. The presence of rotavirus and adenovirus was investigated in childyen from Rio de Janeiro City, from January
1998 to December 2002. Fecal samples of children with diarrhea were tested for the presence of the rotavirus RNA by SDS-
PAGE andfor the adenovirus by EIA. Rotavirus was detected in 12% of the childyen. The highest incidence of rotavirus was
observed from May to September, the driest and coldest months in the studied region. The occurrence of adenovirus was
detected at a lower frequency (6%), and no defined seasonal pattern was observed.

Keywords: Rotavirus. Adenovirus. Infantile gastroenteritis.
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