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Resumo Neste estudo reporta-se a identificacdo de rotavirus sorotipo G2 proveniente de amostras
fecais de criancas com gastroenterite, da Cidade de Mérida, Yucatan, México. O diagndstico
virolégico foi feito através da eletroforese em gel de poliacrilamidia e ensaio imunoenzimatico.
Das 149 amostras estudadas, 25 (16,7%) foram positivas para rotavirus do grupo A; dessas 23
(92%) foram sorotipo G2, subgrupo | e padréo eletroforético curto e 2 (8%) subgrupo Il e padrdo
eletroforético longo, porém, ndo foi possivel determinar o sorotipo G. Desde 1985, até hoje, foi a
Unica vez que o sorotipo G2 foi identificado, em mais de 90% das amostras analisadas. Acredita-
se que, provavelmente, nos ultimos anos tem acumulado na populacdo, um grupo de pessoas
suscetiveis ao sorotipo de RV, e num futuro poderia ter um surto importante de gastroenterite,
associado ao sorotipo G2 de rotavirus.
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Abstract In the present study, rotavirus G2 serotype was identified from fecal samples of children
with gastroenteritis from the city of Merida, Yucatan, Mexico. Virological diagnosis of disease
was performed using polycrylamide gel electrophoresis and immunoenzymatic assay. Out of 149
analyzed samples 25 (16.7%) gave positive reaction to rotavirus groups A, of these 23 (92%)
were identified as serotype g2, subgroup i and electrophoretic short pattern, whereas 2 (8%)
were identified as subgroups Il and electrophoretic long pattern, however, the G serotype was
not possible to determine. Rotavirus G serotype has not been detected in more than 90% of
samples since 1985. This indicates that the number of people susceptible to G2 serotype within
the population has increased over recent years, which perhaps indicates that an important outbreak
of acute infectious diarrhea caused by the rotavirus G2 serotype may be forthcoming.
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O grupo A de rotavirus (RV) é a causa mais
comum de gastroenterite aguda em criangas de
todo o mundo. Nos paises em desenvolvimento
estima-se que, anualmente, ocorra mais de 870.000
mortes, em criancas menores de 5 anos®?,

Os rotavirus contém um genoma de 11
segmentos de RNA de dupla cadeia, envolvidos
em trés camadas de proteinas®!2. Os pesos
moleculares dos 11 segmentos tém servido para

sua classificacao, de acordo com seu padréo de
migracéo no gel de poliacrilamida. Deste modo,
temos que os RV se classificam em padrdes
curtos e longos, dependendo da migracao do
segmento 101,

A camada externa destes virus esta formada
por duas proteinas (VP4 e VP7) que possuem
epitopos que induzem a formagé&o de anticorpos
neutralizantes?®,
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Na camada interna encontra-se a proteina VP
6, a qual possui determinantes antigénicos de
subgrupo, que classificam os RV em |, II, I/1l, e ndo
I/ll, sendo o subgrupo Il 0 mais freqliente a nivel
mundial®.

Em 1989, Estes e Cohen propdem um sistema
de classificagéo para os rotavirus derivados das
duas proteinas do capsidio viral: os sorotipos G,
com base na glicoproteina VP7, que é a mais
abundante, e os sorotipos P, que sao definidos
por epitopos na proteina VP4, sensivel a
protease? 2, Atualmente, utilizando testes de
neutralizacéo, foram descritos 14 sorotipos G e
20 sorotipos P em humanos e animais. Porém,
apesar da diversidade de sorotipos G encontrados
em humanos (G1, 2, 3,4,5,6,8,9,10e 12), a
maioria das infec¢fes sintomaticas esta associada
aos sorotipos G 1-4 e destes 0 1, é 0 que se
encontra com mais freqiiéncia no mundo?*t 142023,

Trabalhos realizados em diferentes partes do
mundo tém demonstrado que os sorotipos G mais
freqUentes sao o0 1,3 e 4, os quais distribuem-se
de modo endémico. Ademais, sabe-se que o G2
se apresenta em menor frequéncia e de forma
epidémicat“®.

Em 1998, Padilla et al reportam um estudo
realizado em trés diferentes regides do México
para conhecer a distribuicdo e freqiéncia dos
sorotipos G de rotavirus que circularam durante
dois anos consecutivos no pais. Quarenta e cinco

porcento das amostras foram de sorotipo G3,
22% G1, G2 somente foi detectado, no centro e
sudeste do pais, em 7% das amostras e o
sorotipo G4 esteve presente em todo o pais em
1% de todas as amostras®®

No Estado de Yucatan, o rotavirus é uma
importante causa de morbidade: ja que se
encontra associado a mais de 50% dos casos
de diarréia infecciosa aguda (DIA) durante os
meses de inverno®. O estudo dos sorotipos G de
rotavirus circulantes em Yucatan tem
demonstrado a presenca dos 4 sorotipos G mais
importantes, observando-se que as epidemias
sdo predominantemente de um so sorotipo, que
varia segundo o ano®1,

O conhecimento da epidemiologia dos
sorotipos G de RV, em diferentes partes do
mundo e em diferentes tempos, é necessario
para poder valorizar qual é a distribuicdo dos
mesmos e as mudancas que vao sofrendo com
o0 tempo, para se definir as carateristicas
antigénicas das cepas que predominam em cada
populagdo. Este conhecimento constitui a base
da vigilancia epidemioldgica da DIA por RV.

Neste trabalho, descrevemos a identificagcéo
de cepas de rotavirus de padréo curto e serotipo
G2 em criangas com menos de cinco anos de
idade, com gastroenterite aguda, internadas por
desidratacdo severa, na cidade de Mérida,
Yucatan, México.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo transversal, no qual
se pesquisaram todas as criangas com idade
inferior a 5 anos, internadas por diarréia infecciosa,
com menos de 5 dias de evolugdo, no Pronto
Socorro do Hospital General O’Horan, de Mérida,
Yucatan, durante o periodo de 1° setembro de
1989 a 28 de fevereiro de 1990.

Coletaram-se amostras de fezes nas
primeiras 24 horas de hospitalizacdo de todas
as criangas que preenchessem os critérios de
inclusdo. As amostras foram levadas ao laboratério
e processadas para o diagndstico de RV, no
mesmo dia da coleta; as amostras positivas
foram armazenadas a -20°C para determinacao
de sorotipos, subgrupos e padrao eletroforético.

Para o diagnéstico de RV utilizou-se em todos
0S casos, a técnica da eletroforese do RNA viral,
em gel de poliacrilamida (PAGE) com solugéo
de nitrato de prata e ensaio imunoenzimatico
(ELISA), para detectar grupo A de RV&1,
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Para designar o subgrupo e o sorotipo
realizou-se a técnica de ELISA com anticorpos
monoclonais contra os subgrupos | e Il e contra
0s quatro sorotipos G mais importantes, doados
pelo Dr. Harry Greenberg (Veterans Hospital de
Palo Alto, CA). Os monoclonais utilizados foram
0s seguintes: 255/60 subgrupo |, 631/9 subgrupo
11, 0 KU4 e o SE8 contra o sorotipo 1; o S2G10,
2F1 e IC10 contra o sorotipo 2; 0 YOCE2, 159 y 4F8
contra o sorotipo 3 e STG11 contra o sorotipo 4.

A metodologia utilizada foi, resumidamente,
a seguinte: as imunoplacas (NUNC, Dinamarca)
foram sensibilizadas com os diferentes monoclonais
diluidos 1/1000 em PBS e incubadas por 24h a
4°C; posteriormente, foram lavadas e bloqueadas
com albumina sérica bovina (BSA) a 1% em PBS,
por mais 24h a 4°C. Ao final desse tempo, as placas
foram lavadas novamente e se agregaram as
amostras fecais diluidas 1/10 em PBS-BSA a 5%
eincubadas a 37°C por duas horas. Posteriormente,
foram incubadas com um anticorpo policlonal de
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coelho contra rotavirus diluido em PBS/BSA a
0,5%, e incubadas novamente a 37°C por duas
horas. Logo apds, foram lavadas e incubadas
com anti IgG de coelho marcado com peroxidase
(Sigma, USA) por uma hora a 37°C, para logo
adicionar o substrato OPD (Sigma, USA), a
reacado foi interrompida com &cido sulfdrico 2M
e interpretada num leitor de ELISA (Behring) com
um filtro de 492nm de comprimido de onda. As

amostras cuja absorvancia foi duas vezes maior
que a dos controles negativos foram consideradas
positivas.

As amostras que reagiram com dois ou mais
sorotipos, somente foram consideradas como de
um sorotipo, quando a absorvancia de um deles
foi duas vezes maior que a de qualquer dos outros
sorotipos. Como controle positivo, utilizaram-se
as seguintes cepas: WA, DS1, ST e ST3.

RESULTADOS

Durante os seis meses do estudo coletaram-
se 149 amostras de fezes de criangas com menos
de cinco anos de idade internados com DIA, todas
elas com desequilibrio hidroeletrolitico moderado
ou severo, o qual foi o motivo da internacao.

Das 149 amostras estudadas 25 (16,7%)
foram positivas para RV, sendo que 23 (92%)
foram positivas em ambos métodos e 2 (8%) s6
por eletroforese.

Das 25 amostras positivas 23 (92%)
apresentaram padrao eletroforétito curto e 2 (8%)
padrdo longo, nas 2 positivas somente pela
eletroforese, uma era de padrao longo e um de

padrdo curto. Quanto a caracterizacao do
subgrupo, as 23 amostras de padrao curto
reagiram com o monoclonal de subgrupo | e as
duas de padréo longo com o do subgrupo Il. Os
resultados da ELISA para caracterizar o sorotipo
G foi 0 seguinte: das 23 amostras com o padréo
curto e subgrupo I, 18 (81,8%) foram sorotipo
G2, das 5 amostras restantes, 2 (9,1%) reagiram
com todos os monoclonais utilizados, 2 (9,1%)
nao reagiram com nenhum e em 1 ndo se
realizou este teste. As amostras de padrao longo
nao puderam ser sorotipadas ja que ndo reagiram
com nenhum dos monoclonais utilizados.

DISCUSSAO

A distribuicdo dos sorotipos G de rotavirus
numa determinada populagdo, é parte importante
da vigilancia epidemiolégica. A partir de 1985,
apos iniciar o trabalho de sorotipagem de RV em
nosso Estado, € que se pode constatar a presenca
dos quatro sorotipos G mais comuns, mas,
sempre com predominéncia de s6 um. Durante
0s primeiros cinco anos de estudo, o sorotipo 4
foi o que se apresentou com mais freqiiéncia.
Posteriormente, aparece o sorotipo G3 em mais
de 50% do total das amostras e nos Ultimos dois
anos o sorotipo G1 é o que tem predominado
nas epidemias®?6. O sorotipo G2 foi identificado
pela primeira vez no periodo entre 1989 e 1990
e desde entéo, tem-se encontrado todos os anos
com uma freqiiéncia sempre menor que 10% e
sem nenhum padrdo epidemioldgico carateristico.

A nivel nacional, tem se descrito predominancia
dos sorotipos G1 e 3 e uma baixa freqiiéncia do
G2 (7%) no Centro e Sudeste do pais?s.

A distribuicdo dos diferentes sorotipos G no
Pais e no Estado é similar ao reportado a nivel
mundial®.

Das cepas aqui descritas, 81,8% guardam as
caracteristicas antigénicas classicas dos RV, ja
que estas 18 amostras tiveram padréo eletroforético

curto, subgrupo | e sorotipo G2. Estas correlacdes
eletroforéticas e antigénicas tém-se perdido com
0 aparecimento de novas cepas de padréo curto
que ndo reagem de maneira especifica com os
monoclonais de sorotipo G21.

Em nosso estudo, 4 (18,2%) amostras néo
reagiram com nenhum dos monoclonais utilizados,
2 tiveram padréo curto e subgrupo | e 2 padréo
longo e subgrupo II.

Recentemente, tem-se descrito a presenca
de cepas de rotavirus com serotipos G pouco
usuais, em fezes de criangas com diarréia, em
diferentes paises e que, ao que parece, provém
de rearranjos entre humanos e animais. Na india,
a partir de 1995, apareceram cepas que nao
puderam ser classificadas com os anticorpos
monoclonais para sorotipos G 1-4 e que
pertencem ao sorotipo G9. Nos Estados Unidos
reportou-se que o sorotipo G9 tem sido
importante nas ultimas epidemias. No Egito e na
Austrdlia identificaram-se cepas com sorotipo G8
e no Brasil com sorotipo G5101113151721,

Os resultados mencionados anteriormente
nos obrigam a pensar na possibilidade de que
as 4 amostras que nao reagiram com nenhum
monoclonal poderiam ter um sorotipo G pouco
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usual, o qual ndo pbde ser determinado com a
variedade de monoclonais utilizada. Por isto faz-
se necessario implementar outros métodos de
classificacdo dos RV, como é a genotipagem para
utiliza-la de forma rotineira na vigilancia
epidemioldgica.

As cepas de RV que pertencem aos sorotipos
G1, 3 e 4 apresentam carateristicas antagonicas
na VP6 e VP4 ja que pertencem ao subgrupo Il
e sorotipo P1. Isto faz com que a infeccao com
um deles induza protecdo cruzada parcial aos
outros sorotipos resultando que infec¢des
posteriores apresentem um quadro clinico leve
ou infec¢des assintomaticas. O sorotipo G2 nao
compartilha determinantes antigénicos em VP6
com 0s outros sorotipos, pois pertence ao

subgrupo | e quanto a VP4, geralmente, encontra-
se associado a P2. Assim nas trés proteinas mais
importantes na indugéo de anticorpos, as cepas
G2 séo diferentes das G1,3 e 4, pelo que,
aparentemente, a infeccdo com algum dos outros
sorotipos nao induz protecdo contra este
sorotipo®2022,

Pelas carateristicas antigénicas e
epidemiolégicas das cepas de rotavirus do
sorotipo G2, é provavel que ao longo destes
Ultimos anos tenha-se acumulado um grupo de
pessoas suscetiveis ao sorotipo G2 e que, em
algum momento surja um surto de DIA por este
agente, o que nos obriga a continuar e estender
a vigilancia epidemiolégica dos RV em nossa
cidade.
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