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RESUMO

No periodo de agosto de 1987 a sctembro de 1988, 193 amostras de fezes de
criangas, com e sem sintomatologia diarréica aguda, foram submetidas as provas
diagnésticas do ensaio imunoenzimatico (EIE), cletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA) e microscopia cletrénica (ME) para a detecgio de virus. A positividade para
Rotavirus, Adenovirus, Astrovirus, Calicivirus ¢ “Small Round Virus Particles” (SRVP)
foi encontrada nas 97 criangas com diarréia aguda em 11,3%, 3,1%, 2,1%, 1,0% e 4,1%,
respectivamente. Das 96 criangas sem diarréia, 4,2% foram positivas para Rotavirus,
1,0% para Calicivirus e 7,3% para SRVP. Das 15 amostras positivas para Rotavirus, 14
apresentaram perfil eletroforético caracteristico do Grupo A e 1 amostra do Grupo
C. A anilise dos eletroforotipos demonstrou a grande heterogeneidade de perfis e a
predominincia do perfil “longo”. A associagio de virus, bactéria e parasita foi
encontrada tanto em criangas com diarréia como em criancgas scm diarréia.

UNITERMOS: Rotavirus; Adenovirus; Astrovirus; Calicivirus; “Small Round Virus

Particles”; Diarréia aguda infantil.

INTRODUCAO

A diarréia aguda é considerada a maior
causa de morbidade e mortalidade de criancas
menores de 4 anos em paises em desenvolvi-
mento. Atualmente, apenas 60% dos episédios
diarréicos sao diagnosticados etiologicamente,
permanecendo grande nimero de casos com
etiologia desconhecida®.

Nos paises desenvolvidos, os virus sio re-
conhecidamente os maiores causadores de diar-
réia mas, com excegio dos Rotavirus do Grupo
A e dos Adenovirus entéricos, pouco sabemos
sobre a epidemiologia de outros agentes virais
associados a doenca diarréica, tais como os As-
trovirus, Calicivirus e os “Small Round Virus
Particles” (SRVP), que sdo um grupo de virus
que incluem os virus Norwalk e outros agentes
denominados “Norwalk-like”™. Os Rotavirus
dos Grupos B e C, inicialmente relacionados a
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diarréia animal, foram dectectados em surtos
epidémicos de diarréia aguda em humanos'®2,
A importincia desses Rotavirus em quadros
endémicos permancce desconhecida?.

Apesar do considerivel avango no estudo
de todos esses agentes na doenga diarréica, o
conhecimento é limitado aos paises desenvolvi-
dos. Pouco sabemos sobre o comportamento
desses agentes virais em nosso meio.

Este trabalho tem por objetivo a detecgio
desses virus citados em fezes de criangas, apre-
sentando ou nio sintomatologia diarréica, esta-
belecendo suas freqiiéncias, gravidade da doen-
¢a e a associa¢io aos agentes bacterianos e
parasitarios.

MATERIAL E METODOS

Entre agosto de 1987 a setembro de 1988,
foram colhidas fezes de 193 criancas de 0 a 5
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anos de idade, sendo 97 amostras de criangas
com quadro de diarréia aguda e 96 amostras de
criangas sem quadro diarréico.

As amostras foram selecionadas de crian-
¢as que procuravam atendimento no Institu-
to da Crianga do Hospital das Clinicas de Sio
Paulo, estabelecendo-se como caso de diar-
réia aguda toda crianga que apresentasse
mais de duas evacuagdes liquidas em 24 ho-
ras, com duragio de até 15 dias. As criangas
com diarréia foram divididas em dois grupos
distintos: para o primeiro grupo foram sele-
cionadas criangas com quadro de diarréia
aguda grave, com desidrata¢io, que necessi-
taram hospitalizagio; para o segundo grupo
foram selecionadas criangas que necessita-
ram apenas atendimento ambulatorial e con-
tinuaram o tratamento em casa. As amostras
nio diarréicas foram selecionadas de criangas
com outros sintomas que nio relacionados a
gastroenterite.

As amostras de fezes foram colhidas pela
técnica de aspiragio através de sonda retal e
enviadas ao laboratério dentro de 24 horas,
para o estudo virolégico, bacteriolégico e para-
sitolégico. Para a pesquisa de virus as amostras
de fezes foram estocadas a -70°C até o momen-
to da andlise.

Técnicas de detecgiio dos agentes virais:
Método imunoenzimitico para a pesquisa de
antigenos virais de Rotavirus e Adenovirus
(EIE)'S, eletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA) para a anilise do genoma dos Rotavi-
rus'*? microscopia eletronica (ME)® para a
pesquisa de particulas virais, imunomicrosco-
pia eletrénica (IME)! para a identifica¢io dos
Astrovirus e Calicivirus, empregando-se soros
imunes cedidos pelo CDC (Centers for Disease
Control, Atlanta, GA, EUA), e tentativas de
isolamento em culturas celulares (ICC) para a
pesquisa de virus'3, nas seguintes linhagens ce-
lulares continuas: VERO (rimm de macaco ver-
de), RD (rabdomiosarcoma de embriio huma-
no), HEp-2 (carcinoma epiderméide de laringe
humana).

Paralelamente, as amostras foram analisa-
das quanto a presencga de agentes bacteria-
nos®%2! e parasitdrios”.

Anilise estatistica: testes de proporgao e
de associagio utilizando Qui-quadrado atra-
vés de programa estatistico de computagio
denominando Pacote STATGRAPHICS
(p<0,01).
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RESULTADOS

Em 193 amostras de fezes, 14 foram posi-
tivas para Rotavirus do Grupo A, 1 para Rota-
virus do Grupo C, 3 para Adenovirus, 2 para
Astrovirus, 2 para Calicivirus e 11 para SRVP.

Das 15 amostras de fezes positivas para
Rotavirus, 14 foram detectadas pelo EIE, espe-
cifico para antigenos do Grupo A, e por técni-
cas de EGPA e ME. Uma amostra revelou-se
negativa pelo EIE e positiva pela ME e EGPA,
apresentando perfil cletroforético caracteristi-
co dos Rotavirus do Grupo C, identificado
através do EIE especifico no Laboratério de
Gastroenterite do “Centers for Disease Con-
trol” (CDC), Adanta, GA, EUA. Através da
anilise do genoma dos Rotavirus do Grupo A,
foi possivel caracterizar diferentes grupos ele-
troforéticos, apresentando perfil eletroforético
do tipo longo. (Tab. 1). A concordincia entre
a técnica de EGPA com a ME e o EIE, para a
detec¢io de Rotavirus, foi de 99,5%.

Dos 3 Adenovirus detectados, 2 foram
revelados tanto pelo EIE como pela ME, e
nenhum deles apresentou crescimento quando
inoculados em culturas de células Hep-2.

Através da técnica da ME foram detecta-
das 15 amostras de fezes apresentando particu-
las virais de 22 a 35 nanémetros de didmetro.
Essas amostras foram submetidas a técnica de
IME, empregando-se antissoros especificos
contra Astrovirus e Calicivirus, permitindo a

Tabela 1
Resultados das eletroforeses dos ARN das amostras de
fezes de criangas positivas para Rotavirus, atendidas no
Instituto da Crianga do ITospital das Clinicas de Sao
Paulo, no periodo de 1987 a 1988.

Grupos Casos
eletroforéticos  de

II III IV DA nD

Grupos Eletroforotipos Total

a a b a 2 0 2

b a b a 2 0 2

b a g a 1l 0 1

A longos b b g a 2 1 3
b b b a 1 1 2

c b b a 0 1 1

c b g a1l 0 1

c a b a 1 0 1

indeterminado - - - -1 0 1

C - - - - - 0 1
Total de amostras analisadas 11 4 15

DA = diarréia aguda
nD = sem diarréia
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Tabela 2
Freqiiéncia dos Rotavirus, Adenovirus, Astrovirus,
Calicivirus e SRVP em 97 criancas com diarréia aguda e
em 96 sem diarréia, de 0 a 5 anos, entre 1987 e 1988.

Tabela 4
Associagoes virus-bactéria-parasita cm amostras de
fezes de criangas de 0 a 5 anos, apresentando ou ndo
quadro de diarréia aguda, entre 1987 e 1988.

Criangas com Criangas sem

Virus diarréia (#) diarréia
Ne¢ % Ne %
Rotavirus 11/97 (11,3) 4/96 (4,2)*
Adenovirus 3/97 (3,1) 0/96 (0,0)
Astrovirus 2/97 (2,1) 0/96 (0,0)
Calicivirus 1/97 (1,0) 1/96 (1,0)
SRVP 4/97 (4,1) 7/96  (7.,3)
Total 21/97 (21,6) 12/96 (12,5)

X2 (1g.1.)=2,83
* Uma amostra de Rotavirus do Grupo C
# Uma crianga com associa¢iao de 2 virus (Rotavirus + SRVP)

Tabela 3
Distribuigao viral em relagio a idade nas criangas com
diarréia aguda, hospitalizadas ¢ nio hospitalizadas,

entre 1987 e 1988.

Criangas Criancas
Idade hospitalizadas ~ néo hospitalizadas
pos/virus pos/virus
N¢ % Ne %
<6m 2/16  (12,5) 4/14  (28,6)
6—11 2/7 (28,6) 4/18 (22,2)
12-24 2/3  (66,7) 6/31 (19,4)
>24 0/0 (0,0 0/0  (0,0)
Total 6/26 (23,1) 14/71 (19,7)

X2 (1g1)=0,13

identificagdo de 2 Astrovirus e 2 Calicivirus.
Nenhuma dessas amostras, quando inoculadas
em culturas celulares (VERO, Hep-2, RD), apre-
sentaram efeito citopitico caracteristico do
crescimento dos Enterovirus.

Os virus incidiram em 21,6% das criangas
com sintomatologia diarréica, e em 12,5% das
criangas sem diarréia.

A freqiiéncia dos Rotavirus, Adenovirus,
Astrovirus, Calicivirus e SRVP nas 97 amostras
de fezes de criangas com quadro de diarréia
aguda, foi respectivamente de 11,3%, 3,1%,
2,1%, 1,0% e 4,1%, enquanto que nas 96 amos-
tras de fezes nio diarréicas, os Rotavirus estive-
ram presentes em 4,2%, os Calicivirus em 1,0%
e 0os SRVP em 7,3%. (Tab. 2).

As criangas que apresentaram quadro de
diarréia aguda, foram divididas em dois gru-
pos: 26 criangas acometidas por quadro grave
necessitando internagio, portanto criangas
hospitalizadas, e em 71 criancas nio hospitali-
zadas. O resultado foi o encontro da presenga

Criancas  Criancas
com sem
Associagbes diarréia diarréia
N9 NQ
Rotavirus + SRVP 1 0
Rotavirus + E. coli (ETEC) 1 0
Rotavirus + E. coli (EPEC) 0 1
Rotavirus + E. coli (EPEC)
+ Ascaris sp 0 1
Rotavirus + Cryptosporidium sp 1 0
Astrovirus + Cryptosporidium sp 1 0
Adenovirus + Giardia sp 1 0
SRVP + Shigella sp 0 1
SRVP + Endolimax nana 0 1
SRVP + Giardia sp 0 1
SRVP + Ascaris sp
+ Giardia sp
+ Trichomonas sp 1 0
SRVP + Shigella sp
+ Trichomonas sp 0 1

ETEC = Escherichia coli enterotoxigénica
EPEC = Escherichia coli cuteropatogénica

de virus em 6 (23,1%) e em 14 (19,7%) respec-
tivamente. A diferenga da participagao viral
nestes 2 grupos foi considerada estatisticamen-
te nao significativa. (Tab. 3).

A associag¢aio de virus, bactéria e parasita
foi detectada em criangas com e sem diarréia
aguda (Tab. 4). Das 97 criangas com diarréia
aguda, 20 apresentaram particulas virais nas
fezes, sendo 6 casos de associagbes de virus,
bactérias e parasitas e 1 caso de associacio de
2 virus.

Os Rotavirus foram mais freqiientes em
criangas com diarréia aguda na faixa etdria de
6 a 12 meses. Apesar do pequeno niimero de
amostras positivas, encontramos Adenovirus e
Astrovirus em criangas com quadro de diarréia
aguda e Calicivirus e SRVP, em criangas com e
sem diarréia.

DISCUSSAO

Estudos realizados em paises desenvolvi-
dos, onde a populagido possui boas condigdes
de saneamento e alto nivel sécio-econdémico,
mostraram ser de etiologia viral, 70 a 80% dos
casos de diarréia aguda diagnosticadoss. Em
nosso estudo os virus foram encontrados em
21,6% dos casos, sugerindo que a diarréia agu-
da em criancas de baixo nivel sé6cio econdémico,
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em condig¢des precarias de sancamento basico,
esteve etiologicamente associada a outros agen-
tes, bacterianos ou parasitirios. Mesmo assim,
pelos resultados de nosso trabalho, os virus
configuraram-se como agentes de importincia
na etiologia da diarréia aguda em nosso meio.

No grupo de criangas estudadas os Rotavi-
rus do Grupo A foram os virus mais freqiiente-
mente associados a diarréia aguda, confirman-
do dados da literatura. Apenas um caso de
Rotavirus do Grupo C foi detectado em crianga
sem diarréia. Esse achado possui importante
significado epidemiolégico, pois este virus,
além de ser raramente detectado, tem seu pa-
pel pouco conhecido.

A anilise do ARN dos Rotavirus detecta-
dos demonstrou a grande variabilidade dos
perfis eletroforéticos, como também a predo-
minincia do perfil longo. Em nosso trabalho
encontramos 8 eletroforotipos diferentes, sen-
do que os tipos cbba, bbba, cbga, caba e baba
ja foram detectados em nosso meio®?. Os cle-
troforotipos bbba e cbba também foram detec-
tados em Maceid, no periodo compreendido
entre 1982 e 1983, O significado desta varia-
¢io genética nio estd completamente estabele-
cido, porém certas varia¢des na seqiiéncia dos
dcidos nucleicos podem conduzir a diferengas
antigénicas. Esfor¢os recentes para o desenvol-
vimento de vacinas contra Rotavirus tornam
necessirios conhecimentos sobre a variagio ge-
nética e a imunogenicidade, visando a eficdcia
na prote¢io homdéloga e heterdloga das vaci-
nas®.

Os SRVP, em nosso estudo, figuraram
como o segundo grupo de agentes virais mais
comum, suplantando os Adenovirus. Esta alta
freqiiéncia também foi constatada recentemen-
te nos Estados Unidos e Canada'?. Apesar da
freqtiéncia encontrada, e nosso trabalho, os
SRVP nio podem ser responsabilizados como
agentes causais da diarréia aguda, pois estio
presentes tanto em fezes diarréicas como em
fezes normais.

Os Adenovirus, constando na literatura
especializada como o segundo agente viral de
importancia nas diarréias agudas, foram detec-
tados, segundo a positividade obtida (8,1% dos
casos), em terceiro lugar, porém ocorrendo
apenas em criangas com sintomatologia diarré¢i-
ca aguda.

Estudos sorolégicos em criangas britini-
cas® revelaram que 70% das criangas até 5 anos
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de idade apresentam anticorpos contra Astro-
virus. A alta prevaléncia deste anticorpo parece
inconsistente com a relativa baixa freqiiéncia
na detecgio de Astrovirus nas fezes das crian-
cas. Este fato detectado tanto em trabalhos
feitos no exterior como também em nosso tra-
balho, sugere que os Astrovirus sio dificeis de
serem encontrados pela metodologia emprega-
da que é a microscopia eletrénica.

Recentemente MOE et al.'* desenvolve-
ram nova metodologia imunoenzimdtica para
a detecgio de Astrovirus, considerada por eles
mais sensivel que a imunomicroscopia eletréni-
ca.

Os Calicivirus foram detectados em crian-
¢as com e sem sintomatologia diarréica aguda.

E importante salientar que em nosso pais
tem sido assinalada a presenga de SRVP, Astro-
virus e Calicivirus em fezes de criancas diarréi-
cas, utilizando andlise por microscopia eletré-
nica; entretanto, estes estudos e comunicagdes
sdo limitados e, na sua maioria, divulgados a
nivel de Congressos. Em pesquisa na literatura
especializada nacional, praticamente nada foi
encontrado de interesse epidemiolégico. Nos-
so trabalho apresenta resultados do encontro
destes virus citados como parte de uma pesqui-
sa programada, realizada em fezes de criangas
diarréicas que necessitaram ou niao de interna-
¢ido, e em criangas sem diarréia.

A literatura relata a importancia particular
dos Rotavirus em casos de hospitaliza¢io por
diarréia aguda, estando em concordéncia com
nossos resultados, ocorrendo em 19,2% das
criangas hospitalizadas. ‘

Nossos dados refor¢gam a hipétese que a
evolugio da diarréia aguda em criangas de bai-
xo nivel sécio-econémico, em nosso meio, pode
estar relacionada a outros fatores de risco e
agentes, além da presenga de virus.

A associa¢do de microorganismos poten-
cialmente patogénicos em criangas sem diar-
réia, ndo descarta a possibilidade dessas crian-
cas desenvolverem quadro diarréico ap6s a co-
leta, fato que esté fora de nosso controle e nao
foi objetivo deste trabalho.

A técnica de EGPA permitiu a detecgio de
amostra de Rotavirus do Grupo C que, nio
possuindo antigenos comuns a maioria dos
Rotavirus, ndo seria revelada por ensaios soro-
l6gicos (EIE).

O emprego do EIE permitiu a detecgio
simultineca de Rotavirus e Adenovirus, com
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maior rapidez e economia, além da redugio da
necessidade de ensaios confirmatérios.

A técnica de ME apresentou sensibilidade
comparavel ao EIE para a detec¢io de Rotavi-
rus e Adenovirus, pois esses agentes al¢m de se
apresentarem em grande concentragio nas fe-
zes, possuem morfologia caracteristica. Apesar
dos Astrovirus e Calicivirus apresentarem con-
formagdes estruturais caracteristicas quando
observados ao microscépio eletrénico, a manu-
tengiao da morfologia estd diretamente relacio-
nada com as condigbes de conservacio das
amostras de fezes. O congelamento e descon-
gelamento da amostra provoca modificagbes
estruturais, dificultando a identificagio das par-
ticulas virais através do exame direto. A identi-
ficagio dos Astrovirus e Calicivirus, em nosso
trabalho, s6 foi possivel empregando-se a IME,
pois as amostras de fezes foram conservadas a
-70°C até o momento da anilise.

Apesar dos Enterovirus serem pouco rela-
cionados as doencas diarréicas, sabese que é
comum a eliminacio de Poliovirus vacinais nas
fezes, principalmente em populagdes infantis sob
campanhas de vacinagio?® Diante deste fato, as
amostras que se aprescntaram positivas para par-
ticulas virais de 22 a 35 nanémetro de didimetro,
foram inoculadas em culturas celulares para iso-
lamento de Enterovirus; entretanto, todas as
amostras revelaram-se negativas confirmando se-
rem os Enterovirus pouco relacionados a doenga
diarréica. Estudos posteriores sio necessdrios,
empregando-se técnicas mais sensiveis e especifi-
cas para a identificagio desses SRVP.

O desenvolvimento de metodologias alter-
nativas, mais sensiveis e rapidas, serd importan-
te para o conhecimento epidemioldgico e a
histéria natural das doengas causadas por esses
agentes. O estudo da populagio sem sintoma-
tologia diarréica também deve ser considerado
para se conhecer a circulagiao desses agentes
nos individuos normais.

SUMMARY

Rotavirus, Adenovirus, Astrovirus,
Calicivirus and Small Round Virus Particles
in faeces of children with and without acute

diarrhea within the period of 1987 to 1988,
in Sao Paulo.

Between 1987 and 1988, 193 faecal speci-

mens from children, with or without diarrhea,

were submitted to enzyme immunoassay, polya-
crylamide-gel electrophoresis and electronmi-
croscopy tests for virus detection. The positivity
for Rotavirus, Adenovirus, Astrovirus, Calicivi-
rus and Small Round Virus Particles (SRVP)
was 11.3%, 3.1%, 2.1%, 1.0% and 4.1%, respec-
tively, for the 97 children with acute diarrhea.
Of the 96 children without diarrhea, 4.2% were
positive for Rotavirus, 1.0% for Calicivirus and
7.3% for SRVP. Of 15 positive specimens for
Rotavirus, 14 showed clectrophoretic patterns
proper to group A and 1 specimen of group C
Rotavirus. The analysis of electrophorotypes
demonstrated great heterogeneity of electrop-
horetic patterns and predominance of sub-
group 2, “long”. The association of virus, bac-
teria and parasites was present both in children
with or without acute diarrhea.
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