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DISTRIBUICAO TEMPORAL DE PERFIS ELETROFORETICOS DE ACIDQ
NUCLEICO DE ROTAVIRUS EM FEZES DE CRIANCAS EM BELEM, PARA
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Temporal distribution of rotavirus RNA electrophoretic profiles in Belém, Para — Electrophore-
sis of rotavirus RNA in polyacrylamide gel was carried out by using faecal samples collected from
children living in the peripheral area of Belém, Brazil Typical rotavirus profiles {eleven bands)
were noted in 46(76.7%) out of 60 ELISA rotavirus positive specimens. According fo the eletro-
phoretic patterns, 5(10.9%) were classified as subgroup I, while 41(89.1%} of them as subgroup I1.
Lacking of bands 10 and 11 in 14 {23.3%} samples did not allow us to classify their electrophero-
types. The profile coded as “INZ2L” was the predominant one, accounting for 65.2% of the

classified strains.

Key words: rotavirus — electrophoretic profiles — Belem

Os rotavirus representam, com efeito, um
relevante problema de saude publica como cau-
sa de gastroenterite infantil, contribuindo nota-
velmente para a mortalidade entre criancas de
baixa idade em todo o mundo (Chengquin et
al., 1986 Linhares et al., 1981 ; Suzuki et al.,
1986).

Sdo virus de ampla dispersdo, que infectam,
além do homem, diversos mamiferos (Flewett
& Woode, 1978). Constituem um género dis-
tinto dentro da famibka Reoviridae ¢ associa-se
sua diversidade antigénica a mudangas cumula-
tivas provocadas por desvio, transposi¢cdo e
intercdmbio dos segmentos de ARN (Pedley
et al., 1983, 1986; Rodriguez et al., 1983).

As especificidades antigénicas tém sido de-
tectadas por meio de técnicas como ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (Beards et al., 1984),
e a classificacdo das cepas humanas em subgru-
pos foi feita entre outros procedimentos, me-
diante eletroforese do ARN virdtico em gel de

poliacrilamida (PAGE).

Estudos realizados no Rio de lJaneiro, Sdo
Paulo e Pard (Percira et al., 1983) atraves da
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida,
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exibiram a distribuicdo geografica dos dois sub-
grupos de rotavirus nesses trés estados, mos-
trando a predominancia do subgrupo 11.

No presente relato nos estudamos a tipifica-
¢do eletroforética das cepas prevalentes em uma
comunidade, em espécimes fecais de 76 criancas
habitantes na periferia de Belém.

MATERIAL E METODO

Pacientes e espécimes — Espécimes fecais fo-
ram coletados no decorrer de trés anos, prove-
nientes de um estudo longitudinal das infecc¢des
causada por rotavirus entre crianc¢as habitantes
da periferia de Belém.

Foram selecionadas 88 criangas, das quais ape-
nas 70 chegaram ao final do referido programa.
Das mesmas foram coletadas, entre outros espé-
cimes, fezes durante o periodo que a crianga
permaneceu no hospital, durante duas semanas
em dias alternados, e, a partir dai, foram feitas
visitas quinzenais. Quando a crianga era acome-
tida de sindrome diarréica colhia-se sistematica-
mente amostras de fezes.

Apds a chegada das amostras ao laboratério,
foram preparadas suspensdes a 10% em tamp@o
de fosfato (PBS) e estocadas a -20°C até a rea-
liza¢3o do teste.

Técnicas — ELISA: todas as amostras de fe-
zes foram testadas por ELISA quando a detec-
¢do de antigeno de rotavirus usando-se kit cedi-
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do pelo Regional Virus Laboratory, East
Birmingham Hospital, Birmingham, Inglaterra
(Beards et al., 1984). PAGE: a eletroforese foi
processada somente nas amostras que exibiram
antigeno de rotavirus nas fezes, conforme téc-
nica descrita por Laemmili, (1970). O virus foi
tratado com dodecil sulfato de sédio (SDS) e

desproteinizado com fenol. Foram dispostas.

na placa de eletroforese, acrilamida 10% (w/v)
e bisacrilamide 5% (w/v). A eletroforese foi
conduzida a 35 mA por 6-8 h a temperatura
ambiente e o gel foi corado através da impreg-
nacao pelo nitrato de prata.

O rotavirus Simio *‘SAIl” foi incluido na
corrida eletroforética como controle, bem co-
mo amostras previamente conhecidas perten-
centes aos subgrupos I e 1I. Observou-se classifi-
ca¢do proposta por Moosai et al. (1984).

RESULTADOS

A técnica de eletroforese mostrou ser bem
sensivel, observando-se o ARN em expressiva
propor¢do: das 60 amostras positivas por ELI-
SA, detectaram-se ARN em 46(76,7%) dos es-

pécimes.

A Tabela registra apenas os casos de reinfec-
¢do, mostrando as diversidades genbGmicas en-
contradas entre os perfis eletroforéticos. Em
dois pacientes o padrdo “IN2L” foi detectado
em infec¢des subsequentes, seis amostras ndo
exibiram qualquer pertfil e, no restante, os per-
fis eletroforéticos ndo foram homdologos.

A distribui¢do temporal dos padrdes eletro-
foréticos curto e longo em relagdo a casos sin-
tomaticos e assintomaticos, no decorrer dos trés
anos, ¢ observada na Fig. 1. O subgrupo II foi
mais freqiente, ocorrendo ao longo de todo o
estudo, enquanto o subgrupo I, ocorreu princi-
palmente no ultimo ano.

A Fig. 2 mosira 0 esquema da mobilidade
eletroforética do genoma dos 46 rotavirus en-
contrados, evidenciando os *“‘clusters” 1, II, 1l e
[V. Foram detectados no *“cluster” I, dois perfis
diferentes, no “cluster” I, dois perfis distintos,
no “cluster” III, quatro padrdes diferentes e no
IV, trés periis diferentes.

Na Fig. 3 observamos a variacdo ao nivel dos
11 segmentos de ARN dos rotavirus. Na coluna
1, observamos o rotavirus simio, nas colunas 2,
4,5,9 e 11 amostras relativas ao subgrupo Il e
nas colunas 3 e 6, rotavirus subgrupo L.
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TABELA

Comparacdo entre os perfis eletroforéticos obtidos
nos casos de reinfecc¢des por rotavirus

Registro InfeccGes Perfis eletroforéticos
19 IN2L
23983 24 INZL
33 1W3,,5
14 IN2L
24.004 73 1W3,$
14 INZL
24.053 24 Neg
34 Neg
18 INZL
24 .059 24 Neg
34 IN2L
14 IN2L
24.080 24 IN2L
14 Neg
24.097 24 2cW1L
14 INZL
24.108 24 2CcNIL
14 Neg
24.143 2d IN2L
13 Neg
24.191 72 IN2L
14 1N2L
24.378 24 2¢N1L+
12 2cN2L
24.384 12 Neg
DISCUSSAQ

A variedade dos perfis eletroforéticos de ro-
tavirus tem sido analisada por muitos autores
{(Chanock et al., 1983; Houly et al., 1986; Pe-
reira et al., 1983; Spencer et al., 1983} sugerin-
do as varias apresentacSes genOmicas que esses
virus assumenmnt.

Nossos resultados corroboram com oS encon-
trados por Spencer et al. (1983) no que concer-
ne¢ as variagoes que os 11 segmentos de ARN so-
frem na sua mobilidade eletroforética.

Comparando-se a mobilidade eletroforética
dos 11 segmentos do rotavirus envolvendo os
subgrupos longo e curto observamos que: nos
segmentos 1-4, no perfil longo as migragGes ele-
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Fig. 1: distribuicdo temporal das infecgGes por rotavirus, janeiro de 1983 a fevereiro de 1986, Belém-Pard.
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Fig. 2: representa¢do esquemadtica dos 10 diferentes perfis eletroforéticos de ARN detectados em 46 amostras.
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Fig. 3: perfis eletroforéticos de amostras de rotavirus; observando-se as variagoes nos 11 segmentos de ARN.

troforéticas dos segmentos 2 e 3 foram distin-
tas, com observacdo de 2 padrdes de ARN. No
primeiro padrdo, as bandas 2 e 3 migraram jun-
tas, ja no segundo houve uma discreta separagao
entre esses segmentos. Vale ressaltar, que essa
variagio na migracdo eletroforética desses seg-
mentos também foram observadas no perfil
curto.

Com relagdo aos segmentos 5 e 6, observa-
mos variagdo ao nivel do segmento 5 e uma
similaridade no segmento 6, a0 compararmos
os dois subgrupos. Esses resultados conferem
com 0s de Spencer et al. (1983) que sugerem
que as mobilidades eletroforéticas dos segmen-
tos 5 ¢ 6 podem definir os perfis longo e curto.

Analisando os fragmentos 7, 8 ¢ 9, observa-
mos variagcoes apenas no perfil longo.

A mobilidade eletroforética do segmento 10
do perfil longo pareceu ser idéntica ao segmen-
to 11 do perfil curto.

Rodriguez et al. (1983) em um estudo con-
duzido em hospital detectaram 10 pertis eletro-
foréticos diferentes em dois surtos. Spencer
et al. (1983) encontraram 32 perfis eletroforé-
ticos diferentes em 142 casos. Em nosso estudo,
dos 46 casos classificados, apenas 10 perfis ele-
troforéticos diferentes foram encontrados.

Quanto a distribuicdo sazonal, os padrbes
eletroforéticos relativos ao perfil longo e codifi-
cado como “IN2L” foram os mais freqiientes
durante os trés anos de estudo, ocorrendo em

30 (65,2%) dos 46 classificados.

As amostras referentes ao perfil curto ocot-
reram em determinados periodos. Fato seme-



PERFIS ELETROFORETICOS DE ROTAVIRUS EM BELEM

Jhante é reportado por Pereira et al. (1983) su-
gerindo o aparecimento de um surto.

Rodrigues et al. (1983) encontraram bandas
extras em trés casos, envolvendo dois surtos
ocorridos em hospital, Em nosso estudo nao se
observou qualquer caso de bandas extras nos
perfis eletroforéticos, excluindo-se, portanto, a
possibilidade de infec¢Ges mistas.

O polimorfismo gendémico encontrado nesses
rotavirus ndo reflete, necessariamente, diversi-
dade antigénica, particularmente no tocante aos
possiveis sorotipos envolvidos (Beards, 1982).
A determinacdo desses ultimos, através de pro-
cedimentos especificos se impde como um €s-
tudo complementar ao presente, com vistas a
melhor avaliar futura estratégia de vacina¢ao em
nossa area.

RESUMO

Distribuicdo temporal de perfis eletroforéti-
cos de icido nucléico de rotavirus em fezes de
criancas em Belém, Parda — Amostras de rotavi-
rus provenientes de criangas habitantes na peri-
feria de Belém, Pard, foram analisadas por ele-
troforese em gel de poliacrilamida (PAGE). As
bandas correspondentes aos 11 segmentos de
ARN foram detectadas em 46 (76,7%) das 60
amosiras de rotavirus, Das amostras classifica-
das 5 (10,9%) foram relativas ao subgrupo I,
41 (89,1%) ao subgrupo Il e, em 14 (23,3%)
nio foi possivel classificagdo face a auséncia das
bandas 10 e 11. As amostras de rotavirus sub-
grupo 11 e codificadas como “IN2L” foram as
mais freqiientes, ocorrendo em 30 (65,2%) das
46 classificadas.

Palavras chaves: rotavirus — perfis eletroforéticos —
Belém
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