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RESUMO

Reinfecgbes por rotavirus foram detectadas em 7 (9,2%) de 76 criangas ha-
bitantes da periferia de Belém, Para, Brasil, no decurso de seus primeiros 20
meses de vida. A presenca de rotavirus classificados no subgrupo II (“long
pattern”) foi assinalada, tanta pa primeira como segunda infecgGes, em cinco
desses individuos. Em duas situagdes, a primeira infecgiio foi causada por rota-
virus subgrupo II e, a reinfeccho, por rotavirus de subgrupo ndo claramente ca-
racterizado. Seis diferentes padrdes foram observados, ndo ocorrendo casos
em gue, numa tnica criahga, se tenham assinalado perfis homdlogos. O maior
intervalo de tempo registrado enfre duas infecgbes no mesmo individuo foi de
19 meses, enquanto que o menor, de 6. Formas sintomaticas em ambos os pro-
cessos infecciosos se apresentaram em cinco criangas; em duas, os primeiros epi-
sddios revelaram-se assintomdticos, sucedendo-se quadros diarréicos. Em seis
dos sete individuos, observaram-se soroconversdes para rotavirus durante a se-
gunda infeccfo; durante a primeira, enfretanto, a elevagio significativa nos niveis

de anticorpos grupo-especificos se registrou em apenas um caso (Paciente F).
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INTRODUCAO

A importancia dos rotavirus na etiologia
«das pgastroenterites infantis agudas, tem sido
assinalada através de muiltiplas investigaces,
quer em paises de clima temperado 261516 guer
em regides tropicais 10,2324, Estima-sed, com
efeito, gue um milh&o de débitos por ano ocor-
ram entre criancas acometidas de quadro diar-
réico associado a esses agentes,

No Brasil, vdarios estudos 4.5.28 tém registra-
do a ocorréncia de diarréias por rotavirus res-
saltando-se invariavelmente a relevincia que as-
sumermn esses patdgenos. Na Amazdnia, parti-

Brasil.

cularmente, LINHARES & col. tém relatado a.
expressiva freqiiéncia com que esses virus inci-
dem, tanto em comunidades urbanas ¢ como em
populacgdes indigenas relativamente isoladas B,

Reconhecem-se atualmente 32, cerca de qua-
tro sorotipos e dols subgrupos de rotayirus ca-
vazes de infectar o homem, que podem ser de-
tectados a partir de vdrias técnicas tais como;
soroneutralizacéo, fixacdo do complemento,
imuno-microscopia eletrénica e ensaio imuncen-
zimdtico. A andlise eletroforética do genoma
viral, originalmente descrita como recurso diag
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nostico por ESPEJO & col. I, tem sido utilizada
por outros Autores com vistas 4 diferenciacio
dos rotavirus em dois subgrupos: I e II.

Investigagdes levadas a efeito por PEREI-
RA & col® em trés cidades do Brasil, assina-
lam a maior prevaléncia dc stibgrupo II entre
criangas portadoras de quadro diarréico agudo.
Infecgbes subseqiientes em um mesmeo indivi-
duo nao se tém registrado até entio em nosso
pais. Tais ocorréncias repetidas, entretanto,
foram observadas em um estudo prospectivo
conduzide em uma creche na Bélgica s, onde
cinco criancas exibiram quadros de gastroente-
rite aguda associados ao agente em questio,
com aproximadamente um ano de diferenca en-
tre o primeiro e segundo episddios; nio se
determinaram, no entanto, os subgrupos ou so-
rotipos envolvidos.

RODRIGUES & c0l.77 detectaram reinfec-
¢io por rotavirus em paciente de 12 meses de
jdade, acometido nas duas ocasides (11 meses de
diferenca) de diarréia; nesse caso demonstrou-
se a participacdo de dois sorotipos distintos.

Observacbes de BISHCOP & col.? na Aus-
trilia também revelaram casos em que infec-
¢des neonatais foram sucedidas por outras, no
curso dos trés primeiros anos de vida. Dessas
observagdes se concluiu que a infecc¢fo neonatal
por rotavirus nio confere imunidade contra
uma subseqiiente, porém, protege contra o de-
senvolvimento, nessa dltima, de forma clinica-
mente severa.

Os presentes achados sao relativos & ocor-
réncia de reinfecgfes por rotavirus por primei-
ros 20 meses de vida, em 76 criangas habitan-
tes da periferia da cidade de Belém, Pard, Bra-
sil, ohservadas no Ambito de um estudo longi-
tudinal em curso nessa comunidade. Aspecios
etiolégicos, clinicos e imunitdrios sdo discuti-
dos em particular.

MATERIAL E METODOS

Criancas habitantes da periferia em Belém,
Pard, em mimero de 76, foram acompanhadas
ao longo de seus primeiros 26 meses de vida,
face a um estudo prospectivo com duragio pre-
vista de trés anos. Esses individuos pertencem
a familias que se caracterizam por baixas condi-
¢Oes sdcio-econdmicas, tendo sido freqiiente ob-

servar-se, no inicio da investigacio (dezembro
de 1982), muitas casas em que néo era disponi-
vel a dgua potdvel; caracteristico ainda € o ele-
vado mimerc de pessoas por residéncia (em ge-
ral de madeira com 1 a 2 cOdmodos), incluindo
vArios menores de 5 anos, vivendo sob precs-
rios padrdes de higiene.

Ao nascimento cclhiam-se: amostras de so-
ro do cardao umbilical e da mde, leite materno
e mecdnioc do recém-nascido. Enguanto no hos-
pital, as criangas eram visitadas diariamente,
coletando-se fezes; por duas semanas apos a al-
ta hospitalar, ocorriam visitas domiciliares em
dias alternados, quando se obtinham os mes-
mos espécimes; em casos de diarréia, além des-
se material, colhiam-se: soros agudo e conva-
lescente, bem como a secrecio licten da mée.
Decorridas essas duas semanas, cada partici-
pante era visitado quinzenalmente, procedendo-
se, sistematicamente, 4 coleta de fezes; em sin-
dromes diarréicas, observava-se o antericrmen-
te descrito.

Assinale-se que as mées foram orientadas
quanto 4 caracterizacio dos episddios diarréi-
cos: situacdes em que os espécimes exibem con-
sisténcia anormal (pastosa ou aquosa), regis-
trando-se vérias (em geral mais de trés) eva-
cuz¢des ao dia, Todos os pacientes portadores
de quadro gastro-intestinal agudo eram aten-
didos & domicilio por um médico que, parale-
lamente & avaliagio clinica, administrava, quan-
do necessdria, a terapéutica de reposicio hidri-
ca e eletrolitica preconizada pela Organizacio
Mundial de Satide (OMS)3!,

Todos os espécimes fecais foram testados
quanto A presenca de rotavirus pelo método
imuno-enzimdtico estabelecido pela OMS, utili-
zando-se reagentes gentilmente cedidos pelo Dr.
T. H. Flewett, “Regional Virus Laboratory, East
Birmingham Hospital”, Birmingham, Inglaterra.
Em sintese, 100 sl de soro hiper-imune anti-ro-
tavirus produzido em coelho, diluido 1:10.000 em
solucdo-tampdo de carbonato, pH 96, foi colo-
cado em cada orificio de microplaca de po
liestireno (NUNC 239454 ou Dynatech), incuban-
dose a 4°C “overnight”, Procedeu-se entfo as
seis lavagens sucessivas, imergindo-se comple-
tamente as placas em tampio de fosfato, pH
74, contendo Tween 20 (polisorbato), a uma
concentracio final de 0,1% v/v (PBS/T). A se-
guir adicionaram-se as placas pré-sensibilizadas,
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75 pl por oriticio, de PBS/T acrescido de EDTA
(etileno-diamino-tetra-acetato), numsa concentra-
cdo final de 001 M (PBS/T/EDTA); 25 xl de
suspensdes de fezes clarificadas, a 10% em PBS,
foram acrescidos em duplicata (2 orificios por
espécime). As microplacas foram incubadas a
4°C “overnight” e, ap6s, lavadas como anterior-
mente descrito. Sucedeu-se a adigao de 100 gl
em cada orificio, de soro hiperimune anti-rota-
virus obtido em cobaia, diluido a 1:10000 em
PBS/T com albumina bovina a 1% v/v (PBS/
T/BSA); seguin-se incubacio a 37°C por 21/2
horas e imersfio por 6 vezes consecutivas em
PBS/T. Conjugado enzimitico (“Kirkegaard and
Perry”) de imunoglobulina anticobaia (prove-
niente de cabra) com a fosfatase alcalina 1:200
em PBS/T/BSA, foi entiio utilizado na quanti-
dade de 100 xl por orificio, Nova incubacfio a
8i°C, agora por 11/2 horas, foi observada, su-
cedendo-se lavagem, Substrato enzimdtico de
fosfato de paranitrofenil (Sigma 104-105; 1 pg/
ml) em dietanolamnina a 10% v/v, pH 938, foi
usado, sendo 100 gl por orificio. Depois de per-
manecer 20 min. a 37°C, a reagio foi blogueada
através da adicdo de 50 pl de solucio de hi-
droxido de sddio 3 M. A leitura das densidades
Otica (D.C) foi realizada em microespectrofo-
tometro (Flow ELISA — reader Multiskan), uti-
lizando-se filtro de 405 Nm. Todos os espécimes
que exibiram valores de D.O. superiores a 0,1
foram, preliminarmente, considerados como po-
sitivos; a seguir, submetidos a um “blocking
test” utilizando soro hiperimune de cabra anti-
rotavirus.

A classificacio dos rotavirus em subgrupos
fol estabelecida com base na eletroforese do
genoma viral em substrato de gel de poliacri-
lamida. O método utilizado consistiu, basica-
mente, no descrito por LAEMMILI 7 contendo
modificaches propostas por PEREIRA & col.
Na coloraciko utilizou-se o nitrato de prata.

A pesquisa de anticorpos grupoc-especificos
para rotavirus foi realizado consoante técnica
previamente descrita 19,

Tanto o isolamento como a identificacio de
enterovirus se processaram com base nos pro-
cedimentos descritos por MELNICK 2,

Quanto hs téenicas bacterioldgicas, fo-
ram observadas aguelas recomendadas por
EDWARDS & EWING?® e, para o estudo das
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toxinas ldbil (“LT”) e estavel (“ST”) de Esche-
richia coli, os métodos de EVANS & EVANS 12
e DEAN & col’, Nao se procedeu i tentativa
de isolamento de Campylobacter.

O exame parasitoscopico foi essencialmen-
te o direto em que os espécimes (o mais pre-
cocemente possivel) foram misturados com so-
lugédo salina fisiologica e examinados ao micros-
copio dptico comum.

RESULTADOS

A distribuiciio temporal das sete reinfecgtes
€ representada na Fig. 1. Em apenas um caso
(Paciente F) registrou-se primo-infeccio no pri-
meiro més de vida, com desenvolvimento de
quadro diarrdgico; as demais se observaram =a
partir dos trés meses. O menor intervalo entre
duas infeccSes na mesma crianca foi de seis
meses, em uma situaciio (Paciente C), engquanto
gue o mais prolongado, de 19, em outra (Pa-
ciente F). Todos os individuos foram infectados
por rotavirus, pela primeira vez, no curso do
primeiro ano de vida; as infeccdes subsegiien-
tes por outro lado, ocorreram de 12 a 20 meses
de idade. Em cinco criancas, o subgrupo II foi
assinalado em ambas as infecgdes; em outras
duas ndo foi possivel classificar-se as amostras
associadas as reinfeccGes. Anenas duas situa-
ches revelaram-se assintomditicas.

A Fig. 2 oferece 2 representacdo esquemsti-
ca dos resultados obtidos 4 andlise eletroforéti-
ca dos genomas dos rotavirus. O “long patiern”
foi registrado em 12 das amostras. Observaram-
se seis diferentes perfis, todos compativeis com
o subgrupo II, porém, nio se registraram ho-
mologias a0 comparar-se o8 padrdes da primei-
ra e segunda infecgdes, em quaisquer dos casos
em questio.

Dados relativos ao gquadro clinico e a etio-
logia. dos processos diarréicos sfo exibidos na
Tabelz I. Em dois pacientes, o segundo episé-
dio revelou-se clinicamente mais severo que o
primeiro; em duas outras situacdes ocorreu o
inverso. Registre-se ainda um caso (Paciente B)
em que as sindromes diarréicas foram de seve-
ridades compardveis e, outros dois, em que a
primo-infecgio se caracterizou como assintomd-
fica. Concomitancia de rotavirus e outros en-
teropatogenos observou-se em 5 episédios diar-
réicos: Shigella sonnei e Escherichia coli ente-
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Pig. 1 — Distribuigdo temporal das infeccDes por rolavirus
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Fig. 2 — Representa¢do esquemstica dos perfis eletroforéticos obtldos nos sete casos de reinfec¢do em criangas de

Belém, Brasil,
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rotoxigénicas (positiva para “LT”) foram de-
tectados em um espécime (Paciente A) obtido
& primeira infecgdo: em outro caso (Paciente
C) assinalaram-se, na primeira e segunda ocor-
réncias, respectivamente, esporos de cogumelos
em brotamento e E. coli enteropatogénica. Fun-
gos também ocorreram em um material (Pa-
ciente E) e, E. histalytica, em outro (Paciente
F). Esses dois ultimos em segundas infecches
associadas a rotavirus,

A Tabela II reune os resultados relativos 2
pesquisa de imunidade para rotavirus. Em ape-
nas uma das primo-infecctes (Paciente P) se
detectou viragem soroldgica (soro agudo nega-
tivo e, convalescente, positivo); em outro (Pa-
ciente E) se denotou nitido declinico no nivel
de anticorpos (provavelmente de origern ma-
terna) comparando-se a primeira e segunda
amostras. Em contrapartida, nas reinfeccbes,
denotaram-se invariavelmente sorgconversdes.

DISCUSSAO

Sete casos de reinfecgio por rotavirus fo-
ram detectados no curso de um estudo longi-
tudinal na drea de Belém, Pard, Brasil, Inves-
tigagdes anteriores 213?27, também assinalaram a
ocorréncia de infeccles repetidas por esse agen-
te em um mesmo individuo, FONTEYNE &
col.”? relataram o acometimento de uma crianga
aos trés meses, por subgrupo I, sucedendo-se,
um ano apds, gastroenterite mais severa pelo II.
Note-se que em nosso estudo nic se observou
infeccio pelo subgrupo I.

RODRIGUEZ & col? no Meéxico, descreve-
ram caso de uma crianca que desenvolveu dois
episddios de diarréia, com 11 meses de dife-
renca um do outrg, em que foram envolyidos
dois sorotipos. E possivel que tal condicio se
tenha observado em Belém, uma vez que nos-
sos dados se restringem & classifica¢io em sub-
grupos.

Em uma (Paciente F') das sete criancas ana-
lisadas, ocorreu primo-infecgio por subgrupo I
nos primeiros 30 dias de vida. Dezenove meses
depois notou-se gastroenterite por rofavirus
com manifestacGes clinicas leves (sem sinais de
desidrataciio), envolvendo também perfil ele-
troforético longo. Tal condicio foi assinalada
por BISHOP & col?, ao evidenciarem gue os
sintomas associados 4 infecco por esse virus,
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sa0 significativamente menos fregiientes e seve-
108, em criangas antes infectadas na iase neo-
natal.

Os intervalos de tempo cbservados enire
duas intecgbes consecufivas enm nosso estudo,
variaram e 6 a 19 meseS. As iniciais sitearam-
se, invariavelmente, no primeirp ano de viga,
enquantce as reinfecgdes, no segundo. A ocor-
réncia desses episodios subseqiientes suscita a
hupotese de associacfio a sorotipos heterdlogos.
Com efeito, alguns Autores! referem existir até
quatro variedades antigénicas capazes de infec-
tar o homerm, diferencidveis por técnicas de neu-
tralizagao.

Nao obstante em cinco casos de reinfecciio,
se tenham registrado subgrupos homédlogos,
admite-se o envolvimento de sorotipos diversos.
Testes complementares, com vistas a elucidar
esse aspecto, seréo processados no “WHO Colia-
borating Center for Reference and Research on
Rotavirus”, Birmingham Inglaterra. Acresca-se
que & ocorréncia do subgrupo II, corrobora
achados anteriormente obtidos por PEREIRA
& col®, em trés cidades do Brasil. Os dois ca-
508 em que nio se estabeleceu claramente o
perfil eletroforético, talvez tenham decorrido da
baixa concentracio de dcido nucléico obtida a
partir das amostras examinadas.

A angdlise gendmica em questdo, no presen-
te estudo, revelou seis diferentes padrdes,

Esses achados configuram o amplo espectro
jé antes relatado por LOURENCO & col?, que
detectaram 29 perfis desiguais em amostra bas-
tante superior a4 nossa,

Em quatro episddios diarréicos denotou-se
2 presenca de outros enteropatdgenos associa
dos a rotavirus, destacando-se: Shigella sonnei,
Escherichia coli enterotoxigénica e cldssica,
esporos de cogumelos em brotamento e E. his-
tolytica. Note-se que tais associagdes foram pre-
viamente assinaladas® em investigagbes envol-
vendo criancas atendidas em hospitais de Belém,
Brasil.

Em apenas dois casos a segunda infecgio,
do ponto de vista clinico, revestiuse claramen-
te de maior severidade de que a primeira; em
duas outras situacdes observou-se o inverso. Um
fator que poderia determinar tais condigdes se-
ria a natureza antigénica dos rotavirus relacio-



661

TABELA
Quadros clinicos observados sem sete individuos com reinfeccBo por rotavirus e concomitineia de outros enteropatégenos

I

Paciente Infecgdes/Idade Subgrupo Leite ManifestagSes elinicas (duraciio em dias) Grau Outro
{meses} de materng Diarréia Cdlicas Febre de patégeno
rotavirus aguosa Niuseas Vomitos abdominais desidratacao ° detectado ***

1= /4 I Niao 3 3 3 — 3 I Shigella sonnel e

A Jl E. coli enterotoxigénlca (LT)
2 / 20 II Nao 5 4 4 4 - ¥y —_
1a [ 8 n Niéo 2 2 2 2 2 - —_

B
2 / 18 11 Nio 4 - —_ 4 3 - -—
1a / B II Sim 2 2 2 - — - Esporos de cogumelos em

c brotamentos
2.4 /] 12 II Sim 3 3 3 2 3 I1 E, coli enteropatogénica
1l /3 It Néo

D
2e*r /17 I Néo
1 /1 II Sim 5 — —_ 5 5 I -_

E
2 /M 7 Néo 1 - — a— i —_ Esporos de cogumelos em

{ pICL I | I Sim bprotamento

b
22 [ 20 II Nio 2 1 1 - - —_ E. histolytica
1.4 / 8 II Sim 7 [ 6 _— L] 1 -

G .
2.8 [/ 20 ? Sim 2 — —_ 2 2 — —_

* = assintomdtico ** = caso clinico nio acompanhadc *** = exames bacteriolégicos e parasitoldgicos sé foram processados em casos de diarréia. “LT" — positiva para

toxina ldbil ? = subgrupo na@oc claramente definido

‘TR ‘pIed ‘mpleg ep

"9961 ‘20Z-T6T:8% ‘omed oS ‘doxy ‘pal -jem] ‘aoy
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TABELA 1T
Anticorpos (*) para rotavirus nas sete criangas que sofreram

reinfecgho

Paciente 1. infecgho 2,» infecgio
S01) S(2) S 5(2)

A 31,35 29,59 0,0 100

B 1,76 0,0 0,9 100

C 13,24 12,03 12,43 100
D 8,78 0,0 0,0 45,13

E 25,85 2,57 6,08 190

F 0,0 100 NC 100

G 16,62 16,76 0,0 10

(*) = Expressos em -percentagens de bloqueic: resultados
superiores a 25 indicativos de positividade

8(1) = Soro colhido - durante a fase aguda da doenca ou
poucos dias antes de detectar-se rotavirus

&(2) = Amosira obtida na convaleseenca, ou cerca de 20 dias
apds a colheita do espéeime fecal positivo

NC = Néao colhido

nados aos quadrgs diarréicos em questdo; nesse
particular ressaltem-se os achados de YOLKEN
& col.®, caracterizando a maior expressdo pa-
togénica do subgrupo 11, sorotipe I. Em nosso
estudo, note-se que a concomitancia de outros
patégenos, ndo parece ter interferido no esta-
belecimento de condigdes clinicas mais ou me-
nos expressivas.

Outro provavel condicionante do gquadro
clinico foi o tipo de aleitamento administrado
4 crianga durante o processo infeccicso. N&o
obstante alguns Autores ¥ destaquem o possivel
papel protetor do leite materno contra infec-
¢Oes por rotavirus, isso ndo se cbservou no
presente estudo. Com efeito, um dos individuos,
cujo primeiro episddio revelou-se clinicamente
mais severo que o segundo, recebia aleitamen-
to natural quando houve primo-infeccio; para-
doxalmente, durante a reinfec¢fo, menos seve-
ra, & alimentacfo era artificial.

Na Tabela II avaliou-se o estado imunitdrio
no cursoc das infecgdes estudadas. BISHOP &
col? assinalam que a ocorréncia de rotavirus
durante a fase neonatal ndo confere, em geral,
imunidade para rotavirus. Em nosso estudo,
a vinica viragem sorologica detectada em primo-
infecgdo, envolven crianca infectada em seu pri-
meiro més de vida (Paciente F).

Por outro lado, s reinfeccées, o fendmeno
da soroconversio fol registrado em seis indivi-
duos. Tais resultados, aparentemente contradi-
térios, merecem avaliagio mais precisa, a par-
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tir de observagdes gue abranjam uma amostra
de maiores proporgoes.

SUMMARY

Reinfections by rotavirus in children living in
Belém-Para -— Brazil '

Reinfections caused by rotavirus were detected
in 7(9.2%) out of 76 children from Belém, Pard,
Brazil, followed up since bhirth to twenty
months of age. Rotavirus subgrupo II (“long
pattern”) in both infectiong was noted in five
children. In two, the first infection was agso-
ciated with subgroup II and the second ones
with a strain whose electropherotype was not
determined. Six different -electropherotypes
were observed in these cases and no homolo-
gous profiles were associated with reinfections
in the same child. The lenght of time between
the two infections ranged from six to 19 months.
Diarrhoea in both infections was observed in
five children: in two of them, however, first
episodes were asymptomatic. Seroconversions
to rotavirus were noted in six of fhe seven
children, during reinfection. In the first infec-
tions, however, seroconversion was observed in
only one case (Paciente F).
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