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ROTAVIRUS EM BELEM DO PARA, BRASIL
(ESTUDO PILOTO)

Alexandre C. LINHARES (1), Francisco P. PINHEIRO (1), Christel SCHMETZ (2), Gunther
MULLER (2), Dietrich PETERS (2) e Ronaldo B. FREITAS (1)

RESUMO

Utilizando-se as técnicas de microscopia eletronica e ELISA, rotaviruys foram
detectados em 4 (16%) de 25 espécimes fecais de criancas portadoras de quadro
diarréico agudo. Em 2 desses 4 materiais, apenas rotavirus foram detectados, sem
quaisquer outros enteropatogenos concomitantes; nos outros dois foram observa-
das associacGes de rotavirus com Klebsiella sp em um caso e com cogumelos em

brotamento em um outro.

INTRODUCAO

Apos a descoberta de BISHOP & col.2, na
Australia, em 1973, de um agente viral associa-
do & gastroenterite infantil, e depois da obser-
vagdo de que o virus pode ser facilmente detec-
tado nas fezes78, inimeras publicagbes surgi-
ram na literatura assinalando a sua presenca
em diversos paises. O citado agente, que tem
recebido denominag¢des como reovirus-like, duo-
virus e em particular rotavirus, ja foi encon-
trado em diferentes regides, principalmente nas
de clima temperado, onde tem sido pesquisado
com mais freqiiéncia 1,23.478 0 que sugere a sua
distribuicdo universal. A maior incidéncia de
diarréia por esse virus ocorre no grupo etario
de 0 a 5 anos (4) e, em alguns pafses, foi assi-
nalado nas fezes de até 73% de criancas diarréi-
cas*. Nos paises de clima temperado, tais in-
fecgbes ocorrem em maior nimero no inverno.

Considerando a relevante importancia desse
agente como causa de gastroenterite infantil, de-
cidimos levar a efeito investigagbes prelimina-
res sobre a associagio dos rotavirus com as
diarréias infantis em Belém do Pard. Paralela-
mente, investigou-se a participagio de outros
virus, cultivdaveis em linhagens celulares e/ou
patogénicos para camundongos recém-nascidos,

bem como a de bactérias e parasitos enteropa-
togénicos.

O presente relato descreve os achados fi-
nais desse estudo, que j& havia sido objeto de
comunicagdo anterior ® que apresentou os re-
sultados preliminares.

MATERIAL E METODOS

No periodo de abril a outubro de 1975 fo-
ram examinadas 25 criancas na faixa etdria de
0 a 5 anos, nativas de Belém, Pard, portadoras
de quadro diarréico agudo. Esses pacientes re-
cebiam assisténcia no ambulatdrio de Pediatria
da Santa Casa do Pard e provinham de familias
de baixo nivel s6cio econdmico. Foram freqiien-
tes os quadros de desnutricdo associados & pa-
tologia gastrointestinal.

De cada paciente colheu-se uma amostra de
fezes que foi imediatamente submetida aos exa-
mes bacterioldgicos e parasitolégicos. O restan-
te foi estocado a -20°C, em frigorificos, até se-
rem processados os exames viroldgicos, inclu-
sive a pesquisa de rotavirus. Esta foi feita atra-
vés de microscopia eletronica (ME) e do méto-
do “enzyme-linked immunosorbent assay” (ELI-
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SA). Para o exame através da M.E. foram fei-
tas suspenstes de fezes a 10% em solugéo sa-
lina fisiolégica e, em seguida, centrifugadas a
3.000 rpm durante 10 minutos; o sobrenadante
foi entdo centrifugado a 7.000 rpm durante 30
minutos e, finalmente, esse dltimo sobrenadan-
te submetido a uma centrifugaciio de 50.000
rpm durante 2 horas em ultracentrifuga Beck-
man, modelo L, usando-se rotor de angulo fixo.
O sedimento era ressuspenso em 0,2 ml de agua
destilada e a seguir, uma gota dessa suspensio
era depositada sobre um “grid”, ao qual, depois
de seco, se adicionava uma gota de solucio a
2% de tungstato duplo de sédio e silicio (SST),
usada como contraste negativo. Apds a remo-
¢do do excesso de liquido o “grid” era entdo
examinado para a detecclo de particulas de ro-
tavirus em microscopio eletrénico modelo Phi-
lips 301.

O método de ELISA para deteccio de
antigeno de rotavirus nas fezes foi basi-
camente o descrito por VOLLER & col. B,
Orificios de uma microplaca de poliestireno
(Cooke Laboratories) foram preenchidos com
200 ul de soro de coelho anti-rotavirus bovino
ha concentracédo de 10 ug/ml, em solucio tam-
péo de carbonato-bicarbonato pH 9,6, incuban-
do-se 2 horas & temperatura ambiente, em ca-
mara Umida. A placa foi a seguir lavada trés
vezes, 3 minutos cada, com solucio tamponada
de fosfato (P.B.S.) contendo 0,5% de Tween 20
(Sigma 104). Adicionaram-se, entdo, 200 zl de
suspensfo de fezes a 2% em P.B.S.Tween, pre-
viamente clarificadas através de baixa centrifu-
gacdo, em centrifuga refrigerada, aos orificios
da microplaca, sendo dois para cada amostra,
incubando se 4 horas & temperatura ambiente,
em cémara Umida. Lavou-se novamente com
P.B.S. — Tween e se acrescentaram, a seguir,
200 pl de conjugado enzimitico de soro de coe-
lho anti-rotavirus bovino com a peroxidase
(Sigma frag@o IV) em cada orificio, incubando-
se por uma noite a 4°C em cAmara umida. A
seguir, apds 3 lavagens com P.B.S. — Tween,
adicionaram-se, a cada orificio, 200 xl de solu-
¢ido contendo 34 mg de ortofenileno-diamino
(O.PD.) para cada 100 ml de tampéo de citra-
to contendo perdxido de hidrogénio (30 vol.)
na concentracdo final de 1/5.000. Apés 30 mi-
nutos de incubacio & temperatura ambiente, a
reagdo foi bloqueada adicionando-se, a cada
orificio, 100 «l de solugdo 4M de dcido sulfiirico.
Nas amostras positivas observou-se coloracgio

marron, sendo as medidas de densidade 6ptica
feitas em espectrofotdmetro Dynatech, usando-
se filtro de 492 nm. Foram usadas sistematica-
mente, como controles, uma suspensio de fe-
zes contendo antigeno de rotavirus e uma ou-
tra reconhecidamente negativa quanto & presen-
¢a desse agente. Os valores de densidade dptica
iguais a pelo menos duas vezes o do controle
negativo foram indicativos de positividade.

Duas linhagens celulares, a HEp2 e a Vero
(rim de macaco Cercopithecus aethiops) foram
utilizadas para as tentativas de isolamento de
virus a partir das amostras fecais, bem como
camundongos rec€m-nascidos inoculados por
via intracerebral. Os enterovirus isolados foram
identificados através do uso de “pools” de an-
tissoros de referéncias (Lim & Beniesch-Mel-
nick) e de antissoros especificos para echovirus
e coxsackievirus, fornecidos pelo National Ins-
titute of Health (N.IH.), Bethesda, Maryland,
US.A.

O isolamento de bactérias foi feito direta-
mente em placas de EM.B. dgar, SS dgar e no
meio de enriquecimento de tetrationato de
Kauffman e deste, em SS dgar, apls 24 horas
de incubacido a 37°C. As caracterizacdes bioqui-
mica e sorolégica das enterobactérias isoladas
foram baseadas no método recomendado por
EDWARDS & EWINS,

Todas as amostras fecais foram ainda sub-
metidas ao exame direto para a verificagio de
parasitas e fungos intestinais.

RESULTADOS

A Tabela I mostra a incidéncia de agentes
virais, bacterianos e parasitdrios em 25 criancas
portadoras de quadro diarréico agudo. Rotavi-
rus foram detectados em 4 (16%) dos 25 es-
pécimes dos doentes. Nove (36%) enterovirus,
sendo 3 echovirus e 6 coxsackievirus, foram
isolados a partir dos 25 materiais das criancas
diarréicas. Entre as bactérias nfo representati
vas da flora intestinal normal, isoladas do gru-
po diarréico, salientam-se Shigella em 1 (4%),
Klebsiella sp em 7 (28%), Enterobacter sp em
2 (8%), Pseudomonas sp em 1 (4%) e Staph.
aureus em 1 (4%) caso. Ainda se destacaram a
ocorréncia de Giardia lamblia em 2 (8%) dos
casos e de cogumelos em brotamento em 7
(28%) deles.

A Tabela II retine os 4 casos positivos para
rotavirus, os métodos empregados para sua de-
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TABELATI
Incidéncia de agentes virais, bacterianos e parasitdrios em
25 casos de diarréia infantil. Santa Casa do Pard, no
periodo de abril a outubro de 1975.

Agentes pesquisados N.o positivos % positivos
Rotavirus 4 16
Enterovirus (1) 9 36
Shigella (2) 1 4,0
Kiebsiella sp 7 28,0
Enterobacter sp 2 8,0
Pseudomonas sp 1 4,0
Staph. aureus 1 4,0
G. lamblia 2 8
A. lumbricoides 6 24
T. trichiurus 5 20
Ancilostomideos 2% 8
Cogumelos em brotamento T 28

(1) No grupo diarréico 3 echovirus (1 sorotipo 19 e 2 so-
rotipos 20), 6 coxsackievirus (1 sorotipo A,, 1 sorotipo
A, 2 sorotipos B, e 2 sorotipos B))

(2) Pertencente os subgrupo D (Sh. sonnei)

teccdo e os resultados obtidos, bem como a con-
comitincia de outros patdgenos intestinais.
Houve concordancia entre os resultados obtidos
por M.E. e ELISA com respeito a 3 amostras
examinadas por ambos os métodos. Em dois
casos (Reg. 13436 e Reg. 13.465), rotavirus fo-
ram os unicos patdgenos detectados e, nos ou-
tros dois, observaram-se associacdes desses vi-
rus com Klebsiella sp em um caso, e com cogu-
melos em brotamento em outro.

Na Fig. 1 observam-se particulas com carac-
teristicas morfoldgicas semelhantes as descritas
para os rotavirus, ou seja, duplo capsideo de
65-70 nm de didmetro e cerne de 33 nm de dia-
metro, nas fezes de um dos 4 casos positivos
(Reg. 13.436).

A Tabela III retne os 4 casos positivos pa-
ra rotavirus com os sinais e sintomas obser-

TABELA IT

Comparagio entre os métodos empregados para deteccdo de rotavirus nos 4 casos positivos e associacio com outros
patdgenos intestinais

N.o de Pesquisa de rotavirus Outros patdgenos

Registro M.E. ELISA Virus Bactérias Parasitos

13.361 -+ + —_ Klebsiella sp —

13.436 + € — — —

13.439 + -+ — — Cogumelos em
brotamento

13.465 + NT —

NT = Né&o testado
-+ = Positivo
— = Negativo

vados por ocasido do exame clinico a que eram
submetidas as criangas, quando do atendimento.
Diarréia mucosa e célicas foram registradas em
todos os pacientes. A febre s6 foi observada em
um caso, enquanto que a presenca de sangue
nas fezes e vOmitos foi assinalada em dois pa-
cientes. .

DISCUSSAQ

A maioria dos estudos sobre a ocorréncia de
rotavirus tem sido feita em regides de clima
temperado, e tem revelado a associacio do agen-
te, em proporgéo significativa, as gastrenterites
agudas em criancas com idade inferior a 5 anos.
Por conseguinte, os nossos achados, referentes
a uma regido tropical onde o agente tem sido
pesquisado relativamente poucas vezes 151719,

294

vém contribuir para o conhecimento de sua dis-
tribuicdo geografica.

A freqiiéncia (16%) com que os rotavirus
foram detectados nas fezes de criancas portado-
ras de gastrenterite por nds estudadas em Be-
1ém, apresenta similaridade ou nio com a re-
gistrada em outras regiGes tropicais. Assim,
WYATT & col. ¥, na Guatemala, observaram a
associacdo de rotavirus em 26 (14,2%) dos 183
episédios de diarréia exibidos por um grupo de
24 criancas, nos trés primeiros anos de vida.
Por outro lado, ESPARZA & col.?% constataram
a presencga de rotavirus em 76% de 26 criancas
venezuelanas situadas na faixa etdria de 0 a 2
anos, acometidas de gastrenterite aguda. Es-
sas marcantes variacbes nos porcentuais de as-
socia¢do dos rotavirus aos quadros diarréicos
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TABELA III
Manifestacies clinicas apresentadas pelos 4 casos de pacientes
positivos para rotavirus

Manifestagies Registros

clinieas 13, 361 13,436 13,430 13 465

Muco nas femes + - i “+
Sangue nas lezes - — - B
Pebre - - E =
Cailicas i
Vimibos — q — +

+
i

+ = Presenga
- = Auséncia

observadas nos estudos acima, podem correr
por conta de diversos fatores. E possivel gue
caracteristicas inerentes as condigbes sdcig-eco-
nomicas de cada grupo tenham influenciado
nos resultados. Mo entanto, as diferengas regis-
tradas entre esses trabalhos sfo de dificil inter-
pretacio uma veg que nio se dispiem nos mes-
mos, de amostras de criancas selecionadas ao
acaso,

De qualguer modo, além do nosso achado
constituir o primeiro registro do agente da
Amazdinia ¢ de interesse observar a associacao
dos rotavirus com outros agentes potencialmen-

Fig. 1 — Rotavirus nas lezes de
paciente com gastrentérite infan-
til. Registro 13436 (100.000 <),

te capazes de provocar gastrenterite aguda. Com
efeito, em 2 de nossos 4 casos, em cujas fezes
s¢ detectaram rotavirus, demonstrou-se tal as-
sociacao, sendo uma com Klebsiella sp e a ou-
ira com cogumelos em brotamento, Assinala-se,
ainda, que em 15 (71.4%) dos 21 casos restan-
tes foi possivel identificar-se agentes infecciosos
ou parasitdrios por quadros de gastrenterite
aguda. Reveste =e também de interesse p isola-
mento de enterovirus de 369% (9/25) das erian-
cas diarréicas, sendo pertinente lembrar que
alguns outros %% admitem a participacio de
certos sorotipos de echovirus e de coxsackievi-
rus nos quadros de diarréia infantil,

Conveém assinalar a concordéncia de 100%
ohservada entre os resultados obtidos pelos
métodos de ELISA e ME, empregados em nos-
s05 estudo, para a pesquisa de rotavirus, Essas
técnicas sio dotadas de reconhecida sensibilida-
de para a deteccdo de rotavirus nas feges 3.9
embora alguns Autores %% destaquem o método
da contra-imuno eletro-osmoforese como outro
recurso priatico e sensivel de diagndstico das
infecches por rotavirus.

Ao exame clinico, todos os 4 casos positivos
para rotavirus apresentavam cdlicas e diarréia
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mucosa, na ocasido de atendimento. Apenas 1
caso exibiu hipertemia, o que diverge da obser-
vacdo de outros Autores3, que consideram a fe-
bre como um dos sinais mais proeminentes no
curso das infecgGes por rotavirus. Ressalte-se
que, dos 4 casos positivos para o agente em
nosso estudo, o paciente febril foi o que apre-
sentou evolucdo mais severa. Assinale-se, ainda,
que dois pacientes apresentaram diarréia san-
guinolenta, sendo que em apenas um deles
ocorreu associagdo com outro enteropatégeno
(cogumelos em brotamento).

Todas as criangcas com gastrenterite do
presente estudo foram submetidas a tratamen-
to através de re-hidratagdo oral ou parenteral
e de antibioticoterapia convencional, bem como
a4 correcdo alimentar. A evolucido dos 25 casos
foi favordvel, ndo sendo registrados ébitos.

Estudos mais recentes revelaram a presen-
ca de rotavirus em duas outras dreas da Ama-
zOnia. Uma foi a aldeia Tiriyd, localizada ao nor-
te do Pard, onde o agente foi responsdvel por
um surto explosivo de diarréia que acometeu
70% dos silvicolas, adultos e criancas 1!, A outra
foi a cidade de Santarém, igualmente no Pa-
rd, onde o agente foi encontrado em associagio
com Shigella subgrupo B, durante um surto de
diarréia que ali ocorreu em novembro de 1977
(LINHARES, A.C., dados nio publicados). Es-
ses dados sugerem, pois, a ampla dispersio do
agente na Amazobnia, do que decorre a necessi-
dade de se levar a efeito um estudo abrangendo
um numero maior de criancas, a fim de que se-
jam delineadas as caracteristicas epidemioldgi-
cas e clinicas da virose em nossa regido. E im-
portante, também, determinar quais os tipos
antigénicos de rotavirus prevalentes na Amazo-
nia.

SUMMARY
Rotavirus in Belém do Para, Brazil

Rotaviruses were detected by electron mi-
croscopy and ELISA in 4(16%) of 25 faecal
samples from children with acute diarrhoea. In
two specimens, no other enteropathogens than
rotavirus were detected; rotaviruses were as-
sociated with Klebsiella sp, and with fungi in
two other cases.

296

AGRADECIMENTOS

Agradecemos aos funciondrios da Secioc de
Virus do Instituto Evandro Chagas (IEC) pelo
isolamento e identificacio dos enterovirus. Ain-
da estamos particularmente gratos as Secdes de
Bacteriologia e Parasitologia do IEC peia pes-
quisa dos enteropatdgenos que ndo virus. Ao
Dr. Dennis Bidwell, do Nuffield Laboratories of
Comparative Medicine, Londres, Inglaterra, pe-
la orientacfio nos testes de ELISA.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. BIRCH, C. J.; LEWIS, F. A.; KENNETT, M. L.; HO-
MOLA, M.; PRITCHARD, H. & GUST, I. D. — A study
of the prevalence of rotavirus infection in children
with gastroenteritis admitted to an Infectious Diseases
Hospital. J. Med. Virol. 1: 67-69, 19717.

2. BISHOP, R. F.; DAVIDSON, G. P.; HOLMES, I. H.
& HUCK, B. J. — Virus particles in epithelial cells
of duodenal mucosa from children with acute non bac-
terial gastroenteritis. Lancet 2: 1281-1283, 1973.

3. CARR, E. M., MCKENDRICK, D. W. & SPIRIDAKIS
THRASYVOULOS — The clinical features of infantile
gastroenteritis due to rotavirus. Seand. J. Infect. Dis.
8: 241-243, 1976.

4. DAVIDSON, G. P.; TOWNLEY, R. R. W.; BISHOP,
R. F. & HOLMES, I. H. — Importance of a new virus
in acute sporadic enteritis in children. Lancet 1: 242-
251, 1975.

5. EDWARDS, P. R. & EWING, H. W. — Identification
of enterobacteriaceae. Third edition. London, Burgess
Publishing Company, 1972.

6. ESPARZA, J.; VIERA DE TORRES, B.; PINERO, A.
CARMONA, F. O. & MAZZALI DE ILJA, R. — Rota-
viruses in Venezuelan children with gastroenteritis.
Am. J. Trop. Med. Hyg. 26: 148-151, 1977.

7. FLEWETT, T. H.; BRYDEN, A. S. & DAVIES, H. —
Virus particles in gastroenteritis. Lancet 2: 1497, 1973.

8. FLEWETT, T. H.; BRYDEN, A. S. & DAVIES, H. —
Diagnostic electron microscopy of faeces. I. The viral
flora of the faeces as seen by electron microscopy.
J. Clin. Path. 27: 603-614, 1974.

9. GRAUBALLE, P. C.; GENNER, J.; MEYLING, A. &
HORNSLETH, A. — Rapid diagnosis of rotavirus in-
fections: comparison of electron microscopy and im-
muno-electro-osmophoresis for detection of rotavirus
in human infantile gastroenteritis. J. Gen. Virol. 35;
203-218, 1977.

10. LINHARES, A. C.; PINHEIRO, F. P.; SCHMETZ, C.;
MULLER, G. & DIETRICH, P. — Rotavirus em Be-
lém do Pard — Brasil (Nota prévia). Rev. Inst. Med.
trop. S&o Paulo 19: 278, 1977.



LINHARES, A. C.;
em Belém do Pard, Brasil (Estudo Piloto).

PINHEIRO, F. P.; SCHMETZ, C.:

MULLER, G.; PETERS, D. & FREITAS, R. B.
Rev. Inst. Med. trop. Sio Paulo 24:292-297, 1982.

~ Rotavirus

11,

12.

13.

14.

15.

16.

LINHARES, A. C.; PINHEIRO, F. P. FREITAS, R.
B. & GABBAY, Y. B. — Surto de gastroenterite cau-
sada por rotavirus entre indios da aldeia Tiriyd —
Pard. Boletim Epidemiolégico da ¥. SESP. Volume
(ano) XI n. 2; semanas 3 e 4, 1979.

MELNICK, J. L. — Echoviruses. In: Horsfall & Tamm,
ed. Viral and Rickettsial Infectious of Man, 1970, pp.
260-264.

MIDDLETON, P. J; PETRIC, M., HERRIT, C. M.;
SZYMANSKY, M. T. & TAM, J. 8. — Counter-immu-
no-electro-osmophoresis for the detection of infantile
gastroenteritis virus (orbi-group) antigen and antibody.
J. Clin. Path. 29: 191-197, 1976.

RAMOS ALVAREZ, M. & OLARTE, J. — Diarrhoeal
diseases of children. The occurrence of enteropatogenic
viruses and bacteria. Am. J. Dis. Child. 107: 218-231,
1964.

SCHOUB, B. D.; LECATSAS, G. & PROZESKY, O.
W. -— Antigenic relationships between human and si-
mian rotaviruses. J. Med. Microbiol. 10: 1-16, 1976.

SPENCE, L. FAUVEL, M.; BOUCHARD, S.; BA-
BIUK, L. & SAUNDERS, J. R. — Test for reovirus-
like agent. Lancet ii: 322, 1975.

17.

18.

19.

20.

SPENCER, H. C.; WELLS, J. C.; GARY, G. W.;
SONDY, J.; PUHR, N. D. & FELDMAN, R. A, —
Diarrhoea in a non-hospitalized rural Salvadoran po-
pulation: The role of enterotoxigenic Escherichia coli
and rotavirus. Am. J. Trop. Med. Hyg. 29: 246-253, 1980.

VOLLER, A.; BIDWELL, D. E. & BARTLETT, A. —
Enzyme immunoassays in diagnostic Medicine: theory
and practice. Bull. World Health. Organ. 53: 55-65,
1976.

WYATT, R. G.; YOLKEN, R. H.; URRUTI4, J. J;
MATA, L.; GREENBERG, H. B.; CHANOCK, R. M.
& KAPIKIAN, A. Z. — Diarrhea associated with T0-
tavirus in rural Guatemala: ga longitudinal study of
24 infants and young children. Am. J. Trop. Med. Hyg.
28: 325-328, 1979.

YOLKEN, R. H,; KIM HYUM WHA; CLEM, T.;
WYATT, R. G.; CHANOCK, R. M.; KALICA, A. R. &
KAPIKIAN, A. Z. — Enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) for detection of human reovirus-like
agent of infantile gastroenteritis. Lancet 6: 263-267,
1977.

Recebido para publicagdo em 23/6/1981.

297





