
Rev. Inst. Med. n'op. São Paulo
24(5):292-297, setembro-outubro, 1982

ROTAVíRUS EM BEIÉM DO PARÁ, BRASIL
(ESTUDO P|TOTO)
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MIILLER, (2), Dietrich PETERS (¿) e Ronaldo B. FREITAS (1)

RE SUMO

Utilizando-se âs técnicas de microscopia eletrônica e ELISA, rotavírus foram
detectados em 4 (160/o) de 25 espécimes fecais de crianças portadoras de quadro
diarréico agudo. Em 2 desses 4 materiais, apenas rotavírus foram d.etectados, sem
quaisquer outros enteropatógenos concomitantes; nos outros dois foram observa-
das associações de rotavÍrus com Klebsiella sp em um caso e com cogumelos em
brotamento em um ou[ro.

Após a descoberta de BISHOp & col.2, na
Austrália, em 1973, de um agente viral associa-
do à gastroenterite infantil, e depois da obser-
vação de que o vírus pode ser facilmente detec-
tado nas fezes 7,8, inúmeras publicações surgi-
ram na literatura assinalando a sua presença
em diversos países. O citado agente, que tem
recebido denominações como reovÍrus-like, duo-
vÍrus e em particular rotavírus, já" f.oi encon-
trado em diferentes regióes, principalmente nas
de clima temperado, onde tem sido pesquisado
com mais freqüência 1,2,3,4,7,8 o que sugere a sua
distribuição universal. A maior incidência de
diarréia por esse vírus ocorre no grupo etário
de 0 a 5 anos (4) e, em alguns países, foi assi-
nalado nas fezes de até 730/o de crianças diarréi-
cas +. Nos países de clima temperado, tais in-
fecções ocorrem em maior número no inverno.

Considerando a relevante importância desse
agente como causa de gastroenterite infantil, de-
cidimos levar a efeito investigações prelimina-
res sobre a associação dos rotavírus com as
diarréias infantis em Belém do pará. paralela-
mente, investigou-se a participação de outros
vírus, cultiváveis em linhagens celulares e,/ou
patogênicos para camundongos recém-nascidos,
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INTRODUçÃO

bem como a de bactérias e parasitos enteropa-
togênicos.

O presente relato descreve os achados fi-
nais desse estudo, que já havia sido objeto de
comunicaçáo anterior 10 que apresentou os re-
sultados preliminares.

MATERIAL E METODOS

No perÍodo de abril a outubro de 19?5 fo-
ram examinadas 25 crianças na faixa etária de
0 a 5 anos, nativas de Belém, Pará, portadoras
de quadro diarréico agudo. Esses pacientes re-
cebiam assistência no ambulatório de Pediatria
da Santa Casa do Pará e provinham de famÍlias
de baixo nível sócioeconômico. Foram freqüen-
tes os quadros de desnutrição associados à pa-
tologia gastrointestinal.

De cada paciente colheu-se uma amostra de
fezes que foi imediatamente submetida aos exa-
mes bacteriológicos e pârasitológicos. O restan-
te foi estocado a -20"C, em frigoríficos, até se-
rem processados os exames virológicos, inclu-
sive a pesquisa de rotavírus. Esta foi feita atra-
vés de microscopia eletrônica (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 suspensões de fezes a I0% em soluçáo sa-
lina fisiotógica e, em seguida, centrifugadas a
3.000 rpm durante 10 minutos; o sobrenadante
foi então centrifugado a ?.000 rpm durante B0
minutos e, finalmente, esse último sobrenâdân-
te sulometido a uma centrifugaçáo de 50.000
rpm durante 2 horas em ultracentrífuga Beck-
man, modelo L, usando-se rotor de ânguto fixo.
O sedimento era ressuspenso em 0,2 ml de água
destilada e a seguir, uma gota dessa suspensão
era depositada sobre um..grid,,, ao qual, depois
de seco, se adicionava uma gota de solução a
27o de tungstato duplo de sódio e silício (SST),
usada como contraste negativo. Após a remo-
ção do excesso de líquido o .'grid.,' era então
examinado para a detecção de partículas de ro-
tavÍrus em microscópio eletrônico modelo phi-
lips 301.

O método de ELISA para detecção d.e

antígeno de rotavírus nas fezes foi basi-
camente o descrito por VOLLER & col. r8.

Orifícios de uma microplaca de poliestireno
(Cooke Laboratories) foram preenchidos com
200 pI de soro de coelho anti-rotavírus bovino
na concentração de l0 pg/ml, em solução tam-
pão de carbonato-bicarbonato pH 9,6, incuban-
do-se 2 horas à temperatura ambiente, em câ-
mara úmida. A placa foi a seguir lavada três
vezes, 3 minutos cada, com solução tamponada
de fosfato (P.B.S.) contendo 0,bVo de Tween 20
(Sigma 104). Adicionaram-se, entáo, 200 pl de
suspensão de fezes a 2Ð/o em p.B.S.-Tween, pre-
viamente clarificadas através de baixa centrifu-
gaçáo, em centrífuga refrigerada, aos orifícios
da microplaca, sendo dois para cada amostra,
incubando se 4 horas à temperatura ambiente,
em câmara úmida. Lavou-se novamente com
P.B.S. - Tween e se acrescentaram, a seguir,
200 pl de conjugado enzimá.tico de soro de coe-
lho anti-rotavírus bovino com a peroxidase
(Sigma fraçáo IV) em cada orifício, incubando-
se por uma noite a 4.C em câmara úmida. A
seguir, após 3 lavagens com p.B.S. 

- Tween,
adicionaram-se, a cada orifício, 200 pl de solu-
ção contendo 34 mg de ortofenileno-diamino
(O.P.D.) para cada 100 ml de tampão d.e citra-
to contendo peróxido de hidrogênio (80 vol.)
na concentração final de 1,25.000. Após B0 mi
nutos de incubaçáo à temperatura ambiente, a
reação foi bloqueada adicionando-se, a cada
orifício, 100 pl de solução 4M de ácido sulfúrico.
Nas amostras positivas observou-se coloração
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marron, sendo as medidas de densidade óptica
feitas em espectrofotômetro Dynatech, usando-
se filtro de 492 nm. Foram usadas sistematica-
mente, como controles, uma suspensáo de fe-
zes contendo antígeno de rotavírus e uma ou-
tra reconhecidamente negativa quanto à presen-
ça desse agente. Os valores de densidade óptica
iguais a pelo menos duas vezes o do controle
negativo foram indicativos de posÍtividade.

Duas linhagens celulares, a IJEqZ e a Vero
(rim de macaco Cercopiúhecus aethiops) foram
utilizacias para as tentativas de isolamento de
vÍrus a partir das amostras fecais, bem como
camundongos recém-nascidos inoculados por
via intracerebral. Os enterovírus isolados foram
identificados através do uso de "pools" de an-
tissoros de referências (Lim & Beniesch-Mel-
nick) e de antissoros específicos para echovirus
e coxsackievírus, fornecidos pelo National Ins-
titute of Health (N.I H.), Bethesda, Maryland,
U.S.A.

O isolamento de bactérias foi feito direta-
mente em placas de E.M.B. ágar, SS ágar e no
meio de enriquecimento de tetrationato de
Kauffman e deste, em SS ágar, após 24 horas
de incubação a 37"C. As caracterizações bioqui
mica e sorológica das enterobactérias isoladas
foram baseadas no método recomendado por
ED\MARDS & E\MINs,

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

RESULTADOS

A Tabela I mostra a incidência de agentes
virais, bacterianos e parasitários em 25 crianças
portadoras de quadro diarréico agudo. Rotaví-
rus foram detectados em 4 (16%) dos 25 es-
pécimes dos doentes. Nove (36%) enterovírus,
sendo 3 echovírus e 6 coxsackievírus, foram
isolados a partir dos 25 materiais das crianças
diarréicas. Entre as bactérias não representati.
vas da flora intestinal normal, isoladas do gru-
po diarréico, salientam-se Shigella em L (40/o),

Klebsiella sp em 7 (28%), Enterobacter sp em
2 (B%), Pseudomonas sp em I G%) e Staph.
aureus em L (4%) caso. Ainda se destacaram a
ocorrência de Giardia lamblia em 2 (B%) dos
casos e de cogumelos em brotamento em T
(28%) deles.

A Tabe1a II reúne os 4 casos positivos para
rotavírus, os métodos empregados para sua de-
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TABELA I
Incidência de agentes virais, bacterianos e parasitários em
25 casos de diarréia infantil. Santa Cãsa do Pará, no

período de abril a outubro de 19?5.

Agentes pesquisados

Rotavirus
Entetovírus (1)
Shigella (2)

Klebsielìa sp
Enterobacter sp
Pseudomonas sp
Staph. aureus
G. Iambli¿
A. Iumbricoides
T. trichiuÌus
AncilostomÍdeos
Cogumelos em brotamento
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N.o positivos

4

I
1

7

1

t
2

6

2

7

No grupo diar¡éico 3 echovÍrus (1 sorotipo 19 e 2 so-
rotipos 20), 6 coxsackievírus (l sorotipo ,t,, 1 sorotipo
.A.8,2 sorotipos B,r e 2 sototipos Bõ)
Pefiencente os subgrupo D (Sh, sonnei)

% positivos

tecçáo e os resultados obtidos, bem como a con-
comitância de outros patógenos intestinais.
Houve concordância entre os resultados obtidos
por M.E. e ELISA com respeito a 3 amostras
examinadas por ambos os métodos. Em dois
casos (Reg. 13.436 e Reg. 13.465), rotavírus fo-
ram os únicos patógenos detectados e, nos ou-
tros dois, oloservaram.se associações desses ví-
rus com Klebsiella sp em um caso, e com cogu-
melos em brotamento em outro.

Na Fig. 1 observam-se partículas com carac-
terÍsticas morfológicas semelhantes às descritas
para os rotavírus, ou seja, duplo capsídeo de
65-?0 nm de diâmetro e cerne de 33 nm de diâ-
metro, nas fezes de um dos 4 casos positivos
(Reg. 13.436).

A Tabela III reúne os 4 casos positivos pa-
ra rotavírus com os sinais e sintomas obser-

T¡,BELA II
comparação entre os métodos empregados para detecção de rotavirus nos 4 casos positivos e associação com outros

patógenos intestinais

IO

óo

4î

28,0

8,0
4î

Án

24

20

8

N." de Pesquisa de rotavÍrus

Registro

13.361

13.436

13.439

M.E.

NT : lrlfr,6 fesf¿fl6
+ ,= positivo

- : Negativo

vados por ocasiáo do exame clínico a que eram
submetidas as crianças, quando do atendimento.
Diarréia mucosa e cólicas foram registradas em
todos os pacientes. A febre só foi observada em
um caso, enquanto que a presença de sangue
nas fezes e vômitos foi assinalada em dois na-
cientes.

DISCUSSÃO

A maioria dos estudos sobre a ocorrência de
rotavÍrus tem sido feita em regiões de clima
temperado, e tem revelado a associaçáo do agen-
te, em proporçáo significativa, às gastrenterites
agudas em crianças com idade inferior a 5 anos,
Por conseguinte, os nossos achados, referentes
a uma região tropical onde o agente tem sido
pesquisado relativamente poucas ys2ss6,15,17,1e,
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NT

VÍrus

Outros patdgenos

Bactérias

Klebsiella sp

vêm contribuir para o conhecimento de sua dis-
tribuição geográfica.

A freqüência (L67o) com que os rotavírus
foram detectados nas fezes de crianças portado-
ras de gastrenterite por nós estudadas em Be-
lém, apresenta similaridade ou náo com a re-
gistrada em outras regiões tropicais. Assim,
WYATT & col. 1e, na Guatemala, observaram a
associação de rotavÍrus em 26 Í4,20/o) dos 183

episódios de diarréia exibidos por um grupo de
24 erianças, nos três primeiros anos de vida.
Por outro lado, ESPARZA &, co1.6 constataram
a presença de rotavírus ern 760/o de 26 crianças
venezuelanas situadas na faixa etária de 0 a 2

anos, acometidas de gastrenterite aguda. Es-
sas marcantes variações nos porcentuais de as-
sociaçáo dos rotavírus aos quadros diarréicos

Parasitos

Cogr¡melos em
þrotamento
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mucosa, na ocasiáo de atendimento. Apenas I
caso exibiu hipertemia, o que diverge da obser-
vação de outros Autores3, que consideram â fe-
bre como um dos sinais mais proeminentes no
curso das infecções por rotavírus. Ressalte-se
que, dos 4 casos positivos para o agente em
nosso estudo, o paciente febril foi o que apre-
sentou evolução mais severa. Assinale-se, ainda,
que dois pacientes apresentaram diarréia san-
guinolenta, sendo que em apenas um deles
ocorreu associação com outro enteropatógeno
(cogumelos em brotamento).

Todas as crianças com gastrenterite do
presente estudo foram submetidas a tratamen-
to através de re-hidrataçáo oral ou parenterâl
e de antibioticoterapia convencional, bem como
à correção alimentar. A evoluçáo dos 2b casos
foi favorável, não sendo registrados óbitos.

Estudos mais recentes revelaram a presen-

ça de rotavírus em duas outras áreas da Ama-
zônia. Uma foi a aldeia Tiriyó, localizada aó nor-
te do Pará, onde o agente foi responsávei por
um surto explosivo de diarréia que âcometeu
70% dos silvícoias, adultos e crianças 1i. A outra
foi a cÍdade de Santarém, igualmente no Pa-
rá, onde o agente foi encontrado em associação
com Shigella subgrupo B, durante um surto de
diarréia que ali ocorreu em novembro de 1977
(LINHARES, A.C, dados náo publicados). Es-
ses dados sugerem, pois, a ampla dispersão do
agente na Amazônia, do que decorre a necessi-
dade de se levar a efeito um estudo alorangendo
um número maior de crianças, a fim de que se-
jam delineadas as caracterÍsticas epidemiológi-
cas e clínicas da virose em nossa região. É im-
portante, também, determinar quais os tipos
antigênicos de rotavírus prevalentes na Amazô-
nia.

SUMMARY

Rotavirus in Belém do Pará. Brazil

Rotaviruses were detected loy electron mi-
croscopy and ELISA in 4(76%) of 25 faecal
samples from children with acute diarrhoea. In
two specimens, no other enteropathogens than
rotavirus were detected; rotaviruses 'were as-
sociated with Ktebsiella sp, and with fungi in
two other cases.
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