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RESUMO

Amostras de soro de 125 criangas, com idades entre 0 e 10 anos, da popuia-
¢do de Goiadnia, Goids, Brasil, geraram um indice de prevaléncia de anticorpos
para rotavirus (ensaio imunoenzimético) de 82,4%. Aparentemente, o maior
risco de infeccio pelo virus se dé no grupo de 1 a 3 anos. N#o existe diferenca
de infeccio de acordo com o sexo. Informacdes soroepidemioldgicas a nivel na-
cional, sdo de grande importancia para o melhor conhecimento do comporta-
mento do virus na populagio em risco, principalmente quando existe a possibi-
lidade de uma futura imuno-profilaxia. O teste imuno-enzimatico em comparacéo
com a contraimuno-eletro-osmoforese, mostrou-se mais sensivel Ppara a deteccio
de anticorpos para rotavirus.

INTRODUCAO

A partir da descricfio inicial, em 1973, por
BISHOP & col.2, na Australia, do papel dos
rotavirus em casos de diarréia infantil, esses
agentes tem sido largamente assinalados em
todas as populacdes até entio examinadas 3.6.9,
10,13.17,18,22, Em paises de clima temperado tem
sido mostrado que as infecgdes por rotavirus
acometem, preferencialmente, criancas na faixa
etdria de 0-5 anos47.12,

No Brasil, os rotavirus tem sido descritos
em associagdo com casos de gastrenterite agu-
da em porcentuais que variam de 21% a 33%,
de acordo com o grupo populacional e a faixa
etdria examinada, mostrando que existe uma
diferenga na fregiiénecia de participacdo desse
agente nos casos de diarréia aguda 1.6,1516, Es.
tudos preliminares de prevaléncia de anticorpos
bara rotavirus em nosso Pais, j& demonstraram

positividade em cerca de 61% na populacio de
0 — 10 anos+4.

Amostras de soro de 125 criancas de 0 — 10
anos, da cidade de Goidnia, Goids, Brasil, fo-
ram testadas quanto a presenca de anticorpos
para rotavirus. Procurou-se ainda comparar
os resultados da contraimuno-eletro-osmofore-
se e do ensaio imuno-enzimdtico, como técnicas
soroldgicas para detecgiio de anticorpos para
este virus.

MATERIAIS E METODOS
Populacio e o meio ambiente

As 125 amostras de soro foram obtidas por
puncgio venosa, em 1979, de criancas sem diar-
réia, atendidas no Laboratdrio de Patologia Cli-
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nica do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goids (UFGo), no Laboratério de
Virologia do Instituto de Patologia Tropical da
UFGo e laboratérios de andlises clinicas priva-
dos da cidade de Goiénia. Os soros foram pre-
servados por congelamento a -20°C até o mo-
mento do uso. A distribuicdo dos soros, de acor-
do com a faixa etdria, pode ser apreciada na
Tabela I.

A populacdo de Goiania, estd localizada em
um ponto de transi¢do climdtica no Brasil Cen-
tral, em uma altitude média de 400 metros entre
os paralelos 16° e 17° de latitude Sul e 49° e 50°
de longitude Oestes. Esta localizac¢do propicia
um clima que apresenta variagbes sazonais no
decorrer do ano, com temperaturas de calor e
frio bem definidas.

Antigeno

A cepa utilizada foi obtida através do Dr.
TH. Flewett (East Birmingham Hospital, Bir-
mingham, Inglaterra) como uma suspenséo de
fezes de um bezerro (“‘gnotobiotic”). Este ma-
terial foi diluido a 1:400 em solucho salina fi-
siolégica e, com auxilio de sonda gdastrica, fo-
ram inoculados 5 ml, via oral, em novo bezerro
{ndo “gnotobiotic”) antes de receber o colostro.
Espécimes fecais deste animal foram usados co-
mo antigeno para os testes soroldgicos abaixo
descritos, apds um processo em gue suspen-
sOes de feges a 20% (em solucéo salina) foram
homogeneizadas poi‘ sonicacéo durante 1,5 mi-
nuto em aparelho Ultra Sonics, modelo W-185.D,
e clarificadas por centrifugacéo, a 5000 rpm du-
rante 30 minutos.

Contraimuno-eletro-osmoforese

A técnica usada foi a de SPENCE & col.2l.,
Tris-barbital, 0.01 M, pH 89, filtrado em mem-
brana de 22 nm, foi usado como solucdo tam-
pdo do teste. Laminas comuns de microscopia,
previamente desengorduradas em dlcool absolu-
to, foram cobertas com 0,5 ml de uma mistu-
ra de uma parte de uma solucdo estoque de
agarose (Seakem, Marine Colloids Inc, USA) a
2% (em &dgua destilada) e duas partes de dagua
destilada. Apods solidificacdo, foi. adicionada
uma segunda camada de 2 ml da mistura, em
quantidades iguais, de agarose a 2% e solucao

tampdo. As laminas foram mantidas a 4°C até
adquirirem consisténcia. Orificios de aproxi-
madamente 1,5 mm de didmetro e de 1 mm de
profundidade foram feitos na camada de aga-
rose com o auxilio de tubos capilares. Os soros,
diluidos a 1:10 e 1:40 em tampéo salina fosfato
(PBS), foram levados a reagir com o antigeno
por 90 minutos sob acdo de uma corrente de
150 volts em um tangue de eletroforese Gelman.
Apés esse periodo, as laminas foram imersas
em solucdo salina esteril por uma noite €, a se-
guir, em solucdo de 4cido tanico a 1% por 90
minutos. Os resultados positivos foram deter-
minados pela presenca de linhas de precipitacio
entre os orificios contendo o- antigeno e o0s so-
ros testes.

Ensaio imuno-enzimético

O procedimento utilizado foi basicamente o
descrito por VOLLER & col.%. Soro de coelho
anti-rotavirus, diluido a 1:10.000 em solucéo tam-
pdo de carbonato-bicarbonato, pH 6.9 (“Coating
buffer”), foi colocado em cada orificio (100 ul)
de microplacas de poliestireno, as quais foram
levadas a incubacgioc a 4°C por uma noite. Apés
seis lavagens (de 3 minutos cada uma) em PBS,
pH 74, contendo Tween 20 a uma concentragio
final de 0,1%, v/v, (PBS/T), foi adicionado 75 ul
(por orificio) de PBS/T acrescido de EDTA
(concentracdo final de 0,01 M) e 25 gl de sus-
pensdo de antigeno de rofavirus. As placas
foram incubadas a 4°C por uma noite e a seguir
lavadas seis vezes em PBS/T. Em seguida, adi-
cionou-se 100 zl do soro teste em questdo, in-
cubou-se a 37°C por 3 horas e novamente proce-
deu-se mais seis lavagens em PBS/T. Um vo-
lume de 100 xl de soro anti-IgG humana conju-
gado a fosfatase alcalina foi adicionado, incu-
bou-se por 1,5 hora sucedendo-se novo ciclo de
lavagens em PBS/T. Substrato enzimético de
fosfato de para-nitrofenil (Sigma, USA) em die-
tanolamina a 10%, v/v, pH 9.8, foi adicionado
(100 zl) e deixado reagir por 20 minutos a 37°C.
A reacdo foi blogueada através da adicio de
50 pl de solucdo 3M de hidrdxido de sédio. A
leitura, em densidade Optica, foi realizada em
micro-espectrofotometro (Flow, ELISA-reader,
Multiskan)com filtro de 405 nm. As amostras
com valor maior do que 2,1 na relacdo valor
positivo/negativo, P/N (28), foram considera-
das positivas. :
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RESULTADOS

Tomando-se 0 resultado obtido através do
teste imuno-enzimdtico podemos apreciar na
Tabela I prevaléncia de anticorpos para rotavi-
rus de 82,4%. ¥ possivel evidenciarmos uma
subida gradual na positividade de anticorpos,
na medida em que se aumenta a faixa etdria
examinada. Assim é que, 524% (11/21) ja pos-
sul imunidade para rotavirus ao completar 12
meses de idade, indice este que sobe para 70%
(42/60) ao final dos cinco primeiros anos de

vida. O dltimo grupo examinado mostra re-
sultados negativos em apenas 10%, elevando o
porcentual de infeccdo na primeira década de
vida para mais de 80%. Através das colunas do
indice de porcentual de positividade acumulado
e pela diferenca entre cada classe, nota-se que
a maior parte das infecgGes por rotavirus se
dd na faixa de 6 meses a 5 anos, sendo o grupo
de 1-3 anos, o de maior risco epidemiolégico.
Aparentemente, nfo existe diferenca de infec.
cao de acordo com O sexo.

TABELATI
Prevaléncia de anticorpos para rotavirus, distribuido por idade, em uma populagio de criangas de Goiania, Goids, Brasil (€8]

Porcentual

Populagio Presenga de positivo Diferenca
Idade examinada anticorpos (%) acumulado (PPA) do FPPA
0-6m 13 6 (46,2) 46,2
6-12m ' 8 5 (82,5) 52,4 6,2
1-3a 20 16 (80,00 65,8 13,4
3-5a . 19 15 (78,9) 70,0 4,2
5-Ta 19 18 (94,7) 75,9 59
792 20 19 (95,0) 79,8 3,9
9-11a 26 24 (92,3) 82,4 2,6
Total 125 103 (82,4)

(1) Anticorpos medidos. através do ensaio imuno-enzim4stico; para detalhes técnicos veja o texto.

Na Tabela II, o teste imuno-enzimdtico é
comparado com a CIEOF, quanto a sensibili-
dade na detecciio de anticorpos. Os métodos
concordam em 31,1% das situagBes (16 positi-
vos e 17 negativos, por ambos os métodos, dos
soros examinados). A primeira técnica, entre-
tanto, revelou-se mais sensivel, j4 que 73 amos-
tras, negativas por CIEOF, resultaram positi-
vas.

TABELA II
Comparagdo dos testes imuno-enzimitico e contraimuno-
eletro-osmoforese (CIEOF) na detecgio de anticorpos para

rotavirus
CIEOF

Imuno-

enzimdtico Positivo Negativo

Positivo 16 73 89
Negativo 0 17 17
Total 16 90 106

DISCUSSAO

O uso de informacdes geradas através de
soroepidemiologia descritiva, torna-se, atual-
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mente, do mais alto interesse em nosso Pais,
quando se evidenciam esforcos para o controle
de diversas doencas infecciosas. Dentro deste
painel, se incluem as informacdes sobre a pre-
valéncia dos rotavirus. E importante o conhe-
cimento das possiveis variacbes regionais da
ocorréncia deste agente em um momento em
que os esforgos estdo voltados para a producio
de vacinas 20.23,27. O uso de medidas profilaticas
devem ser sempre precedidas de dados sobre o
grupo populacional epidemiologicamente em
risco 3,

Através da Tabela I, torna-se evidente que
0 grupo de 6 meses — 5 anos é 0 mais envolvido
por infeccdes pelo(s) rotavirus. Tomando-se
por base a coluna sobre a diferenca do porcen-
tual positivo acumulado, o grupo de 1-3 anos,
€ 0 que, aparentemente, mais entra em conta-
to com o virus na faixa etdria mais préxima
do nascimento. O porcentual do grupo até 6
meses de idade, talvez reflita a presenca de fa-
tores antivirais especificos e inexpecificos ad-
quiridos através do aleitamento materno 19,2425,
Por .outro lado, o aumento na faixa etdria se-

guinte, talvez represente a auséncia de tais fa-
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tores em um grupo que j4 ndo recebe o aleita-
mento natural, somados as condigdes de higie-
ne da populacdo em geral, visto que a diferen-
¢a de porcentual positivo acumulado nio é dife-
rente dos grupos de 3-7 anos.

No programa de aplicacdo. de vacinas para
rotavirus, € importante que informacées nacio-

nais sejam geradas para confirmar, ou n#o, os.

dados ora apresentados. X crucial que seja es-
timulado o conhecimento da participacio desse
agente na populacio infantil, visto que apés os
9 anos, mais de 80% das criancas j4 foram in-
fectadas pelo(s) rotavirus. E importante ainda,
que exista uma participaciio do clinico, em es-
pecial do pediatra, junto ao laboratério de diag-
nostico de viroses, para uma maior caracteriza-
cio dos aspectos epidemioldgicos da distribui-
¢io de rotavirus, a fim de que se alcance o ple-
no sucesso em programas futuros de profila-
xia 11,

Quanto aos testes soroldgicos, a reagio imu-
noenzimdtica foi comparada com a CIEOF. Am-
bos os testes requerem pericia técnica, se equi-
valem em economia de reagentes, seguranca ao
manipulador, acessibilidade de equipamentos e
precos varidveis, sendo diferente apenas a
CIEOF em termos de tempo de realizacio. En-
quanto que para a deteccio de antigeno nas
fezes de pacientes com diarréia os dois testes
apresentam resultados nio muito discrepantes?s,
na deteccio de anticorpos para rotavirus, o tes-
te imuno-enzimdtico confirmou ser um método
mais prético e mais sensivel, tendo, talvez, como
unico argumento contrario, o custo do micro-es-
pectrofotometro para a leitura das reacles em
placas.

SUMMARY

Seroepidemiology of rotavirus in a children po-
pulation, Goidnia, Goiis, Brazil.

A sample of 125 sera from children aged
0-10 years old from Goiénia, Goids, Brazil, yiel-
ded an 824% prevalence rate of antibodies to
rotavirus (through an enzyme immunoassay).
In this study, the 1-3 year old group shows the
highest risk of infection with rotavirus. No sex
difference was evident. Regional seroepidemio-
logical data is of the utmost importance in or-
der to identify the behaviour of the virus in
the population at risk, specially with the advent
of a vaccine for the agent. The enzyme imu-

noassay test was compared to counterimmuno-
electro-osmophoresis and was shown to be
more sensitive for the detection of antibodies.
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