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RESUMO

A doenca diarreica aguda € uma das principais causas de morbidade e mortalidade
infantil nos paises em desenvolvimento e um dos fatores que mais contribui para o
agravamento do estado nutricional das criancas. Este estudo objetivou avaliar o perfil
clinico, epidemioldgico e molecular das infec¢cdes por agentes virais e parasitarios em
criancas na faixa etaria de 0 a 10 anos e da comunidade quilombola do Abacatal, no
periodo de 2008 a 2010. Foram colhidas amostras fecais de 294 criancas na faixa
etaria de 0 a 10 anos e 81 individuos acima de 10 anos, residentes na comunidade do
Abacatal, Ananindeua, Para, que apresentaram quadro de diarreia aguda ou sem
diarreia (controles). O diagnostico viral foi realizado pelos testes imunocromatogréaficos
e moleculares e o parasitoldgico pelo método de Faust e Hoffman. Um total de 375
amostras de fezes foi obtido de 177 individuos. As frequéncias dos agentes virais
encontrados no presente estudo foram rotavirus do grupo A, rotavirus do grupo C e
picobirnavirus em 6,4% (24/375), 0,3% (1/375) e 1,3% (5/375), respectivamente. A
eletroforese em gel de poliacrilamida confirmou a presenga de rotavirus A nas 23
amostras com 10 (43,48%) apresentando perfil curto e 13 (56,52%), perfil longo. A
presenca de enteroparasitas foi observada em 272 (77,94%) amostras, sendo que 0s
mais frequentes foram Ascaris lumbricoides detectado em 13,18% (46/349) das
amostras, seguido por Trichuris trichiura com 10,88% (38/349), ancilostomideos com
4,01% (14/349) e Strongyloides stercoralis 1,72% (6/349). Das 24 amostras positivas
para rotavirus do grupo A foram detectados os seguintes genoétipos: G2P[4] (12,50%,
3/24); G1P[8] (25,00%, 6/24), G3P[9] (29,20%, 7/24) e G12P[6] (33,33%, 8/24). Foram
detectados dois novos genotipos para os genes VP6 (118) e NSP1 (A19) de rotavirus A.
Foi realizada a avaliagcdo nutricional de 38 criancas, demonstrando que 18,4% (7/38)
apresentavam-se desnutridas. Este estudo destaca a necessidade de implementar
acOes de prevencdo na comunidade, incluindo medidas de educacdo para a saude, a
vacinacdo contra o rotavirus, e até mesmo a implementacdo de programas para

controlar infesta¢des parasitarias.

Palavras-chave: Comunidade Quilombola, parasitos intestinais, rotavirus dos grupos A
e C, picobirnavirus, diarreia.



ABSTRAT

Acute diarrheal disease is a major cause of morbidity and mortality in developing
countries and one of the factors that contributes to the worsening of the nutritional status
of children. This study aimed to evaluate the clinical, epidemiological and molecular
profile of infections by viral and parasitic agents in children aged 0-10 years and those
over 10 years of quilombo of Abacatal in the 2008-2010 period. Fecal samples from 294
children were collected in the age group 0-10 years and 81 individuals over 10 years,
residents of the community Abacatal, Ananindeua, Para, which had acute diarrhea
board or without diarrhea (controls). The viral diagnosis was made by
immunochromatographic and molecular tests and parasitological by Faust and Hoffman
method. A total of 375 fecal samples were obtained from 177 individuals. The frequency
of viral agents in this study were rotavirus group A rotavirus C and picobirnavirus group
by 6.4% (24/375), 0.3% (1/375) and 1.3% (5/375 ), respectively.The polyacrylamide gel
electrophoresis confirmed the presence of rotavirus in 23 of 10 samples (43.48%)
having short profile of 13 (56.5%) long profile. The presence of intestinal parasites was
observed in 272 (77.94%) samples, and the most common were Ascaris lumbricoides
detected in 13.18% (46/349) of the samples, followed by Trichuris trichiura with 10.88%
(38 / 349), hookworms with 4.01% (14/349) and Strongyloides stercoralis 1.72% (6/349).
Of the 24 samples positive for rotavirus group A the following genotypes were detected:
G2P [4] (12.50%, 3/24); G1P [8] (25.00%, 6/24), G3P [9] (29.20%, 7/24) and G12P [6]
(33.33%, 8/24). Two new genotypes were detected for VP6 genes (118) and NSP1 (A19)
of rotavirus A. Nutritional assessment of 38 children was conducted, showing that 18 4%
(7/38) presented malnourished. This study highlights the need to implement preventive
actions in the community, including education measures for health, vaccination against

rotavirus, and even the implementation of programs to control parasitic infestations.

Keywords: Quilombola Community, intestinal parasites, rotavirus groups A and C,

picobirnavirus, diarrhea.
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1 INTRODUCAO

A doenca diarreica aguda (DDA) é uma das principais causas de morbidade e
mortalidade infantil nos paises em desenvolvimento e um dos fatores que mais contribui
para o agravamento do estado nutricional das criangas. Estima-se que a cada ano, em
todo o mundo, um bilh&do de criangcas padeca dessa enfermidade com mortalidade em
torno de quatro a cinco milhdes de casos (Ciccarelli et al., 2013).

A DDA é uma sindrome causada por diferentes agentes etioldégicos que podem
ser infecciosos ou ndo. Os agentes infecciosos sdo representados por bactérias
(Staphyloccocus aureus, Escherichia coli, Salmonelas, Shigella dysenteria e Vibrio
cholera e suas toxinas), virus (rotavirus dos grupos A, B, C e H, norovirus, calicivirus),
parasitos (Entamoeba histolytica, Balantidium coli, Giardia lamblia) e toxinas naturais
(Brasil, 2009; Ciccarelli et al., 2013).

Os rotavirus se destacam como os principais agentes infecciosos da DDA em
todo mundo, sendo responsaveis por elevado indice de internacdo hospitalar de
criancas com sintomas graves de diarreia podendo levar a mortalidade infantil, tanto em
paises desenvolvidos como em paises em desenvolvimento (Estes, 2001; Matthijnssens
et al., 2011).

No Brasil, os rotavirus sdo 0s principais responsaveis pela morbidade e
mortalidade de DDA em todo estado nacional, com maior incidéncia nas regiées Norte e
Nordeste (Lanzieri et al., 2011; do Carmo et al., 2011; Linhares e Justino, 2014). Em
2006, o Brasil foi o primeiro pais a implantar a vacina contra o rotavirus na Ameérica
Latina. Linhares e Justino (2014) avaliaram o impacto da vacinag&o contra o rotavirus e
a reducdo da mortalidade infantil no Brasil e observaram um declinio de casos apés a
introducgéo da vacina.

O Ministério da Saude do Brasil implantou o sistema de Monitorizacdo das
Doencas Diarreicas Agudas (MDDA) com a principal funcdo de monitorar e prevenir a
DDA com politicas de salde publica nos centros urbanos e areas sentinelas (Brasil,
2009).

Com a abrangéncia da MDDA na vigilancia de areas sentinelas, as comunidades

quilombolas e ribeirinhas receberam maior atencdo das secretarias municipais da saude
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de seus municipios. Algumas comunidades apesar de se localizarem proximas aos
centros urbanos sé@o praticamente isoladas devido as condicbes geograficas que se
encontram. As comunidades quilombolas apresentam-se em condicbes de
vulnerabilidade devido ao descaso de politicas publicas e saneamento basico nessas
comunidades (Oliveira et al., 2011).

O Estado do Paré foi o primeiro a titular terras de quilombo, em 1997. Entre 1997
e 2003, o Instituto de Terras do Para (ITERPA, 2009) regularizou 52 terras quilombolas,
embora ainda 48 comunidades aguardem a conclusdo dos processos de titulacdo de
terras no ITERPA desde 2005 (Oliveira et al., 2011).

A comunidade quilombola do Abacatal, obteve sua titulacdo em 2 de dezembro
de 2008. Esta localizada no municipio de Ananindeua, na regido metropolitana de
Belém, é constituida de 84 familias, com uma area de 265,3472 ha, a qual apresenta
caracteristicas rurais com producdo de subsisténcia, falta de saneamento basico e
dificuldade de acessibilidade & comunidade o que a torna vulneravel (ITERPA, 2009). A
investigacdo epidemiolégica das enteroparasitoses e gastrenterites virais nessa
comunidade se faz necesséaria em razdo de uma possivel intervencédo de tratamento e

controle dessas enfermidades.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Doenca Diarreica Aguda (DDA)

A doenca diarreica é definida como a passagem de trés ou mais evacuacgdes de
fezes amolecidas ou liquidas num periodo de 24 horas e apresenta como quadro
clinico: a) A DDA em geral, € autolimitada, com duracdo de 2 a 14 dias e as formas
variam desde as leves até as graves podendo levar a desidratacdo e distirbios
eletroliticos, principalmente quando associadas a desnutricdo (Ciccarelli et al., 2013).
Por ser uma doenca autolimitada e de manejo relativamente simples, a correta
identificacdo do tratamento hidroeletrolitico necessario e a manutencdo da dieta
habitual da crianca, poder&o evitar mortes e reduzir a morbidade pela doenca, enquanto
se aguarda que a melhoria das condigcbes socioeconémicas da populagdo possa
diminuir a incidéncia da diarreia infantil. No Brasil, com a disseminacdo do uso da
terapia de reidratacdo oral, medida que € de baixo custo e eficacia comprovada, se
observou que o perfil de mortalidade por diarreia sofreu significativa modificagao (Brasil,
2009).

A DDA néo é uma doenca de notificacdo compulséria, em virtude de sua elevada
frequéncia. A vigilancia é feita pela monitorizacdo dos casos isolados e consiste no
registro de dados minimos dos doentes, tais como residéncia, idade, plano de
tratamento em unidades de saulde. Entretanto, a notificacdo de surtos de DDA,
incluindo os rotavirus, € compulséria e imediata (Brasil, 2008; Brasil, 2010a).

O sistema de Monitorizacdo das Doencas Diarreicas Agudas (MDDA) do
Ministério da Saude do Brasil foi criado em 1994. O MDDA é um programa sentinela
onde cada programa de vigilancia epidemiolégica das secretarias municipais da saude
determina a unidade de salde sentinela. Mais recentemente, tem-se trabalhado no
desenvolvimento de vigilancia de espacos geograficos delimitados em centros urbanos,
que tem sido denominada vigilancia de areas sentinelas (Brasil, 2009).

Com a abrangéncia da MDDA na vigilancia de areas sentinelas, as comunidades
quilombolas e ribeirinhas receberam maior atengcéo das secretarias municipais da saude
de seus municipios. Algumas comunidades apesar de se localizarem préximas aos

centros urbanos sé@o praticamente isoladas devido as condicbes geograficas que se
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encontram. As comunidades quilombolas apresentam-se em condicbes de
vulnerabilidade devido ao descaso de politicas publicas e saneamento basico nessas
comunidades (Oliveira et al., 2011).

O modo de transmissdo da DDA pode ocorrer pela via oral ou fecal-oral, sendo
especifico para cada agente etiolégico. A transmissao pode ser 1) indireta: com a
ingestdo de 4gua e alimentos contaminados e contato com objetos contaminados (ex.:
utensilios de cozinha, acessorios de banheiros, equipamentos hospitalares); 2) direta:
pessoa a pessoa (ex.. maos contaminadas) e 3) de animais para as pessoas. Os
manipuladores de alimentos e vetores como as moscas, formigas e baratas, podem
contaminar, principalmente, os alimentos e utensilios, por outro lado, locais de uso
coletivo, tais como escolas, creches, hospitais e penitenciarias apresentam maior risco
de transmissao (Brasil, 2009, Ciccarelli et al., 2013).

O diagnostico etiologico da DDA € laboratorial, por meio de exames
parasitolégicos de fezes, culturas de bactérias e pesquisa de virus. Tal diagnostico é
importante, principalmente na vigéncia de surtos visando orientar as medidas de
controle. Em casos de surto, deve-se solicitar a orientacdo da equipe de vigilancia
epidemioldgica do municipio para a colheita de amostras fecais (Brasil, 2009).

Um surto de DDA é considerado quando hd o aumento do niumero de casos
acima do limite esperado para a populacdo envolvida, naquele periodo especifico. A
ocorréncia de, no minimo, dois casos com o mesmo quadro clinico apés ingestdo do
mesmo alimento ou dgua da mesma origem caracteriza-se como surto de doenca
transmitida por alimento. Para doencas de transmissao hidrica e alimentar considerada
rara para a populagdo envolvida, a ocorréncia de apenas um caso ja é considerada
como surto (Brasil, 2009).

O tratamento da DDA consiste na adocdo de quatro medidas: 1) correcdo da
desidratacéo e do desequilibrio eletrolitico com o uso de solucéo de sais de reidratacao
oral e suplemento de zinco como adjuvante; 2) combate a desnutricdo; 3) uso
adequado de medicamentos especificos quando indicado e 4) prevencdo das
complicagbes (Brasil, 2009; Telmenasi, 2010; WHO, 2013).

No caso de infeccdo por bactérias, a indicacdo de antibioticos deve ocorrer

somente quando o beneficio for inquestionavel, pois a diarreia aguda, na maioria das
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vezes, tem curso autolimitado. Para as diarreias bacterianas podem ser utilizados
alguns antibidticos, como aminoglicosideos, sulfametazol+trimetopim e metronidazol.
N&o ha tratamento para a DDA causada por virus, apenas utiliza-se tratamento de
suporte, como correcdo da desidratacdo e do desequilibrio eletrolitico e tratamento de
outros sintomas apresentados, como nauseas e vOmitos. Para a DDA causada por
parasitos utilizam-se medicamentos como o mebendazol, albendazol e, no caso dos
protozoarios G. lamblia ou E. hystolitica, € recomendado o metronidazol, secnidazol e
nitazoxanida (Brasil, 2009; Dennehy, 2013).

2.2 Principais agentes infecciosos da DDA

2.2.1 Agentes bacterianos

As doengas intestinais de origem bacterianas caracterizam-se principalmente por
diarreia, podendo haver alterac6es ulceroinflamatoérias no intestino delgado ou grosso.
Os mecanismos patogénicos das bactérias podem ser de invasédo direta da mucosa
intestinal, provocando uma resposta inflamatéria do hospedeiro; ingestdo de toxinas
pré-formadas presentes em alimentos contaminados ou a acao toxigénica das toxinas
produzidas no lumen intestinal. Algumas bactérias podem apresentar os dois
mecanismos de acado, de invasao e toxigénica (Cotran et al., 2000; Ciccarelli et al.,
2013).

As principais bactérias dentre outras causadoras de diarreia sdo E. coli

enteroinvasiva, Shigella, Salmonella e Yersinia enterocolitica.

2.2.2 Agentes parasitarios

Os parasitas protozoarios sdo microrganismos unicelulares providos de
motilidade, membranas plasmaticas complacentes e organelas citoplasmaticas
complexas. Alguns protozoéarios induzem enterite por meio de suas estruturas
funcionais associadas a membrana e fatores de viruléncia que alteram as moléculas

celulares hospedeiras e vias de sinalizacdo, levando as lesGes estruturais e funcionais
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na barreira intestinal (Ciccarelli et al., 2013). Os protozoarios Entamoeba histolytica e
Giardia lamblia sé&o os principais agentes parasitarios da DDA.

Muitos helmintos podem causar diarreia e sua importancia depende da
localizac&o geografica, condi¢cdes climaticas, saneamento basico, tratamento de agua e
a condicdo imunologica das criancas. Dentre eles destacam-se: Enterobius
vermicularis, Strongyloides stercoralis, Ascaris lumbricoides, Trichiuris trichiura,

Ancylostoma duodenale e Necator americanos.

2.2.3 Agentes virais

Os virus sao responséaveis por aproximadamente 70% dos casos de DDA em
criancas. As DDA virais sdo de decurso rapido comparado as ocasionadas por bactérias
e quando had uma associacdo entre elas, o risco de vomito e desidratacdo € mais
elevado em comparacdo com aquelas sem infec¢cdes virais. A gravidade da
desidratacdo é significativamente maior em criancas infectadas tanto com astrovirus
guanto com rotavirus do grupo A (Ciccarelli et al; 2013).

Os principais virus causadores de DDA sdo os rotavirus do grupo A, B, C;
astrovirus, adenovirus entéricos; calicivirus humanos (norovirus e sapovirus). Outros
virus como torovirus, coronavirus e picobirnavirus causam gastrenterites em seres
humanos, mas com menor morbidade (Wilhelmi et al., 2003; Lee et al., 2013; Linhares
et al., 2013).

2.2.3.1 Rotavirus

Os rotavirus pertencem a familia Reoviridae, género Rotavirus. A particula viral
infecciosa ou virion mede 70 a 100nm de diametro, ndo possui envelope e apresenta
simetria icosaédrica com tripla camada proteica concéntrica constituida pelos capsideos

externo, intermediério e interno (Figura 1).
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Figura 1. Esquema da particula de RV com a localizacao das proteinas.

[ vp2

Bvrs WP []ve7

(A) Tripla camada intacta do virion com espiculas de VP4 (vermelho) projetadas a partir da VP7 no
capsideo externo (amarelo). (B) Corte transversal na particula viral revelando as trés camadas de
proteina do virion: VP2 (azul), VP6 (verde) e VP7 (amarelo). Nota-se que a base das espiculas de VP4 se
estende até a camada de VP6. (C) Identificagdo das proteinas VP8* e VP5* na regido da proteina VP4
(vermelho). Fonte: Adaptado de Patton, 2012

O core ou capsideo interno contém em seu interior 0 genoma viral que é
constituido por 11 segmentos de RNA de fita dupla (dsRNA), os quais variam de 0,6 a
3,3 kilobases, além da enzima transcriptase e das proteinas VP1, VP2 e VP3. Cada
segmento gendmico regula a sintese de uma proteina viral especifica, com excecao do
11° segmento que sintetiza duas proteinas, a NSP5 e a NSP6. Dessas 12 proteinas
seis sdo estruturais: VP1, VP2, VP3, VP4, VP5 e VP6; e seis ndo estruturais: NSP1,
NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6, de acordo com o demonstrado na Figura 2 (Estes
e Greenberg, 2013; Matthijnssens et al., 2011).
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Figura 2. Demonstracédo dos 11 segmentos gendémicos dos rotavirus e
suas respectivas proteinas.

Segmentos gendmicos Proteinas
1 —
Classe | g —-— \
VP2 -
\ VP3 .
VP4
5
Classe I
6
7
Classe lll 8
9
10
Classe IV

11 ..4 NSP6*

Fonte Adapatado de Desselberger et al.(2009)

O capsideo intermediario é constituido pela proteina VP6, que determina os oitos
grupos ou espécies de roravirus designados de A - H. Os rotavirus dos grupos A, B, C e
H sdo importantes patdégenos entéricos em seres humanos como em outros mamiferos,
enquanto os grupos D, E, F e G foram identificados somente em animais, como
demonstra a Figura 3 (Estes e Greenberg, 2013; Matthijnssens et al., 2012; Molinari et
al., 2015). Apos a infeccdo, anticorpos anti-VP6 sdo facilmente detectados e muitos

testes diagnosticos sdo baseados na sensibilidade imunoldgica dessa proteina. A VP6
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apresenta diferentes epitopos que sao classificados em subgrupos (SG): SGI, SGll,
SGI+ll, SG ndo-l e SG nao-ll (Estes e Greenberg, 2013; Matthijnssens et al., 2008).

Figura 3. Perfis eletroforéticos do genoma dos grupos de rotavirus
associados a infeccdo no homem e outros animais.
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Fonte: Adaptada de Kapikian et al., 2001).
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O capsideo externo é formado pelas proteinas VP4 e VP7, que por serem as

mais externas induzem a resposta imune do hospedeiro na producdo de anticorpos

neutralizantes. A proteina VP4 determina o gendtipo P (sensivel a protease) e a VP7 o

gendtipo G (G de Glicoproteina) (Estes, 2001; Matthijnssens et al., 2008). A proteina

VP4 sofre clivagem por proteases do tipo tripsina produzindo dois polipeptideos, VP8* e

VP5* que induzem independentemente a formacdo de anticorpos neutralizantes

conforme demonstrado na Figura 1C (Settembre et al., 2011).



27

2.2.3.1.1 Proteinas do rotavirus

2.2.3.1.1.1 Proteinas Estruturais (VP)

A proteina VP1, codificada pelo segmento 1 do dsRNA, é constituinte do core
viral e integrante do complexo de replicacdo viral juntamente com a proteina VP3,
atuando como uma RNA polimerase RNA dependente. Entre as proteinas do core é a
Gnica que possui uma sequéncia especifica de reconhecimento ao RNA viral (Li et al.,
2009; Mertens, 2004).

A proteina VP2 (segmento 2) é a proteina que recobre o capsideo interno,
interagindo com o RNA viral e atuando no processo de replicagédo viral devido a sua
capacidade de ligar-se ao dsRNA por meio de seus residuos N-terminais (Jayaram et
al., 2004).

A proteina VP3 (segmento 3) possui atividade metiltransferase, guaniltransferase
e participa do processo de transcricao viral juntamente com a proteina VP1, ligando-se
ao RNA de fita simples (Li et al., 2009).

A proteina VP4 (segmento 4) é composta por 776 aminoacidos, nao é glicosilada
e forma 60 projecBes a partir do capsideo externo de particulas virais maduras (Shaw e
Hempson, 1996; Yeager et al., 1994). E uma hemaglutinina e sofre clivagem proteolitica
por acao da tripsina, resultando na formacéo dos peptideos VP5* (60 kDa, aa 248-776)
e VP8* (28 kDa, aa 1-247), proporcionando o aumento da infectividade viral e a entrada
do virus na célula (Estes e Greenberg, 2013).

A proteina VP6 (segmento 6) compde o capsideo intermediario, sendo a proteina
mais abundante do virion e principal portadora dos determinantes antigénicos que
permitem classificar os rotavirus em diferentes grupos e subgrupos. Essa proteina
exerce um papel importante na estrutura da particula viral devido a interagdo com as
proteinas do capsideo externo (VP4 e VP7) e interno (VP2). Esta envolvida nas duas
principais fungbes do virus que sdo o processo de entrada na célula hospedeira e
transcricdo do dsRNA (Estes e Greenberg, 2013).
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A VP7 é uma glicoproteina do capsideo externo capaz de induzir a sintese de
anticorpos neutralizantes, sendo sintetizada pelo segmento 7, 8 ou 9 dependendo da
amostra viral (Greenberg et al., 1983; Mattion et al., 1994). A proteina VP7 interage com
a VP4 durante o processo de aderéncia e penetracdo, podendo também atuar com as
moléculas da superficie celular do hospedeiro, ap6s a adsor¢cédo (Estes e Greenberg,
2013; Jayaran et al., 2004; Ruiz et al., 2009).

2.2.3.1.1.2 Proteinas Nao Estruturais (NSP)

A proteina NSP1, codificada pelo segmento 5, apresenta associacdes com o
citoesqueleto celular favorecendo a ligagéo do virus a célula. E a proteina viral menos
conservada, mostrando maior variabilidade de sequéncia do que VP4 e VP7. Possui
dominios relativamente conservados (zinc finger), porém ndo se encontram presentes
em todas as variantes, mostrando ndo ser uma proteina essencial a replicacéo viral
(Estes e Greenberg, 2013; Mertens, 2004).

A NSP2 (segmento 8) tem atividade de NTPase e helicase. Se expressa em altos
niveis em células infectadas e esta localizada nos viroplasmas (sitio de montagem das
particulas virais no citoplasma). Sua associacdo com a NSP5 faz com que essas duas
proteinas estejam envolvidas na replicacdo e encapsidacdo do RNA (Estes e Kapikian,
2007; Jayaram et al., 2004; Taraporewala et al., 1999; Taraporewala e Patton, 2001).

A proteina NSP3, codificada pelo segmento 7, estd envolvida na regulacdo da
traducdo. Tem conformacdo de um homodimero que reconhece a sequéncia consenso
3’ do RNA mensageiro (RNAm), o que favorece a tradugcéo dos transcritos de RNAmM
nos ribossomos e ainda previne a degradacdo dos mesmos por nucleases celulares
(Jayaram et.al., 2004).

A NSP4 (segmento 10) € uma glicoproteina transmenbrana com significante
papel na morfogénese e patogénese viral (Estes, 2001; Jagannath et.al., 2006).
Experimentos em modelos murinos demonstraram que esta proteina apresenta uma
potente acdo enterotdxica desencadeando o efluxo de ions CI" e a entrada de agua
para o lumen intestinal, levando um quadro diarreico de natureza secretora (Ball et.al.,
1996; Estes, 2001, Huang et.al., 2004).
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A proteina NSP5, codificada pelo segmento 11, possui atividade de autoquinase
e em células infectadas apresenta formas hipo e hiper fosforiladas (Taraporewala et.al.,
2004). Quando a NSP5 é expressa em células ndo infectadas, a NSP2 induz a hiper
fosforilacdo de NSP5, mostrando a interacdo dessas duas proteinas. Durante o
processo de replicagdo a NSP2, NSP5 e NSP6 estdao associadas na formacdo de
viroplasmas (Estes, 2001).

2.2.3.1.2 Mecanismos de evolucao

O genoma viral € constituido por 11 segmentos de dsRNA com padrdes distintos
para o grupo/espécie de rotavirus. A fita positiva dos segmentos genémicos tem uma
estrutura semelhante, e possui na sua extremidade uma sequéncia 5’-guanidina
seguida de uma sequéncia conservada que faz parte da regiao 5’ nao-codificante. Cada
um dos segmentos de dsRNA possui uma fase de leitura aberta (ORF) para codificacao
da proteina, seguida por um cddon de finalizagcdo e outra regido ndo codificadora,
situada na extremidade 3’, que é finalizada com 3’-citidina terminal conforme
demonstrado na Figura 4 (Estes e Kapikian, 2007). Os onze segmentos de RNA tém
sequéncias de nucleotideo terminal 5’ e 3’ extremamente conservadas: 5’-GGC...ACC-
3’ (Desselbeger, 2014).
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Figura 4. Representacao da estrutura dos genes dos RV.
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Fonte: Adaptado de Estes (2001).

O mecanismo de evolucdo e manutencao dos rotavirus se da pela variabilidade
genética que o seu genoma apresenta. Diferentes mecanismos contribuem para sua
evolucdo tais como: mutacfes pontuais frequentes em todos os segmentos de RNA;
reestruturacdo do genoma que ocorre em células e organismos individuais duplamente
infectados in vivo e muitas vezes envolvidos na transmissdo zoonotica, havendo troca
de segmentos e rearranjos gendmicos, consistindo de duplicagbes parciais ou delecdes
de sequéncias de nucleotideos de segmentos individuais (Desselberger, 2014).
Contudo, os principais mecanismos de evolucdo parecem ser as mutacfes pontuais
gue ocorrem continuamente devido a elevada taxa de erro da RNA polimerase RNA-

dependente (VP1) do rotavirus (Blackhall et al., 1996) e a reestruturacdo gendémica.

2.2.3.1.3 Classificagéao

Os rotavirus séao classificados com base na composicdo antigénica da sua
estrutura. De acordo com a diferenga de massa molecular de cada segmento de RNA,
eles podem ser agrupados e classificados em quatro classes, quando submetidos a

eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA): classe | (segmentos 1, 2, 3 e 4), classe Il
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(segmentos 5 e 6), classe Il (segmentos 7, 8 e 9) e classe IV (segmentos 10 e 11);
como demonstrado na Figura 2. Com base na velocidade de migracdo do 10° e 11°
segmentos que determinam o perfil longo (migracdo rapida), perfil curto (lenta) e perfil
super curto (super lenta) (Estes e Kapikian, 2007).

A classificacdo sorotipo/genoétipo dos rotavirus baseia-se na combinacéo binaria
dos gendtipos G e P. Atualmente, foram caracterizados 27 genotipos G (G1-G27) e pelo
menos 37 genotipos P (Matthijnssens et al., 2011; Trojnar et al., 2013). A determinagéo
dos sorotipos se fundamenta no uso de anticorpos monoclonais especificos (MAbs) e
teste de neutralizacdo, enquanto que a dos gendtipos é feita a partir de técnicas de
biologia molecular, incluindo o sequenciamento nucleotidico e andlise filogenética das
amostras (Estes, 2001; Matthijnssens et al., 2011).

Algumas combinacdes binarias demonstram ser importantes
epidemiologicamente, tais como G1P[8], G3P[8], G4P[8], G2P[4] e G9P[8], e mais
recentemente G12P[8] e G12P[6] (Desselberger, 2014; Santos e Hoshino, 2005).

Matthijnssens et al. (2008) propuseram um novo sistema de classificagcdo dos
rotavirus baseado na identificacdo nucleotidica dos 11 segmentos gendmicos. Assim
sendo, foi formado um grupo de trabalho para classificacdo dos rotavirus (Rotavirus
Classification Working Group — RCWG) composto por virologistas especialistas em
biologia molecular, doencas infecciosas, epidemiologia e em saude publica. O RCWG
tem como funcdo analisar e designar novos gendtipos das sequéncias nucleotidicas
depositadas no banco de dados, mantendo ainda, a colaboracdo com o grupo do
Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (Study Group Reoviridae of the
International Committee on Taxonomy of Virus).

A nova nomenclatura proposta para os rotavirus se baseia na identificacdo
nucleotidica dos 11 segmentos genémicos e é designada por Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-
Nx-Tx-Ex-Hx (x=numero arabico indicando o niumero do genotipo), 0 que representa os
genotipos dos respectiveis genes VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-
NSP4-NSP5/6 (Matthijnssens et al, 2008).

O RCWG ja identificou 52 novos genotipos apds sua criacdo. Até setembro de
2012 ja foram identificados novos genotipos para VP7 (G20-G27), VP4 (P[28]-P[37]),
VP6 (112-117), VP1 (R5-R9), VP2 (C6-C9), VP3 (M7-M8), NSP1 (A15-A18), NSP2 (N6-
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N10), NSP3 (T8-T12), NSP4 (E12-E15) e NSP5/6 (H7-H11) (Matthijnssens et al, 2011;
Papp et al., 2012). Com o aumento do niumero de sequéncias do genoma completo
para ser avaliado, fez-se necessaria a padronizacdo do sistema de nomenclatura para
cada sequéncia depositada de rotavirus. A identificacdo das sequéncias € nomeada
individualmente por RV grupo/espécie de origem/pais de identificacdo/nome
comum/ano de identificacdo/tipo G e P, como, por exemplo, para o protétipo “Wa”:
RVA/Human-tc/lUSA/Wa/1974/G1P[8] (Matthijnssens et al, 2011).

O Quadro 1 resume as principais funcdes que as proteinas desempenham na

morfologia e patogénese do rotavirus, bem como os gendtipos descritos até o presente.

Quadro 1. Genes de rotavirus com seus respectivos genotipos e funcdes.

Gene Segmento | Gendétipo Funcdo da proteina
VP1 1 9R RNA polimerase — RNA dependente
VP2 2 9C Proteina do Core
VP3 3 8M Metiltransferase
VP4 4 37P Sensivel a Protease
VP6 6 171 Capsideo Interno
VP7 9 27G Glicoproteina
NSP1 5 18A Antagonista do Interferon
NSP2 8 10N NTPase
NSP3 7 12T Intensificador da Tradugéo
NSP4 10 14E Enterotoxina
NSP5/NSP6 11 11H Fosfoproteina (pHosphoprptein)

Com a classificacdo dos 11 segmentos gendmicos foi necessario o agrupamento
dessas sequéncias com os grupos dos seis prototipos Wa-like, DS-1-like, Wa-like x DS-
1-like, AU-1-like, Wa-like x bovino e vacinal, formando assim a constelacdo génica
(Matthinssens e Van Ranst, 2012) (Figura 5).
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Figura 5. Constelacbes genotipicas baseadas no protétipo Wa-like e Human DS-1-like
dos RVA.

Amostras Constelagdo

RVA/Human-tc/lUSA/Wa/1974/G1P1A[8]
RVA/Human-tc/USA/P/1974/G3P1A[8)
RVA/Human-wi/USA/DC5115-Bethesda/1977/G4P(8]
RVA/Human-wUBEL/B3458/2003/G9P[8]
RVA/Human-tc/BRAJIAL28/1992/G5P(8) Wa-like
RVA/Human-wi/CIV/6736/2004/G8P(8)
A| RVA/Human-w/NGA/6717ARN/2002/G10P[8]
RVA/Human-wUBGD/Matlab36/2002/G11P(8]
RVA/Human-w/BEL/B4633/2003/G12P[8]
RVA/HUman-{c/AUS/RV3/1977/G3P[6)
RVA/HUman-tc/GBR/ST3/1975/G4P2A[6]
RVA/Human-w/CAM/6782/2000/G8P[6]
RVA/Human-wi/BGD/Dhaka12/2003/G12P[6]

RVA/HUMan-c/USA/DS-1/1976/G2P1B[4
RVA/Human-wUDEU/GER1H/2009/G8P[4
RVA/Human-wi/USA/06-242/2006/G2P[6)
B RVA/Human-wUBEL/F01322/2009/G3P(6] Human DS-1-like
RVA/Human-wUBEL/B1711/2002/G6P[6]
RVA/Human-wl/COD/DRC86/2003/G8P|6]
RVA/Human-wUZAF/GR10924/1999/G9P(6]

Adaptado de Matthinssens e Van Ranst (2012).

2.2.3.1.4 Patogénese e Quadro Clinico

Os rotavirus infectam usualmente os enterdcitos maduros das vilosidades do
intestino delgado. Contudo, ja foram reportados em sitios extraintestinal, incluindo trato
respiratorio, figado, rim, linfonodos e sistema nervoso central (Dennehy, 2008; Ruiz et
al., 2009). A fisiopatologia da doenca diarreica causada por rotavirus é multifatorial,
onde mudanca na homeostase ibnica leva a disfuncéo dos enterdcitos, aumentando a
secrecdo, alterando a motilidade, morte celular e reducdo da absorcdo da superficie
intestinal, portanto a ma absorcédo (Ruiz et al., 2009).

Apresentam como quadro clinico a triade classica: febre, diarreia e vomito. A
forma assintoméatica é mais frequente em adultos, além de neonatos e criancas até seis

meses de idade. A transmissdo ocorre via fecal/oral, por meio de agua e superficie
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ambiental contaminada e uma possivel transmissdo via respiratoria em modelo animal
(Gray et al, 2008; Levy et al, 2009; Okoh et al, 2010, Prince et al, 1986).

O periodo de incubacéo varia de um a dois dias e o quadro clinico persiste em
quatro a sete dias (Desselberger et al., 2009). Estas manifesta¢fes clinicas em conjunto
levam a um quadro grave de desidratacdo e desequilibrio eletrolitico, principalmente
quando associadas a desnutricdo. Os casos mais graves, quando ndo tratados
adequadamente, podem ocasionar o Obito. InfeccBes secundarias por rotavirus séo

clinicamente moderadas ou assintométicas (Gray et al., 2008).

2.2.3.1.5 Vacinas contra rotavirus

A primeira vacina desenvolvida no mundo contra os rotavirus foi a Rotashield®
produzida pela Wyeth Lederle Vaccines. Essa vacina foi licenciada nos Estados Unidos
da América em 1988. O esquema de vacinacdo consistia na aplicacdo de trés doses
aos 2, 4 e 6 meses de idade. Contudo, teve sua comercializacdo suspensa em 1999 em
decorréncia de sua possivel associacdo com o aumento do numero de casos de
intussuscepcao, ou seja, um evento raro de invaginagao da alca intestinal ocasionando
obstrucao intestinal em criangas. Esta vacina era do tipo oral, atenuada e tetravalente,
com rearranjo simio e humano, composta pelos tipos G1, G2, G3 e G4 (Lynch, 2006;
Dennehy, 2008, WHO, 2014).

A partir de entdo, a OMS envidou esfor¢cos no sentido de apoiar estudos com
outras vacinas e que fossem realizados concomitantemente em paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, com especial énfase para observar casos de intussuscepcao.
Atualmente duas vacinas orais encontram-se disponiveis comercialmente: Rotarix®
(GSK Biologicals, Bélgica) e RotaTeq® (Merck, USA) (O'Ryan e Linhares, 2009;
Dennehy, 2008). A vacina Rotarix® foi produzida em 2000 e licenciada em 2005. Ela é
uma vacina oral, atenuada, monovalente de origem humana (G1P[8], cepa RIX4414),
com esquema de administracdo em duas doses aos 2 e 4 meses de idade, com
intervalo minimo entre as duas doses de 4 semanas. Apresenta elevada

imunogenicidade, eficacia e seguranca (WHO, 2014; Desselberger, 2014).
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A vacina RotaTeq'™ foi licenciada em 2006. Ela é uma vacina oral, atenuada,
pentavalente, com rearranjo humano-bovino, contendo os rearranjos de rotavirus G1,
G2, G3, G4 e P1A (gendtipo P[8]), aqui denominado como P1[8]. Apresenta elevada
protecdo contra as formas graves de diarreia, sendo administrada por via oral em trés
doses, para bebés entre 6 e 32 semanas de idade. A primeira dose desta vacina &
administrada entre 6 e 12 semanas de idade com intervalo minimo de 4 semanas entre
as doses (WHO, 2014, Desselberger, 2014).

Além disso, varias vacinas alternativas estdo sendo desenvolvidas com virus
atenuados, particula viral inativada, particulas semelhantes ao virus (virus-like particles-
VLPs) expressas em Baculovirus recombinantes de células de insetos infectados ou em
levedura e vacina de DNA (Desselberger, 2014).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) preconiza o uso mundialmente das
vacinas RotaTeq™ e Rotarix'™ por apresentarem baixo risco de intussuscepcao
(Desselberger, 2014).

Dentre os paises que adotaram a Rotarix®, o Brasil foi o primeiro pais da
América Latina a incluir este imunizante com a denominacdo de Vacina Oral de
Rotavirus Humano (VOHR) em 2006 no calendéario de vacinagdo do Programa Nacional
de Imunizacdo (PNI) do governo nacional. Aradjo et al. ( 2007) demonstraram em
ensaios clinicos de fase Il que a vacina Rotarix'™ apresentou protecdo imunolégica
contra o rotavirus com elevada imunogenicidade e baixa reatogenicidade, e né&o
interferiu  na resposta sérica a outros antigenos vacinais concomitantemente
administrado. Linhares e Justino (2014) demonstraram ainda a efetividade desta vacina
durante os sete anos da introducdo da Rotarix® no PNI do Brasil com reducéo das taxas

de internacdes e 6bito de criancas menores de um ano de idade.

2.2.3.1.6 Epidemiologia

Os rotavirus sdo bem resistentes as condicbes ambientais (Desselberger et al,
2009, Okoh et al, 2010) e séo séo responsaveis pela maioria dos casos de gastrenterite

na populagéo infantil alcancando 31% dos casos se comparado aos Norovirus,
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Calicivirus e Escherichia coli, e ocasionando cerca de 197 mil 6bitos anualmente
(Moraes e Castro, 2012; Lanata et al., 2013).

No Brasil, por meio do programa de Monitorizacdo das Doencas Diarreicas
Agudas do Ministério da Saude, foram registrados quase 1 milhdo e 200 mil casos de
diarréia entre menores de 5 anos em 2004 (Brasil, 2006). As frequéncias de
gastrenterites observadas no Brasil variaram de 12 a 42% entre criancas menores de 6
anos e uma prevaléncia de 36,5% na regido norte (Linhares, 2000). Com a implantacéo
do sistema de imunizacdo contra o RV, observou-se um declinio de casos de
mortalidade e morbidade infantii com DDA causada pela rotavirose (do Carmo et al.,
2011; Lanzieri et al., 2011).

Os genodtipos G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] e G9P[8] sdo os mais prevalentes
em todo mundo, sendo que o gendtipo G1P[8] € o responsavel por mais de 50% de
infeccdo em criangas em todo o mundo (Santos e Hoshino, 2005; Silva et al., 2015).

Estudos relatam uma prevaléncia de rotavirus do grupo A gendtipo G2P[6] em
neonatos de Belém no periodo de 1990-1992 (Linhares et.al., 2002, Mascarenhas et.al.,
2006). Ao longo de duas décadas, o tipo G1 foi responsavel por quase metade das
diarréias associadas aos rotavirus (41,3%), sendo que o genétipo G1P[8] concorreu
com 72,3% das infec¢cbes (Soares, 2006).

Soares e col. (2014) observaram que a prevaléncia da combinacao binéria
G2P[4] foi de 41% e do gendtipo G3P[6] foi de 15% seguido dos demais gendtipos
G1P[8] (8%), G3P[8] (4%), GIP[8] (3%), e G12P[6] (2%) em amostras de Belém, no
periodo de 2011 a 2012. Este estudo realizado no periodo pds-vacina Rotarix® (G1P[8],
cepa RIX4414) demonstrou um declinio substancial do genétipo G1P[8] enquanto que

cepas nado usuais como a G3P[8] comecaram a emergir.
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2.2.3.2 Picobirnavirus

Os picobirnavirus sdo virus icosaédricos, ndo envelopados com 35-41nm de
didametro e pertencentes a familia Picobirnaviridae. Apresentam seu genoma viral

constituido de RNA dupla fita bissegmentado (Figura 6).

Figura 6. Figura representativa do picobirnavirus demostrando seus dois segmentos
genbmicos.

L1 2008

Sweiss Instmute of Bicinformatics T_3
—

Fonte: Swiss Institute of Bioinformatics, 2008. Disponivel em http://viralzone.expasy.org/
all_by species/602.html. Acesso em 2010.
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O tamanho dos segmentos genémicos varia de 2,3-2,6 kb para o segmento 1 e

1,5-1,9 kb para o segmento 2 como demonstrado na Figura 7 (Pereira et al., 1988,

Ganesh et al, 2010, Wakuda et al, 2005).

Figura 7. Representacao esquematica do genoma dsRNA bissegmentado do

Picobirnavirus.

Picobirnavirus Humano

2525

Segmento Gendémico 1 828
ORF2
1 — ORF1
552 aa
224 aa 831

ORF1 ----- UCAUGAAACAGA-----
ORF2 ----- AUCAUGAAACAG-----

Segmento Gendmico 2

94 534 aa

2486

RdRp

[ 1745

Fonte: Adapatado de Wakuda et al., 2005
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Baseado na distancia de migracdo e tamanho dos segmentos 1 e 2 por
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) corado por nitrato de prata, o perfil
eletroforético é classificado em longo, quando o0 segmento 1 apresenta
aproximadamente 2,2-2,7 kb e o segmento 2 apresenta 1,2-1,9 kb e curto, quando o
segmento 1 apresenta aproximadamente 1,75 kb e o segmento 2 possui 1,55 kb; como

demonstrado na Figura 8 (Ganesh et al., 2010).

Figura 8. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (EGPA) corado por prata
mostrando o genoma bissegmentado dos Picobirnavirus.

Segmeént 1 Segment 1

/7
/7

Segment 2

/

Segment 2

(PBV-L) perfil longo do PBV; (PBV-S) perfil curto do PBV em comparagcdo com o perfil gendbmico dos

rotavirus. Fonte: Malik et al., 2014.
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O segmento do gene 1 codifica o capsideo proteico, enquanto que o segmento
do gene 2 codifica a RNA dependente da RNA polimerase (RdRp). Os picobirnavirus
sao classificados em dois genogrupos: | e I, baseado na amplificacdo génica da RNA
dependente da RNA polimerase (gene RdRp) do segmento 2, como demonstrado no
Quadro 2 (Ganesh et al, 2010).

Quadro 2 Segmentos gendmicos dos Picobirnavirus com suas respectivas funcdes e
classificagoes.

Segmento gendmico Funcéo da Proteina Classificacao
Segmento 1 Capsideo proteico
Genogrupo |
Segmento 2 RdRp
Genogrupo Il

A nomenclatura dos picobirnavirus foi uniformizada em 2009 e recomenda que a
determinacao dos genogrupos seja feita como a seguir: Gl ou GllI/ hospedeiro/ pais de
origem/ amostra/ ano de isolamento, p.ex. GI/PBV/human/China/1-CHN-97/1997
(Fregolente et al., 2009; Malik et al., 2014).

Com relacdo a importancia clinica deste agente, os picobirnavirus vém
assumindo destaque, ja que em alguns casos estdo associados a outros
enteropatdogenos, bem como a quadros de gastrenterite tanto em seres humanos
guanto em outros animais (Fregolente et al., 2009; Ganesh et al., 2011; Malik et al.,
2014).

Estdo ainda associados a quadros diarreicos que vai desde o quadro leve a
grave, sendo que em individuos imunodeprimidos o quadro tende a ser mais grave. Em
seres humanos, esta patogenicidade ainda € questionavel, visto que esses agentes ja
foram detectados em casos sintomaticos e assintomaticos. Portanto, sdo considerados

patdgenos diarreicos oportunistas por estarem associados a outros agentes virais
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gatroentéricos, podendo elevar a gravidade dos quadros clinicos (Cascio et al., 1996,
Giordano et al., 2008, Ganesh et al., 2010; Pereira et al., 1993).

2.3 Comunidade quilombola

Quilombo é uma palavra africana designada a um lugar de pouso ou
acampamento, tem origem do quimbundo (ki lombo), ou do umbundo (ochilmbo),
linguas faladas por povos bantus da regido da Angola. Os quilombos eram o lugar
aonde os escravos ou descendentes de escravos negros cujos antepassados no
periodo da escravidao fugiram dos engenhos de cana-de-acucar, fazendas e pequenas
propriedades onde executavam diversos trabalhos bragais para formar pequenos
vilarejos chamados de quilombos. No Brasil, o termo passou a designar comunidades
autbnomas de negros, constituidas a partir de diversos processos, que incluem as
fugas com ocupacao de terras livres e isoladas, as herancas, doacdes, recebimentos de
terras como pagamento de servigos prestados ao Estado, simples permanéncia nas
terras que ocupavam e cultivavam no interior de grandes propriedades, bem como a
compra de terras, tanto durante a vigéncia do sistema escravocrata quanto apos sua
abolicdo (<http://ancestralidadeafricana.org.br/?page_id=117>).

No Brasil, existem quase 2500 comunidades descendentes de quilombo
certificadas pela Fundacéo Cultural Palmares, das quais 157 (6,3%) estédo localizadas
na Regido Sul, 312 (12,6%) na Regido Norte, 343 (13,9%) na Regido Sudeste, 1543
(62,4%) na Regido Nordeste, e 119 (4,8%) na Regido Centro-Oeste
(<http:www.palmares.gov.br>). A maioria dessas comunidades vive em situagdo de
extrema pobreza: 29% deles tém acesso ao servigo de coleta de lixo, 24% a rede de
esgoto, e 56% a agua potavel (Brasil, 2008).

Em se tratando das comunidades quilombolas, no estado do Para séo estimadas
253 comunidades e destas, apenas 79 tém suas terras tituladas e regularizadas pelo
Instituto de Terras do Para (ITERPA). Estas comunidades estéao distribuidas pelas mais

diversas regides do Para com algumas proximas da capital, Belém e outras localizadas
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em regides de dificil acesso como as do Baixo Amazonas, com aproximadamente 28
comunidades. No nordeste paraense existem 41 comunidades, nove na llha do Marajo,
e uma na regido metropolitana de Belém (Marin et.al., 2004).

A maioria destas comunidades localiza-se em areas rurais e apresenta déficit na
cobertura de servicos de saneamento basico e de abastecimento de agua potavel. O
abastecimento de agua na area urbana é de 89,4% e na éarea rural de 25,7%. A
cobertura de rede de esgoto é ainda mais precaria apenas 10,9% na area rural
enquanto que na area urbana € de 75,6% (Souza et al., 2002).

Poucos trabalhos foram descritos em comunidades quilombolas com relacdo a
pesquisa de enteropatdogenos. Pesquisa sobre parasitos intestinais foram realizados em
comunidades do Estado de Minas Gerais, Bahia, Espirito Santos e Goias,
demonstrando a relacdo da presenca de parasitos com as condicdes de higiene e a
falta de saneamento basico (Andrade et al., 2011, Cabral-Miranda et al., 2010, Carvalho
et al., 2012, Damazio et al., 2013, Rangel et al., 2014).

A pesquisa de virus entéricos nas populacdes quilombolas foi pouco estudada.
Foram descritos dois trabalhos sobre norovirus nas comunidades quilombolas do
Estado do Espirito Santos e do Para (Vicentini et al., 2013, Aragdo et al.,2013),

enquanto que o rotavirus ainda nédo foi descrito nas comunidades quilombolas.
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3 JUSTIFICATIVA

A Politica Nacional de Saude Integral da Populacdo Negra vem definir os
principios, objetivos, diretrizes, bem como as estratégias e as responsabilidades de
gestdo, voltados para a saude desta populacdo. Para tanto esta voltada a incluséo de
acOes de cuidado, atencédo, promocao a saude e prevencdo de doencas da populacdo
negra.

No contexto deste segmento populacional, as doencas infecciosas e parasitarias,
aliadas a mé& nutricdo e condi¢des de vida higiénico sanitarias desfavoraveis, tiveram
relevante contribuicAo em toda histéria do Brasil e ainda hoje permanecem como
importantes causas de surtos e 6bitos, principalmente na infancia. A presenca de fluxos
migratorios, os aspectos culturais que refletem no estilo de vida e influenciam as
atividades agricolas, o contato com animais domeésticos e silvestres tornam estas
comunidades vulneraveis a ocorréncia de novas endemias.

No Brasil dados relativos as comunidades vulneraveis, em especial as
comunidades quilombolas sdo escassos. Existem poucos trabalhos descritos nessas
comunidades com relacdo a pesquisa de enteropatdégenos. Parasitos intestinais foram
pesquisados nas comunidades Quilombolas do Estado de Minas Gerais, Bahia, Espirito
Santos e Goias (Andrade et al., 2011, Cabral-Miranda et al., 2010, Carvalho et al.,
2012, Damazio et al., 2013, Rangel et al., 2014). Com relagdo a pesquisa de virus
entéricos foram descritos apenas trés trabalhos sobre norovirus nas comunidades
quilombolas do Estado do Espirito Santos e do Para (Vicentini et al., 2013, Aragao et
al., 2013, Fumian et al., 2012).

Desta maneira, o conhecimento da prevaléncia das doencas diarreicas nessa
populacdo se reveste da maior importancia para que indicadores epidemiolégicos
possam ser produzidos. Portanto, caracterizar o perfil etiolégico da diarreia nos
primeiros anos de vida tem, entre outras finalidades, o estabelecimento de politicas
locais de vigilancia sanitaria, tratamento e profilaxia da doenca diarreica (Souza et al.,
2002).

Diante desse panorama, justifica-se a necessidade da realizacdo de estudos

relacionados a epidemiologia dos enteropatégenos na comunidade quilombola do
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Abacatal, visando buscar informacdes para a construcdo de indicadores que estejam
relacionados, a fim de melhorar a qualidade de vida desta populacéo.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil clinico, epidemioldgico e molecular das infec¢cdes por agentes
virais e parasitarios em criancas e adultos da comunidade quilombola do Abacatal, no
periodo de 2008 a 2010.

4.2 Objetivos Especificos

a) Determinar a frequéncia, distribuicéo etaria e temporal das infecc6es causadas pelos
agentes virais e parasitarios na populacao sob vigilancia;

b) Identificar os agentes parasitarios e virais circulantes na populacéo estudada;

c) Realizar a caracterizacdo genotipica dos rotavirus e picobirnavirus (grupos,
eletroferotipos e gendtipos);

d) Realizar a caracterizacdo gendémica e filogenética dos virus encontrados;

e) Avaliar o estado nutricional e clinico das criancas nessa populagéo
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Aspectos éticos

Este estudo € uma extensdo do projeto intitulado “Avaliagdo clinica,
epidemioldgica e molecular das diarreias por agentes virais e parasitarios entre criancas
da comunidade quilombola do Abacatal, Ananindeua, Para” e foi aprovado pelo comité

de ética de pesquisa envolvendo seres humanos do IEC sob o N° 009/2007 (Anexo 1).

5.2 Area de estudo

A comunidade quilombola do Abacatal é um territorio que foi herdado e marcado
pelas regras de um sistema de parentesco e de organizacdo social, mas singulariza-se
por sua historia e sua identidade social. As familias que nela residem tem origem na
ocupacao dos séculos XVIIlI e XIX e na participacdo de escravos de origem africana na
organizacdo da agricultura comercial que se ligava estreitamente a Belém do Grao Para
(Marin et al., 2004).

Esta localizada no municipio de Ananindeua, Para, situada na mesorregiao
metropolitana de Belém. Possui uma éarea de aproximadamente 308 hectares,
regulamentadas e legalizadas pelo ITERPA (Figuras 9 e 10). E constituida por 84
familias, sendo que a populacao é estimada em 400 habitantes, incluindo 120 criancas
menores de dez anos de idade.

A comunidade quilombola do Abacatal € semi-isolada, pois sua localizacéo € de
dificil acesso com 0s municipios vizinhos, Ananindeua e Marituba (Figura 11). A
comunidade possui apenas uma escola primaria e ndo apresenta infraestrutura de rede
de esgoto, agua encanada na sua e posto de saude. A comunidade cria poucos animais
para sua subsisténcia como suinos, aves e equinos e dispde ainda de animais
domésticos como caninos e felinos (Figura 12).

Toda a economia local vem da agricultura de subsisténcia e da venda de seus

subprodutos nos municipios vizinhos. Esta comunidade desenvolve diversas atividades
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econbmicas, tais como: plantacdo de hortalicas, rocados, producdo e venda de carvao

e farinha, coleta e comercializacdo de acai; e extragdo e venda de madeira e pedra
(Figura 13).

Figura 9. Localizagdo geogréafica da Comunidade Quilombola do Abacatal.
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Figura 10. Mapa da area geografica da Comunidade Quilombola do Abacatal.

Campo de futebol
™

\\\' B,

._\\
Barracdo~« >

N
\

Escola ‘ﬁ

Unidade &
de Saude

futebol

zoagGoogle

onto.de visso

Fonte: Google mapas. https://maps.google.com.br/. Acessado em 21/Jul/2009

48



Figura 11. Estradas de acesso a Comunidade Quilombola do Abacatal.
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Fonte: IEC / Secéo de Virologia / MS.
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Figura 12. Caracteristicas da Comunidade Quilombola do Abacatal.

(A) Fonte de agua utilizada pela maioria dos moradores. (B, C e D) Tipo de moradia predominante: casas
de madeira e barro. (E) Pequena criacdo de suinos para subsisténcia. (F) Criacdo de cédes sem raca
definida como animais de estimacgéo. Fonte: IEC / Secédo de Virologia / MS
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Figura 13. Atividades econ6micas da Comunidade Quilombola do Abacatal.

(A) Extrativismo vegetal. (B) Extracdo de acai. (C e D) Producdo de farinha de mandioca. (E e F)
Comercializacdo dos produtos de subsisténcia nas feiras livres da mesorregido metropolitana de Belém.
Fonte: IEC / Secao de Virologia / MS.
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5.3 Espécimes clinicos

As amostras fecais foram obtidas de 294 criancas na faixa etaria de 0 a 10 anos
e 81 amostras de individuos acima de 10 anos, residentes na comunidade quilombola
do Abacatal, Ananindeua, Para, que apresentaram quadro de diarreia aguda definida
como trés ou mais evacuagfes agquosas ou liquidas acompanhadas de febre, vomitos e
colicas aléem daquelas que ndo apresentaram diarreia (controles).

As amostras fecais foram colhidas no periodo de abril de 2008 a setembro de
2010, por meio de busca ativa, sendo realizadas duas visitas semanais regulares no
periodo mais seco e pelo menos uma visita no periodo mais chuvoso, em razdo da
dificuldade de acesso a comunidade quilombola do Abacatal para colheita de
espécimes clinicos e atendimento médico com aplicacdo de questionario proprio e
individual (Quadro 3).

Quadro 3. Distribuicdo das amostras fecais por faixa etaria e ano de coleta dos
individuos residentes da Comunidade Quilombola do Abacatal.

Idade/ Ano 2008 2009 2010 Total
0-10 68 125 101 294
>10 14 8 59 81

Total 82 133 160 375
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A vacinagédo contra o rotavirus foi introduzida no calendario de vacina¢do do MS
a partir de 2006, e das 20 criancas elegiveis para receber a vacina (0-2 meses) apenas
3 criancas foram imunizadas dos 176 individuos.

Apoés a chegada dos espécimes clinicos no laboratorio, as 375 amostras fecais
obtidas de 177 individuos foram processadas na Secao de Virologia para a pesquisa de
rotavirus e picobirnavirus. Para a realizacdo dos métodos diretos e de sedimentacdo
espontanea visando a identificacdo de helmintos e protozoarios, 349 amostras fecais
foram testadas a partir 174 individuos. Portanto, 26 amostras fecais ndao foram

submetidas ao teste parasitolégico devido a insuficiéncia de material.

5.4 Identificagcdo dos agentes virais

5.4.1 Suspensao fecal

Foram preparadas suspensoes fecais em solugéo salina tamponada (PBS) com
penicilina e estreptomicina visando a extracdo do RNA viral. Em seguida as suspensodes
foram homogeneizadas e centrifugadas a 5500rpm por 10 min a 4°C, seguida da coleta

do sobrenadante, o qual foi armazenado a -20°C até a realizacao dos testes.

5.4.2 Imunocromatografia

Para o diagnéstico inicial de rotavirus da espécie A foi utilizado o teste
imunocromatografico por meio de kit disponivel comercialmente (RIDAQUICK®

Rotavirus), segundo as recomendacdes do fabricante.

5.4.3 Extracao do genoma viral

O genoma viral foi extraido a partir das suspensdes fecais de acordo com o

método descrito por Boom et al. (1990) que consistiu em pipetar 300 puL da suspensao
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fecal em um tubo de 1,5 mL seguido da adicdo de 20 pL de Proteinase K (20mg/mL) e
800 pL de Tampéo L6. ApGs agitou-se em vortex e incubou-se em banho-maria a 56°C
por 10 minutos. A seguir adicionou-se 200 pL de etanol absoluto (96%) gelado e 20uL
de silica seguido de homogeneizacdo em agitador de kline por 20 minutos a TA.
Centrifugou-se a 14.000 rpm por 40 segundos e descartou-se 0 sobrenadante em
frasco contendo NaOH 10N. Adicionou-se 500 pL de Tampé&o L2, homogeneizou-se em
vortex e centrifugou-se a 14.000 rpm por 30 segundos.

O sobrenadante foi descartado em frasco contendo NaOH 10N (gelado) seguido
da adicdo de 500 pL de Etanol a 70%. Homogeneizou-se a mistura em vortex e
centrifugo-se a 14.000 rpm por 40 segundos. Descartou-se o sobrenadante em frasco
contendo NaOH 10N. Adicionou-se ao tubo 500 pL de Acetona, homogeneizou-se em
vortex e centrifugou-se a 14.000 rpm por 40 segundos. Descartou-se novamente o
sobrenadante em frasco contendo NaOH 10N e secou-se 0 sedimento em banho-maria
com a tampa aberta a 56°C por 15 minutos. Adicionou-se 60 pL de agua Rnase free e
homogeneizou-se em vortex seguido de incubacdo em banho-maria a 56°C por 15
minutos novamente com a tampa do banho-maria fechada. Homogeneizou-se em
vortex e centrifugou-se a 14.000 rpm por 5 minutos. Coletou-se cuidadosamente o
sobrenadante (30 a 40uL) e transferiu-se o dsRNA puro para um tubo previamente
identificado seguido de armazenamento a -20°C para a realizacdo dos testes de
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) e amplificagcdo gendmica. O preparo dos

reagentes esta demonstrado no Anexo 2.

5.4.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)

Todos os espécimes fecais foram submetidos a EGPA para andlise dos perfis
eletroforéticos, bem como a deteccdo de amostras eventualmente ndo pertencentes ao
grupo A, de acordo com o procedimento descrito por Pereira et al. (1983) de acordo

com o constante do quadro 4.



Quadro 4. Reagentes para preparo de gel de poliacrilamida
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CUBA PEQUENA (para 2 géis

CUBA GRANDE (para 4 géis

REAGENTES
pequenos) pequenos)
Acrilamida/Bis-acrilamida 3,32 mL 6,64 mL
Tris base 3,74 mL 7,48 mL
Agua destilada 12,56 mL 25,12 mL
Persulfato de amdnia 10%* 400 pL 800 pL
TEMED* 20 uL 40 pL

* Catalisadores

Apoés a polimerizagao, retirou-se o pente e lavou-se com agua destilada. Montou-

se as placas com o gel polimerizado na cuba de eletroforese e preparou-se o tampao

de eletroforese de acordo com o Quadro 5.

Quadro 5. Reagentes para preparo do tampéao de eletroforese.

REAGENTES

CUBA PEQUENA

CUBA GRANDE

Tampao tris glicina 10X

Agua destilada g.s.p.

10 mL
100 mL

25mL
250mL

O tampdao de corrida foi colocado no reservatério e aplicou-se 2uL de azul de

bromofenol juntamente com 10uL da amostra a cada orificio do gel. Conectou-se 0s

eletrodos na cuba de eletroforese e posteriormente conectou-se na fonte selecionada

para 100V, 21mA e 100W. Deixou-se por duas horas (cuba pequena) e quatro horas e

meia (cuba grande). Retirou-se o gel entre as placas ap0s o tempo de corrida e

colocou-se em um recipiente de vidro. Colocou-se o fixador juntamente com o gel que

ficou sob agitagcao orbital a TA por 20 minutos. Desprezou-se o fixador, adicionou-se 0

corante e deixou-se em agitador orbital a TA novamente por 20 minutos. Desprezou-se
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o corante e lavou-se duas vezes com agua destilada. Adicionou-se cerca de 50mL do
revelador, para tirar o excesso do corante, e desprezou-se. Adicionou-se o restante do
revelador e levou-se o gel para visualizacdo do perfil eletroforético de rotavirus em
negatoscopio. ApGs o aparecimento das bandas, desprezou-se o revelador e adicionou-

se a solucéo para parar a reacao (Anexo 3).

5.4.5 Amplificacdo gendmica para rotavirus (espécies A e C) e picobirnavirus

Para identificagdo do rotavirus da espécie C foi realizada uma RT-PCR usando
os iniciadores C1/C4 (gene VP6), amplificando um produto de 354pb seguido da
Nested-PCR para o gene VP6 com os iniciadores BMJ281/C3 produzindo um produto
de 240pb (Gouvea et al., 1991). Para o gene VP7 foi utilizado os iniciadores G8S/G8A
amplificando um produto de 1063pb (Kuzuya et al., 1996).

Para deteccdo de picobirnavirus os inicidores PicoB25-PicoB43 (RdRp gene)

foram utilizados para determinar o genogrupo |, segundo Rosen et al., 2000 (Quadro 6).

Quadro 6. Lista de iniciadores usados na amplificacdo dos genes VP6, VP7 dos RVA e
Seg 2 PBV.

Amplicon
Gene Nor_ne o Sequéncia ou posicao Referéncias
primer do primer
(pb)
Gouvea et al.,
VP6 C1 5CTCGATGCTACTACAGAATCAG3’ 354
(1991)
C4 5 AGCCACATAGTTCACATTTCATCC3’
Kuzuya et al.,
VP7 G8S 5GGCATTTAAAAAAGAAGAAGCTGTY® 1063 (1996)
G8A 5AGCCACATGATCTTGTTTACGC3
Gouvea et al.,
Nested VP6 BMJ281 5TCAGCRATGCCAGCTGGAAC3 250 (1991)
C3 5GGGATCATCCACGTCATGCG3’
PBV Rosen et al.,
PicoB25 5TGGTGTGGATGTTTC3 201
Genogrupo | (2000)
PicoB43 5A(G,A)TG(C,T)A(G,A)TG(C, T) TGGTCGAACTTY
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A reacdo em cadeia mediada pela polimerase precedida de transcricdo reversa
(RT-PCR) foi desenvolvida para os genes VP1, VP2, VP3, VP4, VP6, VP7, NSP1,
NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 de acordo com o preconizado por Nakagomi e Kaga, 1995
(NSP1), Matthijnssens et al., 2006 (NSP3 e NSP5), Cunliffe et al., 1997 (NSP4),
Varghese et al. 2006 (VP1, VP2 e VP3), Gentsch et al., 1992 (VP4), Iturriza-Gomara et
al., 2002 (VP6), Das et al., 1994 e Gouvea et al., 1990 (VP7), como descrito no Quadro
7.

As reacdes de RT-PCR e PCR foram padronizadas com Tampdao de reacao 1X,
200 pM de cada dNTP, 2 mM de MgCl, 0,2 U RT polimerase (Invitrogen), 0,5 U Taq
DNA polimerase (Invitrogem) e 20 pmoles de oligonucleotideos.

A reacdo de PCR foi padronizada nas seguintes condicdes de ciclagem:
Picobirnavirus Genogrupo | (94°C — 5 min, 94°C — 1 min, 42°C — 2 min, 72°C — 1 min,
30 ciclos, 72°C — 10 min) ; RVC VP6 e VP7 (94°C — 5 min, 94°C — 1 min, 50°C — 1 min,
72°C — 1 min, 30 ciclos, 72°C — 10 min) ; RVC Nested-PCR VP6 (94°C — 5 min, 94°C —
30 seg, 48°C — 30 seqg, 72°C — 45 seq, 30 ciclos, 72°C — 10 min) ; RVA VP4, VP7 e
NSP4 (94°C — 5 min,94°C — 1 min, 42°C — 2 min, 72°C — 1 min, 30 ciclos, 72°C — 10
min) ; RVA VP6, VP1, VP2 e VP3 (94°C — 5 min,94°C — 1 min, 55°C — 2 min, 72°C -1
min, 30 ciclos, 72°C — 10 min) ; RVA NSP1, NSP2, NSP3 e NSP5 (94°C — 5 min,94°C —
1 min, 45°C — 2 min, 72°C — 1 min, 30 ciclos, 72°C — 10 min).



Quadro 7. Sequéncia de iniciadores usados para a amplificacdo dos genes estruturais e ndo estruturais dos rotavirus por RT-

PCR.
Amplicon ou posigao do
Gene Nome do primer Sequéncia primer (pb) Referéncias
NSP1 NSP1F 5"-GGG CTT TTT TTT GAA AAG TC-3’ 1565 Nakagomi e Kaga. (1995)
NSP1R 5-GGT CAC ATT TTATGC TGC CTA-3’
NSP2 K-NSP2F 5-GGC TTT TAA AGC GTC TCA GTC-3’ 1038 Mijatovic-Rustempasic et al. (2011)
K-NSP2R 5- GT CAC ATA AGC GCT TTC TAT-3’
NSP3 GEN-NSP3F 5-GGC TTT TAATGC TTT TCA GTG-3 1062 Matthijnssens et al. (2006)
GEN-NSP3R 5°- ACA TAA CGC CCC TAT AGC-3
NSP4 JRG 30 F 5-GGC TTTTAAAAGTTCTGTT-3 738 Cunliffe et al. (1997)
JRG 31R 5-ACCATTCCTTCCATTAAC-3
NSP5 GEN-NSP5F 5-GGC TTT TAA AGC GCT ACA G-3° 664 Matthijnssens et al. (2006)
GEN-NSP5R 5-GGT CAC AAA ACG GGA GT-3°
VP1 VP1F 5-GGCTATTAAAGCTGTACAATGGG-3’ 686 Varghese et al. (2006)
VPI1R 5-TAATCCTCATGAGAAAACACTGAC-3’
VP2 VP2F 5-GGCTATTAAAGGCTCAATGGCG-3' 686 Varghese et al. (2006)
VP2IR 5-CTTCATCTTGAAATATAGCAATCAC-3’
VP3 VP3F 5-GGCTATTAAAGCAGTACCAGTAG-3’ 702 Varghese et al. (2006)
VP3IR 5-GTAAACATAGATTCATTACGCGGACC-3
VP4 Com 4 con3 F 5-TGG CTT CGC CAT TTT ATA GAC A-3' 876 Gentsch et al. (1992)
Con4con 2R 5-ATT TCG GAC CAT TTA TAACC-3’
VP6 FVP6 5-GGCTTTTAAACGAAGTCTTC-3 1356 Both et al., (1984)
RVP6 5-GGTCACATCCTCTCACTACA-3’
VP7 9conl F 5-TAT TAC ATT GCATTT CTT TCC-3' 904 Das et al. (1994)
9con2 R 5'-GTA TAA AAT ACT TGC CAC CA-3'
VP7 Beg9 F 5"GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG-3 1062 Gouvea et al. (1990)
End9 R 5-GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG-3"

8%
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5.4.6 Sequenciamento dos “amplicons” e anadlise filogenética dos genes
VP1, VP2, VP3, VP4, VP6, VP7, NSP1, NSP2 NSP3, NSP4 e NSP5.

Os produtos da PCR foram purificados por meio do QIAquick PCR purification kit
(Qiagen, CA, USA) e, posteriormente, sequenciados com 0s mesmos iniciadores
utilizados nas reacfes de RT-PCR. O sequenciamento foi realizado utilizando-se o kit
comercial BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1(Applied Biosystems, CA, USA).
Foi realizada a precipitagdo em etanol/isopropanol e o DNA foi ressuspenso em
formamida. A eletroforese foi realizada no sequenciador automatico ABI Prism 3130xl
(Applied Biosystems). As sequéncias obtidas dos respectivos genes foram alinhadas e
editadas no BioEdit Sequence Alignment Editor (version 6.0.5.2) e submetidas a analise
filogenética utilizando o software MEGA3 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis —
version 3.0.0.41). As distancias calculadas entre as sequéncias foram analisadas pelo
algoritmo de Neighbor-joining, baseado no método de estimativa de distancia de
Tajima-Nei parametros. A “validez estatistica” (robustness) foi calculada mediante a
realizacdo de 1.000 pseudo-réplicas por meio do método de bootstraps.

As amostras de referéncia e prototipos para os genes em estudo foram obtidas
no GenBank do National Center for Biotechnology Information, USA
(www.ncbi.nim.nih.go/Blast/) e as sequéncias de nucleotideos foram comparadas com
aquelas disponiveis no GeneBank para que fossem definidos os dendogramas

correspondentes.

5.5 Identificacdo dos enteroparasitas

Os exames parasitologicos foram realizados a partir das 349 amostras de fezes
coletadas de 174 individuos. Das 375 amostras coletadas, 26 amostras ndo foram
submetidas ao teste parasitoldgico por insuficiéncia de material.

Os espécimes fecais foram analisados sob microscopia de luz, para pesquisa de
formas evolutivas de protozoarios e helmintos apés emprego dos métodos de

sedimentacdo expontanea, Baermann-Moraes e exame direto (salina/lugol) (Hoffman et


http://www.ncbi.nlm.nih.go/Blast/
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al., 1934; Faust et al., 1939). Duas laminas por cada amostra foram analisadas para

detectar parasitas usando microscopio 6ptico com lente objetiva de 100x e 400x.

5.6 Analise estatistica

Os dados clinico e epidemioldgicos foram coletados por meio de uma ficha
(Apéndice B) e inseridos em planilhas no Programa Microsoft Excel 2010. Os dados foram
processados e as frequéncias e percentuais calculados e apresentados sob a forma de
tabelas e gréficos. A analise estatistica foi realizada pelo Programa Graph Pad Prism 5.0 e
BioEstat 5.0, utilizando os testes ndo paramétricos Qui-quadrado (x°) de particdo, Qui-
quadrado para tabelas de contingéncia, Teste G de Willams e Teste Binomial para 2

proporcdes, estabelecendo nivel de significancia com p<0.05.

5.7 Dados clinicos e epidemiologicos

Os dados epidemiolégicos foram obtidos por meio do preenchimento das fichas
clinico epidemioldgicas (Apéndice B) e apds avaliacdo médica e nutricional. Todos 0s
individuos foram clinicamente avaliados e posteriormente tratados.

A intensidade do quadro clinico da gastrenterite foi avaliada por uma médica
pediatra pertencente ao estudo sendo definida como episédio de intensidade leve
somente a presenca de diarreia, moderado a presenca de diarreia e episodios de
vomitos e grave a ocorréncia de diarreia, vomitos e febre, conjuntamente. As criancas
que ndo apresentaram nenhum dos trés sinais/sintomas foram consideradas como
assintomaticas ou controles.

A avaliacéo nutricional foi realizada por uma nutricionista em 38 criancas de 0 a
10 anos de ambos os sexos residentes na Comunidade Quilombola do Abacatal no
periodo de abril a dezembro de 2010. Os parametros antropométricos utilizados foram
peso, estatura e idade. Como parametro dietético utilizou-se o recordatério alimentar de
24horas. Para se avaliar o estado nutricional das criangcas foi utilizado o indice

antropométrico Peso/ldade, Estatura/ldade, Peso/Estatura, IMC/Idade e o ponto de
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corte expresso em unidades de desvio-padréo ou escore Z recomendado pela OMS e
adotado pelo Ministério da Saude (2008).

6 RESULTADOS

6.1 Deteccao dos agentes virais

De abril de 2008 a setembro de 2010 foram obtidas 375 amostras de fezes
provenientes de 177 individuos incluindo 113 (63,84%) criancas de 0 a 10 anos e 64
(36,16%) individuos acima de 10 anos, com quadro clinico diarreico além de nao
diarreicos (controles). Das 375 amostras 112 (30%) e 263 (70%) amostras foram
coletadas de 64 individuos com quadro clinico diarreico e 113 individuos sem diarreia,

respectivamente (Quadros 8 e 9).

Quadro 8. Numero de amostras coletadas por individuos com relacdo ao quadro
clinico, durante o periodo de 2008 a 2010 na comunidade quilombola do Abacatal.

Quadro Clinico

N° de individuos

N° de amostras

Diarreico 64 112
N&ao Diarreico 113 263
Total 177 375
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Quadro 9. Numero de amostras coletadas por individuos com relacdo a idade e ao
quadro clinico, na comunidade quilombola do Abacatal, durante o periodo de 2008 a

2010.
. N° de individuos N° de amostras
Idade/anos Quadro Clinico n=177 n=375
0-10 Diarreico 44 90
Nao Diarreico 69 204
Total 113 294
>10 Diarreico 20 22
Nao Diarreico 44 59
Total 64 81

Os espécimes fecais foram processados pelo

teste de triagem por

imunocromatografia (RIDAQUICK® Rotavirus) e confirmados por eletroforese em gel de

poliacrilamida (EGPA). Das 375 amostras testadas pelo teste imunocromatografico, 23
(6,13%), resultaram positivas para RVA, 5 (1,33%), indeterminadas e 347 (92,54%),

negativas (Figura 14).
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Figura 14. Teste imunocromatografico para deteccdo de RVA (RIDAQUICK®
Rotavirus).

Amostras RVA negativas: 2, 3, 8, 9 e 11; Amostras RVA positivas: 1, 4, 5, 6, 7,10, 12 e 13. As amostras
positivas apresentam as linhas azuis e vermelhas, enquanto que as amostras negativas apresentam
apenas a linha azul. Fonte: Autoria do autor

A EGPA confirmou a presenca de RVA nas 23 amostras positivas para
RIDAQUICK ® com 10 (43,48%) amostras apresentando perfil curto e 13 (56,52%),
perfil longo.—Naquelas amostras que se apresentaram indeterminadas pelo teste
RIDAQUICK®, a EGPA confirmou a presenca de uma amostra positiva para
picobirnavirus e nas amostras negativas foi confirmada a presenca de quatro amostras
positivas para picobirnavirus, uma amostra positiva para RVA perfil curto e uma
amostra RVC (Quadro 10).

Quadro 10. Resultados dos testes RIDAQUICK ® e EGPA das amostras coletadas na
comunidade quilombola do Abacatal, durante o periodo de 2008 a 2010.

Amostras Teste RIDAQUICK ® EGPA
Positiva 23 23 RVA
Indeterminada 5 1 PBV
4 PBV

Negativa 347 1 RVA

1 RVC
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As frequéncias dos agentes virais encontrados no presente estudo foram: RVA
6,4% (24/375), RVC 0,3% (1/375) e PBV 1,3% (5/375), todos confirmados por RT-PCR
(Figura 15).

Figura 15. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (EGPA) dos agentes virais.

& o 10§ N 2 Bl 4 5 6 (% 9 10 1%

A B
(A) 1, 2, 4, 9,10 e 11 - Amostras RVA perfil curto; 3, 5, 6 e 7 - Amostras RVA perfil longo; 8 - Amostra

PBV positiva. (B) 1 - Controle RVA perfil longo; 2 - Controle RVA perfil curto; 10 - Amostra RVC. Fonte:
Autor.
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Os PBV apresentaram uma frequéncia de 1,3% (5/375), sendo 2,7% (3/110) em
pacientes diarreicos e 0,7% (2/265) no grupo assintomatico. As amostras foram
submetidas a EGPA, mostrando dois segmentos gendmicos como demonstrado na
figura 10A e confirmada por reacdo em cadeia mediada por RT-PCR e sequenciamento
do produto amplificado, como sendo genogrupo |, como demonstrado pela amplificacéo
do produto de 240 pb (Figura 16).

Figura 16. Deteccdo de Picobirnavirus do Genogrupo | por RT-PCR e visualizado em
gel de agarose 1,5%, corado por Syber Safe.

1 2 3 4 5 PM

«240pb

(1, 2 e 4) Amostras Negativas; (3 e 5) Amostras Positivas (fragmento de 240pb); (PM) Peso molecular de
123pb.
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O PBYV foi detectado em duas amostras provenientes de crian¢gas menores de 10
anos nao diarreicas e em trés amostras diarreicas, incluindo criangas e adultos, sendo
(2/3) apresentando quadro clinico leve e (1/3), moderado.

O rotavirus do grupo C foi confirmado com a amplificacdo dos genes VP6 e VP7
por RT-PCR (Figura 17).

Figura 17. Eletroforese em gel de agarose mostrando RT-PCR e Nested-PCR dos
genes VP6 e VP7 de RVC corados com Syber Green.

RT-PCR VP6 NESTED PCR VP6 RT-PCR VP7
1 2 3 PM 1 2 3 3

1063ph—> NS

356pb—> () am
-

(1) Controle negativo; (2) Controle positivo para RVC; (3) Amostra positiva RVC; (PM) Marcador de peso
molecular de 123 pares de base.
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A Figura 18 mostra a distribuicdo temporal dos agentes virais associados ou néo
a casos de gastrenterite em criancas e adultos. Os RVA foram observados durante os
trés anos de estudo, e o0 RVC foi detectado em um paciente diarreico apenas no ano de
2008. Neste mesmo periodo, o RVA foi detectado em 3,6% (3/82) dos casos e em 2009
apenas uma amostra foi positiva (0,77%; 1/133). J& no periodo de 2010 foi registrado
um surto causado por RVA envolvendo criancas e adultos durante julho-setembro, com
uma taxa de positividade global de 12,5% (20/160). Destes, 16 eram de pacientes com

diarreia e 4 de individuos nao diarreicos.

Figura 18. Distribuicdo dos agentes virais na comunidade quilombola do Abacatal entre
2008 a 2010.

25
20
15
10 PBV
mRVC

5 mRVA
0 || l [ |

2 28 52 2 5 &5 & 7

2008 n=82 2009 n=133 2010 n=160

PVB:Picobirnavirus, RVC: Rotavirus do grupo C, RVA: Rotavirus do grupo A
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A Tabela 1 mostra as frequéncias de virus entéricos de acordo com a distribuicdo
etéria e caracteristicas clinicas. Os RV foram detectados com maior frequéncia em

pacientes adultos com diarreia (p<0,05).

Tabela 1. Deteccdo de rotavirus e picobirnavirus em amostras fecais dos grupos
diarreicos e nao diarreicos na Comunidade Quilombola do Abacatal no periodo de abril
de 2008 a setembro de 2010.

RVA PBV
Positivo % p-valor Positivo % p- valor

Idade/anos

0-1 (n=35) 1 2,9 - 0 0 -

>1-5 (n=162) 7 4,3 0,74 1 0,6 0,77

>5-10 (n=97) 7 7.2 0,29 2 2,1 0,27

>10 (n=81) 9 11,1 0,05* 2 2,5 0,31
Grupo

Diarreico (n=112) 20 18,2 0,001* 3 2,7 0,2

N&o diarreico (n=263) 4 15 - 2 0,7 0,3

Teste Qui-quadrado de particdo
*Estatisticamente significante
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6.2 Deteccao dos agentes parasitarios

Os exames parasitologicos foram realizados em 349 amostras de fezes
coletadas de 174 individuos. A presenca de enteroparasitas foi observada em 272
(77,94%) amostras e a auséncia em 77 (22,06%) amostras. Individuos mono
parasitados apresentaram uma frequéncia de 28,67% (78/272), enquanto que aqueles
poli parasitados com pelo menos dois parasitas foram de 71,33% (194/272) nos grupos
com e sem diarreia. A infeccdo poli parasitaria apresentou-se maior no grupo nao
diarreico com 72,81% (p=0,0019) com pelo menos dois parasitas e 44,17% nas
amostras e com mais de dois parasitas como demonstrado na tabela 2. Um individuo

nao diarreico apresentou infeccdo poli parasitaria com 8 (0,48%) parasitos entéricos.

Tabela 2. Frequéncia de infec¢des parasitarias encontradas nas fezes de criangas e
adultos com e sem diarreia da comunidade quilombola do Abacatal.

Infeccéo Grupos Total
parasitaria Diarreico (n=106)  Nao diarreico (n=243) n=349
Negativo 40 (37,73%) 37 (15,23%) 77 (22,06%)
Positivo 66 (62,27%) 206(84,77%) 272 (77,94%) *
Mono parasita 22 (33,33%) 56 (27,18%) 78 (28,67%)
Poli parasita 44 (66,66%) 150 (72,81%) 194 (55,59%) **
Teste Qui-quadrado: Tabela de Contingéncia

*p=0,0001

**p=0,0019

A Tabela 3 apresenta as frequéncias de parasitas associados a distribuicao
etaria e caracteristicas clinicas. Das 349 amostras positivas, o helminto mais frequente

foi o Ascaris lumbricoides detectado em 13,18% (46/349) das amostras, seguido por
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Trichuris trichiura com 10,89%, ancilostomideos com 4,01% e Strongyloides stercoralis
1,72%. Com relacdo aos protozoarios, a Entamoeba histolytica/dispar foi a mais
frequente com 27,80%, seguida da Endolimax nana (15,47%), E. coli com 12,03% e
Giardia lamblia (10,02%). O grupo nao diarreico apresentou maior frequéncia de E.
histolytic/dispar, E. nana, E. coli, enquanto que no grupo diarreico houve maior

frequéncia de A. lumbricoides, T. trichiuras e ancilostomideo.

Tabela 3. Frequéncia dos agentes parasitarios encontrados nas fezes de criancas e

adultos com e sem diarreia da comunidade quilombola do Abacatal.

Agente parasitario Grupo Total p-valor
n=349

Diarreico N&o diarreico

(n=106) (n=243)
E. histolytica/dispar 20 (18,86%) 77 (31,68%) 97 (27,80%) <0,01*
E. nana 19(17,92%)  35(14,40%) 54 (15,47%) <0,05%
E. coli 11 (10,38%)  31(12,75%) 42 (12,03%) <0,01*
G. lamblia 15(14,15%) 20 (8,23%) 35 (10,02%) >0,05
B. hominis 11(10,38%) 8 (3,29%) 19 (5,44%) >0,05
Entamoebas 0 (0,00%) 3 (1,23%) 3 (0,86%) >0,05
|. butschlii 1 (0,94%) 1 (0,41%) 2 (0,57%) >0,05
A. lumbricéides 29 (27,35%) 17 (7,00%) 46 (13,18%) <0,05%
T. trichiuras 26 (24,53%) 12 (4,93%) 38 (10,89%) <0,01*
Ancilostomideo 12(11,32%) 2 (0,82%) 14 (4,01%) <0,01*
S. stercoralis 2 (1,88%) 4 (1,65%) 6 (1,72%) >0,05
Leveduras 2 (1,88%) 3 (1,23%) 5 (1,43%) >0,05

Teste Binomial

* Altamente significante

** Significante
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Com relacéo a presenca de parasitos por faixa etaria foi observada a frequéncia
dos enteroparasitas nos grupos diarreico e ndo diarreico entre as faixas etarias acima
de 0 anos até os 10 anos (p=0,5975), ndo houve diferencas entre 0os grupos, como

demonstrado na tabela 4.

Tabela 4. Frequéncia de enteroparasitas em individuos diarreicos e nao diarreicos por
faixa etaria na populacdo quilombola do Abacatal no periodo de abril de 2008 a
setembro de 2010.

Idade/Anos Enteroparasitas

Diarreico (n=66) N&ao diarreico (n=206)
0-1 4 (6,06%) 5 (2,42%)
>1-5 25 (37,87%) 82 (39,8%)
>5-10 23 (34,84%) 70 (33,98%)
>10 14 (21,21%) 49 (23,78%)

Teste G de William, p=0,5975

Das 30 amostras fecais positivas para os agentes virais RVA, RVC e PBV,
86,66% (26/30) foram detectados no grupo diarreico enquanto que 23,33% (4/30) foram
no grupo nao diarreico. Os RVA e os PBV apresentaram maior frequéncia no grupo
diarreico. Os pacientes apresentaram quadro clinico moderado em 73,33% dos casos,
nos casos clinico leve em 16,66% e 10% apresentaram-se assintomatico (tabela 5).

Com relacdo a associagao entre virus e parasitas, observou-se uma frequéncia
de casos virais com infeccdo poli parasitaria em 53,33% (16/30) e com quadro clinico
moderado (73,33%; 22/30). Os RVA foram detectados em 91,66% do grupo diarreico
com 45,83% (11/24) individuos poli infectados com enteroparasitas e apresentando
quadro clinico moderado em 83,33% dos pacientes. O RVC foi detectado em apenas
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uma amostra fecal do grupo diarreico e apresentando quadro clinico moderado e poli

infectado com enteroparasitas. Os PBV foram detectados em 60% (3/5) no grupo

diarreico e 40% no grupo nao diarreico (2/5). Com relacdo a coinfec¢cdo, os PBV

apresentaram 80% (4/5) associados com poli parasitaria e 20% (1/5) mono parasitaria e

com o quadro clinico normal ou assintomético (40%), leve (40%) e moderado (20%)

como demonstrado na tabela 5.

Tabela 5. Associacéo entre as infec¢des virais e parasitarias e aspectos clinicos dos
pacientes da comunidade quilombola do Abacatal no periodo de abril de 2008 a

setembro de 2010.

Infeccéo parasitaria Grupo Quadro Clinico
0 Q o —~ _ 8
L’ = ) 'CDE = 'g c z - §
RVA 4 11 5 4 22 (p=0,3)* 2 (p=0,01)* | 1 3 20
RVC 0 1 0 0 1 0 0 0 1
PBV 1 4 0 0 3(p=0,004)** 2(p=0,001)** | 2 2 1

Teste G de Williams, p=0,67
Teste Binomial, *p=0,0001, **p=0,03
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Frequéncias de vomito, febre e dor abdominal foi de 41,5%, 46,3% e 58,5% em
criancas com diarreia, respectivamente, enquanto que as criangas nao diarreicas
mostraram 5%, 3,4% e 30,5% destes sintomas, com um valor estatisticamente
significativo (Tabela 6).

Com relagédo ao aleitamento materno 70 (70/177; 39,54%) criancas na faixa

etaria de 0-3 anos idade receberam o aleitamento materno de forma néo exclusiva.

Tabela 6. Sintomas clinicos das criangas da comunidade quilombola do Abacatal.

N&ao diarreico, mas

Diarreico sintomatico.
Sintomas (n=41) % (n=59) % p-valor
Vomito 17 41,5 3 5,0 0,0008
Anorexia 25 61,0 21 35,6 0,1847
Febre 19 46,3 2 3.4 0,0001
Dor abdominal 24 58,5 18 30,5 0,1146
Nauseas 7 17,1 6 10,2 0,5597

Teste Qui-quadrado de particdo
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O presente estudo incluiu a avaliagdo nutricional de 38 criancas de 0-10 anos, de
ambos os sexos, sendo 31/38 (81,6%) classificadas como eutréficas e 7/38 (18,4%)
como desnutridas. Destas, 1/7 (14,3%) apresentaram risco nutricional, 5/7 (71,4%)

desnutricdo aguda grave, e 1/7 (14,3%) desnutricdo cronica (Figura 19).

Figura 19. Distribuicdo do estado nutricional nas criancas avaliadas da
Comunidade Quilombola do Abacatal, Ananindeua, PA.

___'_,.-'-"'
.-'-"'"--l
-
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BEUEI" Des ) 83,3%
0% 15,8%
""-a..___\ EH:
T 1 16,7%

Eut: Eutrdfico; Des: Desnutridos; RM: Risco nutricional; DA: Desnutrigio aguda; DC: Desnutrigio cronica
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No que diz respeito aos indicadores peso/idade e IMC/idade, 32 crianc¢as (84,2%)

apresentaram-se eutroficas e seis (15,8%) desnutridas. Com relacdo a estatura/idade

35 criancas (92,1%) apresentaram-se eutroficas e trés (7,9%) desnutridas. Ja para o

parametro peso/estatura 13 criancas (86,7%) eram eutroficas e duas (13,3%)

desnutridas (Figura 20).

Figura 20. Distribuicho do estado nutricional

de acordo com os indicadores

antropométricos: peso/idade, estatura/idade, peso/estatura e IMC/idade nas criancas da
Comunidade Quilombola do Abacatal, Ananindeua, PA.
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* Criangas menores de cinco anos

Das 38 criancas analisadas nos parametros peso/idade e IMC/idade foram

encontradas: 13 criancas eutroficas menores de cinco anos e 19 maiores de cinco
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anos. Entre as desnutridas, duas eram menores de cinco anos e quatro, acima de cinco
anos (Figura 21).

No parametro estatura/idade, apenas duas criancas menores de cinco anos
apresentaram estatura abaixo da esperada para a idade. As demais analisadas
apresentaram estatura adequada para a idade.

O parametro peso/estatura é utilizado somente em criancas menores de cinco

anos e mostrou que 13 criangas eram eutroficas e duas desnutridas.

Figura 21. Distribuicdo do estado nutricional de acordo com os indicadores
antropomeétricos: pesof/idade, estatura/idade, peso/estatura e IMC/idade em criancas

menores e maiores de cinco anos residentes na Comunidade Quilombola do Abacatal,

Eut<5a Eut>5a [] Desn<5a Desn»>5a
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N° DE CASOS
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Pesolidade Estaturalidade Pesol/estatura’ IMC/idade

* criancas menores de Cnco anos

Eut < Sa (Eutréficos com menos de 5 anos) Eut > 5a (Eutrdficos com mais de 5 anos)
Desn < 5a (Desnutrido com menos de 5 anos) Desn > 5a (Desnutrido com mais de 5 anos)
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6.3 Caracterizacdo genotipica dos 11 segmentos dos Rotavirus do
grupo A

No periodo de 2008 a 2010 foram coletados 375 amostras fecais sendo 112 de
casos diarreicos e 263 de casos nao diarreicos. O RVA foi detectado no periodo de
2008 em trés amostras, enquanto que em 2009 apenas em uma amostra. Em 2010
ocorreu um surto de diarreia que acometeu 39,37% (63/160) dos casos envolvendo
adultos e criancas. Neste surto foram detectados 20 casos positivos para RVA dos
quais 16 casos foram em pacientes diarreices e 04 em ndo diarreicos (Tabela 7).

A tabela 7 demonstra a caracterizacdo genotipica dos RVA ao longo deste
estudo com a ocorréncia dos genoétipos G2P[4], G12P[6], G1P[8] e G3P[9]. Os
gendtipos G2P[4] e G12P6 apresentaram perfil curto enquanto que os gendtipos G1P[8]
e G3P[9] apresentaram perfil longo. No ano de 2010, as frequéncias dos genaétipos
G12P[6] e G1P[8] foram maiores no grupo diarreico, enquanto que a frequéncia do
genadtipo G3P[9] no grupo diarreico ndo foi significante. Os gendtipos G2P[4] e G1P[8]
apresentaram-se associados a casos esporadicos e circularam nos anos de 2008 e
20009.



78

Tabela 7. Caracterizacdo eletroferética e genotipica dos RVA genoétipos G e P
detectados em individuos com e sem diarreia na comunidade quilombola do Abacatal,
no periodo de 2008 a 2010.

2008 2009 2010
n=82 n=133 n=160

<>f —

[i4 < N <

n <t — (@]

o — I — I — 1

© (o) > — s ™ <

£ N Q T 9 il Q

) c L c Q c Q

(@] ~ (O] ~ ] ~ (O]

I o = o = o =

.9- .9 cﬁ - .9 (B - 9 CG p—

5 < T 05 5 o S 5 o S 5

% QO § 18 c?ﬁ § zg g E z% $

O] L () P4 o (a) pd o o P4 o
G2P[4] gﬁ:{g 3 0 0,09 0 0 - 0 0 -
G12P[6] gﬁ:{g 0 0 : 0 0 i 7 1 0,006**
G1P[8] LZ?:SL 0 0 : 1 o o008 | 4 1 0,05*
G3P[9] Lpoenrg]'(') 0 0 . 0 0 - 5 2 0,08

Total 3 - - 1 - - 16 4 -

Teste Binomial para 2 propor¢ées, p=0,05

*Significante, **Altamente significante

A tabela 8 demonstra o perfil genotipico dos RVA encontrados na populacdo
quilombola do Abacatal em relagdo a idade e ao quadro clinico. Todos os RVA foram
provenientes de pacientes ndo vacinados. O gendtipo G2P[4] acometeu trés criancas

menores de cinco anos de idade com quadro clinico moderado, enquanto que o
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gendtipo G12P[6] acometeu quatro criancas entre 5 a 10 anos de idade e quatro
adultos, sendo um (1,25%) com quadro clinico leve e 7 (87,5%), moderado. Entretanto,
0 gendtipo G1P[8] apresentou se em todas as faixas etarias com 66% (4/6) com quadro
moderado e 34% (2/6) com quadro clinico leve. O gendtipo G3P[9] acometeu duas
criancas menores de 10 anos e cinco adultos, destas seis apresentaram quadro clinico
moderado, e um apresentou quadro clinico assintomético. Os RVA acometeram com

maior frequéncia criancas entre 5 a 10 anos e adultos diarreicos com quadro moderado.

Tabela 8. Perfil genotipico dos RVA em associacdo com a idade e quadro clinico na
populacao quilombola do Abacatal no periodo de 2008 a 2010.

Grupo Genotipos RVA
o N&o = © =) = 5
Diarreico L o~ o = 2 °
" o o o T
(n=112) dla_rrelco p-valor q 53{ Q g S
(n=263) ) o 0) o &
0-1 15 13 0,002 1 0 1 0 -
o
= 155 47 87 0,05 2 0 2 1 0,773
I5)
8 5>10 28 87 005 | 0 4 1 1 0046
>10 22 76 0,03 0 4 2 5 0,003**
g  Assinto- 33 255 <001 | O 0 0 1 .
2 matico ’
O
o Leve 28 6 <0,01 0 1 2 0 0,199
g
o Moderado 51 2 <0,01 3 7 4 6 0,0413*

Teste Binomial para 2 propor¢des
*Significativo
**Altamente significativo
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Foram visitadas 25 casas ao longo do estudo. Com relacdo a infeccéo viral 13
nacleos familiares foram infectados por RVA, RVC e PBV. O paciente QUI-067,
morador da casa 01, foi infectado por PBV genogrupo | em 05/04/2010 e RVA G3P[9]
em 21/07/2010, enquanto que o paciente QUI-158, morador da casa 20 foi infectado
com um intervalo de sete dias por PBV genogrupo | em 11/08/2010 e RVA G12P[6] em
18/08/2010. O paciente QUI-059, morador da casa 09, foi infectado por RVA G2P[4] em
09/10/2008 e G1P[8] em 16/08/2010. Foram colhidas e testadas duas amostras do
paciente QUI-73 em 11/08/2010 e 18/08/2010, dos quais ambas foram positivas para o
G12P[6] (Quadro 11).

O Quadro 11 demonstra que durante o ano de 2010 ocorreu um microssurto
familiar causado por RVA. O gendtipo G3P[9] acometeu residentes das casas 1, 3, 4, 5
e 21, o gendtipo G1P[8] acometeu residentes das casas 9 e 11 e o0 genodtipo G12P[6]
acometeu residentes das casas 19 e 20.

O genotipo G3P[9] ocorreu na ultima quinzena do més julho de 2010, enquanto
gue os genotipos G1P[8] e G12P[6] ocorreram no més de agosto de 2010.

A Figura 22 mostra o0 mapa da localizacdo da comunidade quilombola do
Abacatal, Ananindeua, Par4, Brasil e a distribuicdo geogréafica difusa dos gendtipos

virais ao longo da comunidade.
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Quadro 11. Relacdo das residéncias da comunidade quilombola do Abacatal
acometidas por agentes virais durante o periodo de abril de 2008 a setembro de 2010.

Residéncia | Amostras Idade | Coletafezes | Quadro | Agente | Genotipage
/ano | (dia/més/ano) | Clinico viral m

Casa 03 QUI-026 F1 7 08/08/2008 | Diarreico | PBV | Genogrupol
Casa 08 QUI-036 F1 4 14/08/2008 | Diarreico | RVA G2 P[4]
Casa 09 QUI-059 F1 5 09/10/2008 | Diarreico | RVA G2 P[4]
Casa 10 QUI-060 F1 7 16/10/2008 | Diarreico | RVA G2 P[4]
Casa 13 QUI-063 F1 5 29/10/2008 | Diarreico | RVC Grupo C
Casa 24 QUI-108 F1 2 27/08/2009 Diarreico | RVA G1 P[8]
Casa 01 QUI-067 F2 10 05/04/2010 Controle | PBV | Genogrupol
Casa 01 QUI-067 F3 10 21/07/2010 | Controle | RVA G3 P[9]
Casa 01 | QUI-015F11 2 21/07/2010 | Diarreico | RVA G3 P[9]
Casa 01 QUI-139 F1 34 21/07/2010 | Diarreico | RVA G3 P[9]
Casa 03 QUI-135 F1 16 21/07/2010 | Diarreico | RVA G3 P[9]
Casa 04 QUI-146 F1 14 26/07/2010 | Controle | RVA G3 P[9]
Casa 05 QUI-035 F5 5 21/07/2010 | Diarreico | RVA G3 P[9]
Casa 21 QUI-140 F1 14 21/07/2010 | Diarreico | RVA G3 P[9]
Casa 09 QUI-150 F1 77 11/08/2010 | Diarreico | RVA G1 P[8]
Casa 09 QUI-059 F3 5 16/08/2010 Controle | RVA G1 P[8]
Casa 11 QUI-089 F4 3 11/08/2010 | Diarreico | RVA G1 P[8]
Casa 11 QUI-151 F1 86 11/08/2010 | Diarreico | RVA G1 P[8]
Casa 11 QUI-152 F1 0,8 11/08/2010 | Diarreico | RVA G1 P[8]
Casa 15 QUI-056 F6 5 07/04/2010 Controle | PBV | Genogrupol
Casa 19 QUI-130 F2 8 09/08/2010 | Diarreico | RVA G12 P[6]
Casa 19 QUI-154 F1 43 11/08/2010 | Controle | RVA G12 P[6]
Casa 19 QUI-153 F1 14 11/08/2010 | Diarreico | PBV | Genogrupol
Casa 20 QUI-074 F2 9 11/08/2010 | Diarreico | RVA G12 P[6]
Casa 20 QUI-157 F1 16 11/08/2010 | Diarreico | RVA G12 P[6]
Casa 20 QUI-073 F2 7 11/08/2010 | Diarreico | RVA G12 P[6]
Casa 20 QUI-158 F1 42 11/08/2010 | Diarreico | PBV | Genogrupol
Casa 20 QUI-158 F2 42 18/08/2010 | Diarreico | RVA G12 P[6]
Casa 20 QUI-073 F3 7 18/08/2010 | Diarreico | RVA G12 P[6]
Casa 20 QUI-164 F1 46 18/08/2010 | Diarreico | RVA G12 P[6]
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Figura 22. Mapa da localizacdo da comunidade quilombola do Abacatal, na regido
metropolitana do estado do Par4, Ananindeua, Brasil e a distribuicdo genotipica dos
PBV, RVC e RVA.
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O Quadro 12 demonstra um resumo da constelacdo genotipica dos RVA
encontrados neste estudo. O gendtipo G2P[4] apresentou sua classificagdo genotipica
em G2-P[4]-12-E2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-H2, o gendtipo G12P[6] em G12-P[6]-I12-E2-R2-
C2-M2-A2-N2-T2-H2 e 0 G1P[8] em G1-P[8]-11-E1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-H1. O genétipo
G3P[9] apresentou duas constelagbes com diferengas no genoétipo Mx do gene VP3
(G3-P[9]-118-E3-R3-C3-M2-A19-N3-T3-H6 e G3-P[9]-118-E3-R3-C3-M3-A19-N3-T3-H6).
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Foi observado que onze amostras pertenceram a constelacdo DS-1-like (12-R2-
C2-M2-A2-N2-T1-E2-H2), sendo que oito apresentaram a combinagdo G12P[6] e trés,
G2P[4] e seis espécimes evidenciaram a constelacdo Wa-like (G1-P[8]-11-R1-C1-M1-
A1-N1-T1-E1-H1). As sete amostras relacionadas com o genogrupo AU1-like revelaram
constelagbes genotipicas incomuns, uma vez que foi observado o gendtipo H6 em
todos os espécimes, além da primeira detec¢do dos gendtipos 118 e A19 de rotavirus.
Em quatro espécimes [QUI-015 (F11), QUI-139 (F1), QUI-140 (F1), QUI-146 (F1)] foi
observada uma variante alélica para o gene VP3 (M2), como demonstrado no quadro 5.

A analise filogenética das amostras quilombolas foi agrupada nos dendogramas
de acordo com seus genes estruturais e ndo estruturais como demonstrado nas Figuras
23 a 34.

As sequéncias de NSP1 e VP6 do gendtipo G3P[9] mostraram identidades
abaixo do valor de corte, quando comparadas com as sequéncias pertencentes aos
gendtipos RVA estabelecidos. A identidade do gene NSP1 variou de 48,5% a 66,6% de
semelhanca com 18 gendtipos descritos. O valor de corte de identidade percentual para
NSP1 é de 79%. Com relacdo ao gene VP6 a semelhanca com 17 gendtipos descritos
variou de 58,5% a 78%. O valor de corte identidade percentual para VP6 é de 85%
(dados nédo mostrados).

As sequéncias de NSP1 e VP6 do RVA humano/Human-wt/BRA/QUI-35-
F5/2010/G3P[9] foram submetidas ao RCWG que confirmou a identificacdo de um novo
genotipo A19 e 118 para os genes NSP1 e VP6, de acordo com as orientacdes de
classificacdo e nomenclatura do grupo de rotavirus do grupo A. A Figura 28 demostra o
dendograma dos nucleotideos dos genes NSP1 e VP6 do genoétipo G3P[9] RVA.

Para o gene VP7 foram sequenciados os seguintes genotipos: 6 amostras G1, 3
amostras G2, 7 amostras G3 e 8 amostras G12 como demonstrado na Figura 20. As
amostras G1 do presente estudo apresentaram similaridade nucleotidica entre si de 99-
100% e quando comparadas com a cepa vacinal Rotarix® a similaridade variou de 97-
100%.

Com relagédo ao tipo G2, as amostras agruparam com espécimes isolados no
Brasil (AC121 SAL1920) e Bangladesh (MMCG6) formando um grupo coeso sustentado
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por bootstrap de 99. Tanto a similaridade nucleotidica quanto aminoacidica nesse grupo
foi de 97-100%.

Para as amostras G3 observou-se que elas formaram um grupo isolado e foram
100% idénticas entre si. Elas demonstraram similaridades nucleotidica e aminoacidica
entre um isolado da Tailandia (CMH222) de 91% e 87%, respectivamente.

As amostras G12, assim como G3, foram 100% idénticas entre si e quando
comparadas com uma amostra detectada no Brasil em 2008 (RV98670) apresentaram

similaridade nucleotidica e aminoacidica de 89% e 72%, respectivamente.
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Quadro 12. Resumo dos genotipos de RVA detectados nas amostras sob estudo

correspondentes aos 11 segmentos génicos.

Registro E;ttf‘e?tz VP7 | VP4 | VP6 | VP1 | VP2 | VP3 | NSP1 | NSP2 | NSP3 | NSP4 | NSP5
DS-1-like
QUI-036 (F1) | 14/08/2008
QUI-059 (F1) | 09/10/2008
QUI-060 (F1) | 16/10/2008
QUI-073 (F2) | 11/08/2010
2| QuI-073(F3) | 18/08/2010
< | QU074 (F2) | 11/08/2010
A | Qui3o(F2) | 09/08/2010
QUI-154 (F1) | 11/08/2010
QUI-157 (F1) | 11/08/2010
QUI-158 (F2) | 18/08/2010
QUI-164 (F1) | 18/08/2010
Wa-like Gi|pel| 1 |[R1|c1|{mi| AL | No | T2 | E1 | H1
QUI-059 (F3) | 16/08/2010 | G2 [P8]| 1 | Rt [c1 [m1| A1 | N2 | T2 | B2 | M2
QUI-089 (F4) | 11/08/2010 | &1 |P[8]| 1 | RL [c1 [m1| A1 | N2 | T2 | E1 | Ha
% QUI-108 (F1) | 27/08/2009 | G1 |P[8]| 11 | RL [c1 (M1 | Al | N2 | T2 | E1 | H1
;‘B QUI-150 (F1) | 11/08/2010 | G1 |P[8]| 11 | RL | €1 | M1 | AL | NI | T1 | E1 | H1
QUI-151 (F1) | 11/08/2010 | @1 [P[8]| 11 | RL [c1 (M1 | Al | N1 | T2 | E1 | Ha
QUI-152 (F1) | 11/08/2010 | G1 |P[8]| 11 | RL | C1 Al | N1 | T1L | E1 | H1
Au-1-like G3 Pl 13 | R3 | c3 A3 | N3 | T3 | E3 | H3
QUI-015 (F11) | 21/07/2010 | G3 |P[9]| 118 | R3 | c3 A9 | N3 | T3 | E3 | H6
QUI-035 (F5) | 21/07/2010 | G3 |P[9]| 118 | R3 | c3 A9 | N3 | T3 | E3 | H6
2 | QU067 (F3) | 21/07/2010 | G3 |P[9]| 118 | R3 | C3 A19 | N3 | T3 | E3 | H6
< | QuI3s(F1) | 21/07/2010 | G3 |P[9] | 118 | R3 | C3 A9 | N3 | T3 | E3 | H6
< | QU39 (F1) | 21/07/2010 | G3 |P[9]| 118 | R3 | C3 A9 | N3 | T3 | E3 | H6
QUI-140 (F1) | 21/07/2010 | G3 |P[9]| 118 | R3 | c3 A9 | N3 | T3 | E3 | H6
QUI-146 (F1) | 26/07/2010 | G3 |P[9]| 118 | R3 | c3 A19 | N3 | T3 | E3 | H6

Constelagbes genotipicas dos RVA. Os genogrupos DS-1-like, Wa-like e AU-1-like sao indicados pelas

cores vermelho, verde e amarelo, respectivamente.
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Figura 23. Dendograma baseado na sequencia nucleotidica codificadora completa
(1062PB) do gene VP7 de 24 cepas de RVA coletadas a partir de amostras fecais de
residentes da comunidade quilombola do Abacatal, no periodo de abr/2008 a dez/2010.

98

100

RVA Human-wtBRA /Qui-135-F1.2010/G3P[9]
RVAHuman-wt/BRA Qui-140-F12010G3P[9]
RVAHuman-wt/BRA /Qui-67-F3/2010/G3P[9]
100 JR VA Human-wt BRA Qui-35-F52010/G3P[9]
RVA Human-wt BRA/Qui-15-F11/2010/G3P[9]
RVA Human-wt BRA/Oui-139-F1/2010/G3P[9]

RVAHuman-wtBRA/Qui-146-F1/2010/G3P[9]

——————RVAHuman/Thailand/CMH222k0oxiZ3P[10]
R WVAHuman -w/BR AR 1010922008/G3P[9]
—RYVAHuUman -tc/JP N8 -1 982/G3P[9]

100

RVAHuUman-w/BR ARV 17752201 2G 3P([8]

100 ’
39—| IR—RVA;Hum an-whBR ARY202/2012/G3P[6]
100 IRvAHUman -wtBR A/4C104/201 20G3P[4]

RWAHuman-tc/PHLL26M S537/G1 2P (4]
RWAHuUmMan-w/AR G JArg7 20800odG1 2P[9)

RWAHuman-w/BR AJAC 298201 2/G12P[X]
VaAHuman - WU SAMNI0S-06-72/2005/G1 2P[8)
YaHuman-w/BR AR YI8670/2008/G12P[6]
gg | JRVAHuman-wt/BRA/Qui-158-F1/2010/G12P[6]
RVA Human-wt'BRA/Qui-T3-F32010/G12P[6]
RVAHuman-wt BRAQui-T3-F22010/G12P[6]
RVA Human-wt BRAQui-164-F12010/G12P[6]
99|R VA Human-wt BRAQui-T4-F2/2010/G12P[6]
RVA Human-wtBRA/Qui-130-F2/2010/G12P[6]
R VA Human-wt/BRAQui-154-F12010/G12P[6]
RVA Human-wt/BRA/Qui-157-F1/2010/G12P[6]
100 VAHuman-tcAJSAMaM 974/G1P 8]
RWAMHuUman -wt/BR ABrz-65:0cdG1P[x]
VaHuman-TcUS AR otarix2009/G1P[8]
RWAHUMan - w1 T AP A5/2003/G1P[3]

100

100 RVAHuUMan -whBR AR153/1999/G1P(8)

WaHuman-wit/THAMhai-1604 fooodG1P[x]
RVA Human-wtBRA 'Qui-108-F1/2009/G1P[8]
YaAHuman-w/BE L/IBEN0039/2008/G1P[8]
RVA Human-wt BRA QOui89-F42010/G1P[8]
RVAHuman-wt/BRA/Qui-59-F32010/G1P[8]
RVAHuman-wt/BRAQui-152-F1.2010/G1P[8]
RVA Human-wt BRA QOui-150-F12010/ G1P[8]
RVA Human-wt BRA/Qui-151-F1:2010/G1P[8]

ﬂ;m an-tc/JSADS-1MITEIG2P[4])
YaA-Human -wt/BR AN SE19/2002/G P [4]

99

99

—
0.02

RWA-Human-wt/BR A/AC1211201 2/G2P[x]
RVAHuman-wt/BRA Qui-36-F12008/G2P[4]
RVAHuman-wt'BRA Qui-59-F12008/G2P[4]
RWAHuman -wt/BAN MMCE/2005/G 2P[4]

100

YAHuman-wBR ASAL1920-C2008/G2P([4]
RVA Human-wt/B RA Qui-60-F1/2008/'G2P[4]

G3

G12

Gl

G2

O dendograma foi construido pelo método de agrupamento de vizinhos (neigbon-joining), utilizando-se o
modelo de kimura-2-parametros e teste ndo-paramétricos de Bootstrap com 2.000 réplicas. A escala é
proporcional a distancia genética. Os nimeros acima e/ou abaixo dos ramos correspondem ao valor de
Bootstrap. As amostras descritas neste estudo estdo apresentadas em vermelho.
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Figura 24. Dendograma baseado na sequencia nucleotidica parcial (858pb) do gene
VP4 de 24 cepas de RVA coletadas a partir de amostras fecais de residentes da
comunidade quilombola do Abacatal, no periodo de abr/2008 a dez/2010.
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O dendograma foi construido pelo método de agrupamento de vizinhos (neigbon-joining), utilizando-se o
modelo de kimura-2-parametros e teste ndo-paramétricos de Bootstrap com 2.000 réplicas. A escala é
proporcional a distancia genética. Os nimeros acima e/ou abaixo dos ramos correspondem ao valor de
Bootstrap. As amostras descritas neste estudo estdo apresentadas em vermelho.
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Figura 25. Dendograma baseado na sequencia nucleotidica parcial (371pb) do gene
VP6 de 24 cepas de RVA coletadas a partir de amostras fecais de residentes da
comunidade quilombola do Abacatal, no periodo de abr/2008 a dez/2010.
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O dendograma foi construido pelo método de agrupamento de vizinhos (neigbon-joining), utilizando-se o
modelo de kimura-2-parametros e teste ndo-paramétricos de Bootstrap com 2.000 réplicas. A escala é
proporcional a distancia genética. Os nimeros acima e/ou abaixo dos ramos correspondem ao valor de
Bootstrap. As amostras descritas neste estudo estdo apresentadas em vermelho.
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Figura 26. Dendograma baseado na sequencia nucleotidica parcial (653pb) do gene
VP1 de 24 cepas de RVA coletadas a partir de amostras fecais de residentes da

comunidade quilombola do Abacatal, no periodo de abr/2008 a dez/2010.
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O dendograma foi construido pelo método de agrupamento de vizinhos (neigbon-joining), utilizando-se o
modelo de kimura-2-pardmetros e teste ndo-paramétricos de Bootstrap com 2.000 réplicas. A escala &
proporcional a distdncia genética. Os nimeros acima e/ou abaixo dos ramos correspondem ao valor de
Bootstrap. As amostras descritas neste estudo estdo apresentadas em vermelho.
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Figura 27. Dendograma baseado na sequencia nucleotidica parcial (C1l, 662pb;
C2,623pb; C3, 647pb) do gene VP2 de 24 cepas de RVA coletadas a partir de
amostras fecais de residentes da comunidade quilombola do Abacatal, no periodo de
abr/2008 a dez/2010.
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O dendograma foi construido pelo método de agrupamento de vizinhos (neigbon-joining),
utilizando-se 0 modelo de kimura-2-parametros e teste nado-paramétricos de Bootstrap com
2.000 réplicas. A escala € proporcional a distancia genética. Os numeros acima e/ou abaixo dos
ramos correspondem ao valor de Bootstrap. As amostras descritas neste estudo estdo
apresentadas em vermelho.
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Figura 28. Dendograma baseado na sequencia nucleotidica parcial (629pb) do gene VP3
de 23 cepas de RVA coletadas a partir de amostras fecais de residentes da comunidade
guilombola do Abacatal, no periodo de abr/2008 a dez/2010.
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O dendograma foi construido pelo método de agrupamento de vizinhos (neigbon-joining), utilizando-se o
modelo de kimura-2-pardmetros e teste ndo-paramétricos de Bootstrap com 2.000 réplicas. A escala é
proporcional a distdncia genética. Os nimeros acima e/ou abaixo dos ramos correspondem ao valor de
Bootstrap. As amostras descritas neste estudo estdo apresentadas em vermelho.
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Figura 29. Dendograma baseado na sequencia nucleotidica completa (1565pb) do
gene NSP1 de 24 cepas de RVA coletadas a partir de amostras fecais de residentes
da comunidade quilombola do Abacatal, no periodo de abr/2008 a dez/2010.
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O dendograma foi construido pelo método de agrupamento de vizinhos (neigbon-joining), utilizando-se o
modelo de kimura-2-parametros e teste ndo-paramétricos de Bootstrap com 2.000 réplicas. A escala é

proporcional a distancia genética. Os nimeros acima e/ou abaixo dos ramos correspondem ao valor de
Bootstrap. As amostras descritas neste estudo estdo apresentadas em vermelho.
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Figura 30. Dendograma baseado na sequencia nucleotidica completa (1038pb) do gene
NSP2 de 24 cepas de RVA coletadas a partir de amostras fecais de residentes da
comunidade quilombola do Abacatal, no periodo de abr/2008 a dez/2010.
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O dendograma foi construido pelo método de agrupamento de vizinhos (neigbon-joining), utilizando-se o
modelo de kimura-2-parametros e teste ndo-paramétricos de Bootstrap com 2.000 réplicas. A escala é
proporcional a distancia genética. Os nimeros acima e/ou abaixo dos ramos correspondem ao valor de
Bootstrap. As amostras descritas neste estudo estdo apresentadas em vermelho.
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Figura 31. Dendograma baseado na sequencia nucleotidica completa (1062pb) do gene
NSP3 de 24 cepas de RVA coletadas a partir de amostras fecais de residentes da
comunidade quilombola do Abacatal, no periodo de abr/2008 a dez/2010.
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O dendograma foi construido pelo método de agrupamento de vizinhos (neigbon-joining), utilizando-se o
modelo de kimura-2-parametros e teste ndo-paramétricos de Bootstrap com 2.000 réplicas. A escala é
proporcional a distancia genética. Os nimeros acima e/ou abaixo dos ramos correspondem ao valor de
Bootstrap. As amostras descritas neste estudo estdo apresentadas em vermelho.
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Figura 32. Dendograma baseado na sequencia nucleotidica completa (738pb) do gene
NSP4 de 24 cepas de RVA coletadas a partir de amostras fecais de residentes da
comunidade quilombola do Abacatal, no periodo de abr/2008 a dez/2010.
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O dendograma foi construido pelo método de agrupamento de vizinhos (neigbon-joining), utilizando-se o
modelo de kimura-2-parametros e teste ndo-paramétricos de Bootstrap com 2.000 réplicas. A escala é
proporcional a distancia genética. Os nimeros acima e/ou abaixo dos ramos correspondem ao valor de
Bootstrap. As amostras descritas neste estudo estéo apresentadas em vermelho.
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Figura 33. Dendograma baseado na sequencia nucleotidica completa (664pb) do
gene NSP5 de 24 cepas de RVA coletadas a partir de amostras fecais de residentes
da comunidade quilombola do Abacatal, no periodo de abr/2008 a dez/2010.
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O dendograma foi construido pelo método de agrupamento de vizinhos (neigbon-joining), utilizando-se o
modelo de kimura-2-parametros e teste ndo-paramétricos de Bootstrap com 2.000 réplicas. A escala é
proporcional a distdncia genética. Os nimeros acima e/ou abaixo dos ramos correspondem ao valor de
Bootstrap. As amostras descritas neste estudo estdo apresentadas em vermelho.
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Figura 34. Dendograma de nucleotideos dos novos genotipos A19 e 118 dos genes
NSP1 e VP6 de RVA
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7 DISCUSSAO

7.1 Deteccao dos agentes virais

As taxas de prevaléncia global para RVA, RVC e PBV foram de 6,4%, 0,3% e
1,3%, respectivamente. Os dados sobre a ocorréncia de outros virus foram mostrados
em um estudo realizado por Aragao et al. (2013), nesta mesma comunidade mostrando
a frequéncia de norovirus, sapovirus e astrovirus em 19,7%, 2,5% e 1,2% dos casos,
respectivamente, porém sendo detectada apenas em individuos diarreicos. Diferente
dos nossos achados, Vicentini et al. (2013) ndo encontraram RVA ou RVC em um
estudo realizado na Comunidade Quilombola de Sdo Mateus e Conceigéo da Barra, na

cidade Espirito Santo, regido Sudeste do Brasil.

O RVA foi encontrado ao longo dos trés anos de estudo evidenciando a
circulacdo de RVA associado tanto a casos esporadicos quanto a surto de diarreia. A
deteccdo de RVA no periodo de 2008 foi de 3,6% e 2009 foi de 0,77%. Em 2010,
ocorreu um surto de diarreia que acometeu criangas e adultos com o aumento de
frequéncia de 3,6% em 2008 para 12,5% em 2010. Nesse surto de 2010 foram
detectados 20 casos de RVA, dos quais 16 foram diarreicos e 04 nédo diarreicos. Os
RVA foram associados ao quadro clinico diarreico (p=0,0001). Contudo, ao associar 0
gendtipo ao quadro clinico diarreico, apenas os genétipos G12P[6] e G1P[8] foram
associados enquanto que o genoétipo G3P[9] ndo apresentou resultado significante
(p=0,08).

7.2 Deteccao dos agentes parasitarios

Entre os parasitas encontrados neste estudo observou-se que os helmintos mais
comuns foram Ascaris lumbricoides (13,18%) e Trichuris trichiura (10,89%), ao passo
que entre os protozoarios a Entamoeba histolytica (27,80%) e Endolimax nana

(15,47%) foram predominantes. Em contraste, com o estudo realizado em uma
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comunidade quilombola localizada na cidade de Espirito Santo, Brasil, conduzido por
Damazio et al. (2013), os ancilostomideos foram mais frequentes (14,6%), enquanto
que a Entamoeba hystolitica/dispar e Endolimax nana foram detectados em uma
frequéncia mais baixa de 8,5% e 4,9%, respectivamente. Essa diversidade também foi
encontrada por Cabral-Miranda et al., (2010) e Andrade et al., (2011) com a ocorréncia
de parasitos intestinais em comunidade quilombola localizada no Estado da Bahia e

Minas Gerais, Brasil, respectivamente.

7.3 Aspectos epidemioldgicos das infec¢gdes virais e parasitarias

7.3.1 Aspectos epidemiolégicos das infec¢cdes virais

O RVA foi detectado em 22 criangas com diarreia e entre duas criangas nao
diarreicas. O RVC foi detectado por PAGE e confirmado por RT-PCR em uma crianga

diarreica com cinco anos de idade.

A frequéncia de RVC no presente estudo foi baixa, contudo, o0 nosso resultado
estd de acordo com a baixa prevaléncia deste grupo de RV registrado em varias
localidades, incluindo Belém, Para, Brasil (Gabbay et al., 1999; Gabbay et al., 2008;
Gouvea et al., 1991; Luchs et al., 2011; Nilsson et al., 2000; Pereira et al., 1983).

Neste estudo, o PVB foi detectado numa taxa global de 1,3%, sendo 2,7% em
pacientes diarreicos e 0,7% entre os individuos assintomaticos. Esta € a primeira
deteccdo de PBV numa comunidade semi-isolada e, portanto, ndo temos nenhum dado
em comunidade similar para efeito de comparacao, e apenas resultados relatados na
Italia, Brasil, india e Argentina (Cascio et al., 1996; Fregolente et al., 2009; Ganesh et
al., 2011; Giordano et al., 2011). Embora, os PBV tenham sido associados com diarreia
leve a grave, em individuos imunocomprometidos os sintomas tendem a ser mais
graves, e tém sido considerados patégenos oportunistas se associado a outros agentes
virais entéricos. Nos seres humanos, esta patogenicidade € ainda questionavel, uma
vez que estes agentes tém sido detectados em individuos sintomaticos quanto

assintomaticos. Neste estudo, o genogrupo | de PBV foi encontrado em individuos
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sintométicos e assintomaticos e associado com enteroparasitas com quadro clinico

variando de normal a moderado (Tabela 5).

Dos RVA, RVC e PBV detectados (86,66%) ocorreu no grupo diarreico enquanto
que 23,33%, no grupo nao diarreico. Os pacientes apresentaram quadro clinico
moderado em 73,33% dos casos, 16,66% nos casos clinicos leves e 10% eram
assintomaticos.

A distribuicdo temporal de agentes virais associados ou nao a casos de
gastrenterite em criancas e adultos foi determinada. RVA foi observado durante os trés
anos de estudo tendo inicialmente sido detectado em 3,6% dos casos seguido de
0,77% em 2009. Ja no periodo de 2010, houve o aparecimento de um surto causado
por RVA envolvendo criangas e adultos durante julho a setembro, com uma taxa de
positividade global de 12,5% sendo 16 pacientes com diarreia e quatro de individuos
nao diarreicos.

O surto causado por rotavirus ocorreu na comunidade nos meses de julho e
agosto de 2010, periodo quente com baixo indice pluviométrico, propicio para o
aparecimento de infec¢des por RVA (Pereira, 1993). A caracterizacdo genotipica dos
RVA ao longo deste estudo foi realizada com o registro dos genoétipos G2P[4], G12P[6],
G1P[8] e G3P[9]. Os gendtipos G2P[4] e G2P[6] apresentaram perfil curto enquanto
que os gendtipos G1P[8] e G3P[9] apresentaram perfil longo. As amostras Quilombolas
G3P[9] surgiram em julho de 2010, sugerindo um surto autolimitado. Vale ressaltar que
0s adultos foram os mais acometidos e que todos os individuos infectados pelo G3P[9]
apresentaram sintomas moderados, no entanto, esses resultados podem ter ocorrido
por acaso, devido ao pequeno tamanho da amostra.

A vacinagédo contra o rotavirus foi introduzida no calendario de vacina¢do do MS
a partir de 2006, mas das 20 criancas elegiveis, apenas trés criancas foram imunizadas.
Apés a introducdo da vacina Rotarix no calendario de vacinas, os indices de
mortalidade de criancas com menos de um ano até cinco anos de idade vem
diminuindo ao longo dos tempos (Lanzieri et al., 2011, do Carmo et al., 2011; Linhares e
Justino, 2014). Contudo, a cobertura vacinal na populagcdo mundial proveniente da
vacina Rotarix vem diminuindo a incidéncia dos genotipos G1P[8] (Leite et al., 2008) e

aumentando a incidéncia de DDA proveniente de cepas ndo usuais ou raras, 0 que
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pode explicar o aparecimento das cepas G12P[6] e G3P[9] (Banyai et al., 2011, Soares,
2011). Para o genotipo G3 a combinagdo mais comum foram o G3P[8] e G3P[4]. Além
disso, a alta prevaléncia de G3P[8] e G3P[NT] foram encontrados na regido sudeste do
Brasil (Leite et al.,, 2008), e cepas considerados como gendtipos incomuns, como
G3P[9], G3P[6] e G3P[3] (Leite et al., 2008; Luchs et al., 2012).

Todas as amostras RVA sao provenientes de pacientes ndo vacinados. O
gendtipo G2P[4] acometeu criangas menores de 5 anos de idade com quadro clinico
moderado, enquanto que o gendtipo G12P[6], criancas entre 5 a 10 anos de idade e
adultos com 1,25% apresentando quadro clinico leve e 87,5%, moderado. O gendtipo
G1P[8] apresentou-se em todas as faixas etarias com 66% com quadro moderado
seguido de 34% com quadro clinico leve. O gendtipo G3P[9] acometeu criancas
menores de 10 anos e adultos com quadro clinico moderado. Vale registrar que apenas

um paciente apresentava-se assintomatico.

As criancas envolvidas no surto causado por RVA ndo eram vacinadas o que

pode explicar a manutencdo do genoétipo G1P[8] nesta comunidade em 2009 e 2010.

Silva et al.(1984) e Freitas et al. (1987) relataram os primeiros casos de
microssurtos familiares de RVA em Belém, Para, porém o diagndstico dos mesmos foi
feito utilizando técnicas soroldgicas. Durante o ano de 2010 a ocorréncia de um surto
de DDA acometeu 10 nucleos familiares desta comunidade. Este surto foi dividido em
trés microssurtos. Os genoétipos de RVA envolvidos foram o G1P[8], o G12P[6] e o
G3P[9] os quais acometeram 9 nucleos familiares residentes nas proximidades como
demonstrado no Quadro 11. Os microssurtos familiares associados ao RVA tiveram
localizacBes pontuais como demonstrado na Figura 19. Esta aproximacdo e o contato
familiar corroboram com a transmisséo oral/fecal por contaminacéo de alimentos, agua
ou utensilios domésticos (Gray et al, 2008; Levy et al, 2009; Okoh et al, 2010). Estes

microssurtos foram autolimitados e de quadro clinico moderado.

A constelagdo genotipica dos RVA foi realizada e as amostras G1P[8]
apresentaram a constelacdo Wa-like (G1-P[8]-11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1),

enquanto que os genotipos G2P[4] e G12P[6] apresentaram a constelacdo DS-1-like
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G2-P[4]-12-E2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-H2 e G12-P[6]-12-E2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-H2,
G1PI[8], respectivamente. A andlise filogenética de todos os gendtipos G1P[8], G2P[4] e
G12P[6] mostraram pequenas diferencas nucleotidicas entre os genaotipos por periodo

de coleta, o que demonstra a variabilidade genética dos RVA ao longo dos anos.

O gendtipo G3P[9] apresentou duas constelagdes com diferenca no gendtipo Mx
do gene VP3 (G3-P[9]-118-E3-R3-C3-M2-A19-N3-T3-H6 e G3-P[9]-118-E3-R3-C3-M3-
A19-N3-T3-H6). Em quatro espécimes [QUI-015 (F11), QUI-139 (F1), QUI-140 (F1),
QUI-146 (F1)] foi observada o gendtipo M2 para o gene VP3. As sete amostras
relacionadas com o genogrupo AU1l-like revelaram constelacdes genotipicas incomuns,
uma vez que foi observado o gendtipo H6 em todos os espécimes, além da primeira
deteccdo dos genotipos 118 e A19 de rotavirus. Os genes VP1, VP2, VP3 e NSP3 séo
de origem animal o que sugere uma restruturacao interespécie. O gene VP6 se alinhou

com pouca similaridade ao gendtipo 116.

Para o genotipo G3 a combinacdo mais comum € a G3P[8] e G3P[4]. Além disso,
a alta prevaléncia de G3P[8] e G3P[NT] foi encontrada na regido sudeste do Brasil, e
cepas consideradas genotipos incomuns, como G3P[9], G3P[6] e G3P[3] (Leite et al.,
2008, Luchs et al.,2012).

O gendtipo G3P[9] € uma cepa mundialmente rara com uma prevaléncia de
<0,2% e pode ter origem felina/canina, ou derivar de multiplos eventos recombinantes
envolvendo rotavirus de origem canina, felina e humana (Banyai et al., 2012). Além
disso, a prevaléncia do G3P[9] no Brasil é elevada no estado do Rio de Janeiro (Santos
et al., 2003; Benati et al.,, 2010) e aparentemente raro na regido amazodnica como
demonstrado em um estudo conduzido em Belém, Para, entre 1992-2006, em que
somente a cepa G3P[9] RV10109 foi detectada (Maestri et al., 2012). Esta amostra foi
isolada em 2006 de uma crianga com diarreia. A andlise filogenética sugeriu uma
possivel origem felina/canina ou multiplos eventos recombinantes (Maestri et al., 2012)
0 que difere dos nossos resultados que sugerem uma origem humana para 0s genes
VP4 e VP7 para as amostras G3P[9].

A frequéncia do G3P[9] no Rio de Janeiro, de 1997 a 1999, foi de 5,9% (Luchs et
al., 2012). Contudo, entre os anos de 1996-2006, a frequéncia do G3P[9] diminuiu para
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2,46% e mostrou uma combinacgédo variavel nos genes VP6 e NSP4 tais com G3-P[9]-I1-
E1l (50%), G3-P[9]-I12-E2 (25%) and G3-P[9]-I3-E3 (25%) conforme demonstrado por
Benati et al., (2010). Esses resultados diferem dos nossos ja que foi observada uma
frequéncia de 18,9% na comunidade Quilombola. Além disso, o G3P[9] tem sido
descrito em diferentes combinacdes de genes o que pode ser observado para as
amostras da comunidade Quilombola considerando os novos gendtipos VP6 e NSP1
agui reportados.

O presente estudo caracterizou um novo genotipo para os genes VP6 e NSP1 de
uma cepa rara de RVA G3P[9]. Além disso, foi realizada a caracterizacdo gendmica
para todos os segmentos génicos do rotavirus ampliando o entendimento da grande
diversidade genética dos rotavirus mantidos por varios eventos recombinantes. O
surgimento de novas cepas de rotavirus durante o periodo pés-vacina pode representar
um desafio para as estratégias de vacinacdo e destacar a importancia da vigilancia do
episadio diarreico nesta comunidade semi-isolada e de afrodescendentes.

Com relacao ao aleitamento materno 34 (19,20%) criancas na faixa etaria de 0-3

anos idade receberam o aleitamento materno de forma exclusiva.

7.3.2 Aspectos epidemioldgicos das infeccdes parasitarias

No que diz respeito aos individuos néo diarreicos, mas sintomaticos, o estudo
mostrou uma alta incidéncia de parasitas, especialmente protozoarios, quando
comparados com o grupo diarreico. Tal fato ja era esperado e reflete as inadequadas
condicdes sanitarias a que a populagéo esta exposta favorecendo o estado de portador.
A alta frequéncia de parasitas foi visto em criancas com faixa etaria de 1 a 10 anos de
idade. Damazio et al. (2013) também estudaram parasitas em uma comunidade
guilombola, mas nao especificaram se as amostras de fezes foram recuperadas a partir
de individuos diarreicos ou néo diarreicos.

Com relacéo a presenca de um ou mais parasitas, o grupo diarreico apresentou
66,66% de infestacdo poliparasitaria e o néo diarreico, 72,81%. Tal fato pode ser
justificado pelo fato do grupo nao diarreico encontrar-se como portador crénico,

favorecendo a disseminacao e a persisténcia das enteroparasitoses na comunidade.
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Vale ressaltar que diante do elevado indice de infestacédo pelos parasitas, optou-
se pelo tratamento de todas as criancas parasitadas, independente das manifestacdes
clinicas. As criancas receberam como tratamento a administracdo de vermifugos do
grupo dos imidazolicos (Albendazol, Metronidazol e Mebendazol), além de orientacbes

sobre cuidados de higiene e temas de educacdo em saude.

No presente estudo, a frequéncia de coinfec¢des (55,59%, p=0,0019 ) foi maior
quando comparado com os dados de outro estudo que relacionou a ocorréncia de
biparasitismo em 15,8% nas amostras pesquisadas (Damazio et al., 2013).
Contrariamente, nas aldeias indigenas Maxakali, no estado de Minas Gerais, Brasil,
comunidade que também é semi isolada, foi observada uma frequéncia de 46% de

poliparasitismo (Assis et al. 2013).

O baixo nivel socioeconémico da populacdo estudada aumenta o risco de
desenvolvimento de doencas infecciosas e parasitarias, e isso é confirmado pelas
elevadas taxas de parasitos intestinais (77,94%), semelhante aos 89,5% relatado por

Assis et al., (2013) nas aldeias indigenas Maxakali, em Minas Gerais, Brasil.

O presente estudo mostrou que o percentual de desnutricdo na comunidade foi
significativo (18,4%). Entre as criangas desnutridas, 14,3% tinham risco nutricional,
71,4%, desnutricdo aguda grave e 14,3%, desnutricdo crbnica. Isto pode ser devido a
problemas de saulde, habitacdo e acesso a agua potavel, condicdo saneamento e
educacdo, ma alimentacdo e, consequentemente, 0s processos infecciosos. Nossos
resultados mostram um elevado namero de criangas com menos de cinco anos de
idade com desnutricdo apesar do pequeno numero de amostras analisadas. Além
disso, as taxas foram maiores do que as relatadas para as 2.723 criancas brasileiras
Afrodescendentes menores de cinco anos que apresentaram déficit de altura / idade de
11,6% e peso / idade de 8,1% (Brasil, 2008).

Com relacdo a associagdo entre virus e parasitas, observou-se uma maior
frequéncia de casos virais associado a infestacdo poli parasitaria em 53,33% e com
quadro clinico moderado (73,33%). Os RVA foram detectados em 91,66% do grupo

diarreico com 45,83% poli infestados com enteroparasitas e apresentando quadro
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clinico moderado em 83,33% dos pacientes. O RVC foi detectado em apenas uma
amostra fecal do grupo diarreico e apresentando quadro clinico moderado e poli
infestado com enteroparasitas.

A comunidade quilombola do Abacatal € semi-isolada, pois sua localizacéo € de
dificil acesso com os municipios vizinhos, Ananindeua e Marituba. A comunidade possuli
apenas uma escola priméria e ndo apresenta infraestrutura de rede de esgoto, agua
encanada e posto de saude. Toda economia local vem da agricultura de subsisténcia e
da venda de seus subprodutos nos municipios vizinhos. A comunidade cria poucos
animais para sua subsisténcia como suinos, galinhas e cavalos e ainda tem animais

domeésticos como cachorro e gato.

Nossos resultados levantam a questao sobre as possiveis razdes para explicar a
diferenca entre os dados epidemiolégicos, quando comparadas as comunidades semi-

isoladas, como Quilombola com as comunidades urbanas tipicas.

O estudo destaca a necessidade de implementar acdes de prevencdo na
comunidade, incluindo medidas de educacdo para a saude, a vacinacdo contra o
rotavirus, e até mesmo a implementacdo de programas para controlar infestacdes
parasitarias, incluindo o exame para os vermes de animais domésticos considerados

como potenciais reservatorios parasitas.

7.4 Aspecto nutricional

O percentual de criangcas com desnutricdo deve-se em parte as precarias
condicbes de saude, moradia e acesso a servicos de agua, esgoto e educacdo. A
desnutricdo dessa faixa etaria é resultado da ma alimentacéo e consequentemente dos
processos infecciosos. Os resultados obtidos na comunidade do Abacatal demonstram
um percentual expressivo de criangcas menores de cinco anos com desnutricdo apesar
do numero pequeno de amostras analisadas e igualam-se as criancas do Nordeste
urbano de uma década atras (Brasil, 2010b). Aléem disso, apresentam média superior a

brasileira, onde a prevaléncia de desnutricao € estimada entre 1,7% e 4,6%.
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8 CONCLUSOES

1. Os enteroparasitas Ascaris lubricoides, Trichuris trichiura, Entamoeba histolytica e
Endolimax nana foram predominantes em criancas e adultos da comunidade
Quilombola do Abacatal,

2. O RVA, RVC e PBV foram detectados na comunidade quilombola do Abacatal no
periodo de 2008 a 2010 sendo que os RVA foram associados tanto a casos
esporadicos quanto a surto de gastrenterite;

3. A analise genotipica classificou os gendétipos G2P[4] e G12P[6] na constelacdo DS-1-
like, o gendtipo G1P[8] na Wa-like e o genotipo G3P[9] na Au-1-like;

4. Foram detectados dois novos genotipos de rotavirus A para os genes VP6 (118) e

NSP1 (A19);

5. A avaliacao nutricional das criancas de 0-10 anos demonstrou que a maioria delas

apresentava-se eutréfica, mas uma parcela importante apresentou-se desnutrida;

6. O quadro clinico associado aos agentes virais variou de leve a moderado;

7. Este estudo é pioneiro sobre a prevaléncia de virus entéricos e parasitas intestinais

na comunidade Quilombola do Abacatal na regido metropolitana de Belém, Par4,
Brasil e reforga que as condi¢des inadequadas de moradia e o limitado acesso aos

servicos de agua e esgoto aumentam o risco de gastrenterite na populacéo.
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CAAE: 0024.0.072.000-06

Belém, 11 de janeiro de 2007.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto: “fkvaliacﬁo clinica, epidemiologica e molecular das. diarréias- por agentes
virais e parasitirios entre crian¢as da comunidade quilombola do
Abacatal, municipio de Ananindeua, Para”.
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Conforme tramitagio junto ao CEP/IEC, o projeto em questdo foi considerado
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ANEXO B

Reagente de extracdo de genoma viral

a) Silica
Dioxido de silica 60 g
Agua destilada g.s.p 500 mL

Homogeneizar a silica e deixar sedimentar por 24 h. Aspirar por succdo 430 mL e
desprezar o sobrenadante. Completar o volume para 500 mL com agua destilada,
homogeneizar, sedimentando-se naturalmente por 5 h. Aspirar, por succéo, 440 mL do
sobrenadante e despreza-lo. Ajustar o sedimento para pH 2,0 pela adigao de 600 uL de
acido cloridrico 37%. Aliquotar 10 mL da solucdo em frascos de cor ambar, autoclavar e

estocar a TA.

b) Tampé&o L2

Isotiocianato de guanidina 120 g

Tris-HCI 0,1 M, pH 6,4 100 mL
Homogeneizar o isotiocianato de guanidina juntamente com tris-HCI 0,1M, pH 6,4,

até dissolver totalmente o soluto. Armazenar em frascos de cor ambar e estocar a TA.

c) Tampao L6

Isotiocianato de guanidina 120 g
Tris-HCI 0,1 M, pH 6,4 100 mL
Triton X-100 139
EDTA 0,2 M, pH 8,0 22 mL

Em um recipiente de vidro colocar EDTA 0,2 M, pH 8,0, juntamente com Tris-HCI 0,1
M, pH 6,4. Adicionar o isotiocianato de guanidina e homogeneizar o até total dissolucéo.
Por altimo, acrescentar Triton X-100 lentamente. Armazenar em frascos de cor ambar e

estocar a TA.



ANEXO C

Reagentes da coloracéo e revelacdo do genoma viral pela EGPA

120

FIXADOR

REAGENTES CUBA PEQUENA CUBA GRANDE
Etanol PA 10 mL 20mL
Acido acético PA 0,5mL imL
Agua destilada g.s.p. 100mL 200mL
CORANTE
REAGENTES CUBA PEQUENA CUBA GRANDE
Nitrato de prata ImL 2mL
Agua destilada g.s.p. 100mL 200mL
REVELADOR
REAGENTES CUBA PEQUENA CUBA GRANDE

Hidréxido de s6dio 10M
Formaldeido PA
Agua destilada q.s.p.

7,5 mL
0.8 mL
100mL

15mL
l.6emL
200mL

SOLUCAO PARA PARAR A REACAO

REAGENTES CUBA PEQUENA CUBA GRANDE
Etanol PA 5mL 10mL
Agua destilada g.s.p. 100mL 200mL
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MS -

SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
=
= s, INSTITUTO
ST EMANDRO
Wil §a .
" CHAGAS

e i

Ministério da Saude
Secretaria de Vigilancia em Salde
Instituto Evandro Chagas
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado Senhor (a)

Como deve ser de seu conhecimento, as diarréias compdem um grupo de doencas muito
importantes dentre aquelas que acometem as diversas comunidades amazobnicas. Estamos
desenvolvendo um projeto de pesquisa intitulado Avaliagdo clinica, epidemiolégica e molecular das
diarréias por agentes virais e parasitarios entre criangcas da comunidade quilombola do Abacatal,
municipio de Ananindeua, Pard, e que visa conhecer melhor os micrébios causadores das diarréias que
ocorrem na comunidade.

Para iniciar este estudo necessitamos da sua permissao para coleta de amostra de fezes, na qual
faremos os exames para diversos micrébios que causam diarréia. Também serd realizado um exame
médico seguido de preenchimento de uma ficha contendo seus dados pessoais e 0s sintomas que esta
apresentando. Apds finalizar os exames, vocé sera informado dos resultados encontrados em seu
material. Todas as informagdes prestadas serdo mantidas em segredo e a qualguer momento vocé
podera abandonar o estudo sem nenhuma perda ou penalidade relacionada ao seu atendimento de
saude. O material que sobrar dos exames realizados sera guardado pelo Instituto Evandro Chagas e
podera ser objeto de outros estudos, no futuro.

Mesmo que o presente estudo ndo traga beneficios imediatos para a sua salde, vocé estara
contribuindo muito para que se conheca melhor esses micrébios que causam diarréia em sua
comunidade. Se vocé estiver de acordo em participar do estudo assine abaixo.

Eu representante legal
da crianga Carteira de
identidade , declaro ter recebido esclarecimento sobre o projeto aqui

referido e concordo por vontade em participar do mesmo, doando fezes para estudos laboratoriais, além
de fornecer informagfes sobre minha pessoa ou crianga sob a minha responsabilidade, que constardo
em uma ficha clinico-epidemioldgica e que s6 poderao ser utilizadas em relatorios técnicos e publicagcdes
cientificas.

Ananindeua, de de 2006.

Assinatura ou impressao digital

Nota: Sua assinatura neste documento ndo isenta a equipe do projeto, sob hipétese alguma, das
responsabilidades que assumiu ao desenvolver o estudo. De acordo com as recomendacgfes que
resultam da Conferéncia Internacional de Helsinque (1964) e Toquio (1975), o presente termo de
participacdo e consentimento apenas confirma sua aprovacao, autorizacdo e colaboracdo com respeito
ao estudo que estamos propondo, em obediéncia a Resolu¢do 196/96 do Conselho Nacional de Saude
do Brasil. Para esclarecer alguma duvida ou outras informa¢cBes vocé pode procurar a Dr2 Joana
Mascarenhas (32142016), Dr2 Consuelo Oliveira (32142012) ou Dr2 Luana Soares (32142025).
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Ficha Clinico-epidemoldgica
Projeto Quilombola

Registro:

Data de atendimento: / / Médico:
Identificacéo:

Nome:

Endereco: NP
Idade: Sexo: ()M ( )F
Data de Nascimento: / / Naturalidade:

Pai:

Idade: Escolaridade:
Mae:

Idade: Escolaridade:

Vacinagao Contra Rotavirus:
13 dose / / 228 dose / /

Sinais e Sintomas Clinicos

Diarréia Sim () Controle Sim ()

Inicio: / / Coleta das Fezes / /

Quantas vezes defecou ao dia:

Consisténcia das fezes: Liquidas () Pastosas ()
Solidas () Muco ou sangue ()

Ha quantos dias vem apresentando?

Volume das fezes: Pequeno () Médio () Grande ()

Possui urgéncia em evacuar?  Sim () Nao ( )

A diarréia surgiu apos ingestao de agua ou alimento?  Sim ( ) Nao ( )

Em caso afirmativo, quanto tempo apés a ingestao?

Outros Sintomas Associados

Nauseas (enj6os): Sim () Nao ( )

Falta de apetite: Sim () Nao ( )

Vémito: Sim () Nao ( ) Frequéncia de vomitos ao dia:
Febre referida: Sim () Nao ( )

Temperatura aferida (Grau):

Dor Abdominal: Sim () Nao ( )

Desidratacéo ( Grau):

Condic¢des Biologicas Individuais

Aleitamento materno exclusivo: Sim () N&o ( ) Quanto tempo:
Aleitamento ao seio complementar até idade de:

Fez uso de medicamento: Sim ( ) Néo ( ) Qual:




Dados Complementares
Renda Familiar:

Agua encanada: Sim ( )

Agua tratada: Sim ( )
Banheiro: Forada casa (
Possui pogo tubular ? Sim ()

O poco fica perto do banheiro ? Sim
O poco é coberto ? Sim
Lava os alimentos antes de consumi-los ?
Possui coleta de lixo ? Sim
Aregido em torno da casa é alagada ?
Possui animais na casa ? Sim
Quantos ? Quais ?

Nao ( )
Nao ( )
) Dentrodacasa ( )

()

() Nao ( )
Sim () Nao ( )

() Nao ( )
Sim () Nao ( )

() Nao ( )

Exame Fisico

Peso: Altura:

Mucosas: Pele:
Alteracdes encontradas:

Impressao diagndstica:

Exames Complementares Solicitados
Rotavirus

Resultado: Positivo ()
Eletroferotipo: Curto ()
Genotipo: G: P[]
Astrovirus

Resultado: Positivo ()
Calicivirus

Resultado: Positivo ()
Hepatite E

Resultado: Positivo ()
Parasitoscopico das fezes:

Resultado:

Negativo ( )
Longo ( )

Combinacgdo Binaria:

Negativo ( )
Negativo ( )

Negativo ( )

Outros Exames

Resultado

Medicacéo prescrita:
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ABSTRACT
Background: Gastroenteritis is a major cause of morbidity and mortality in children,
especially in developing countries. Few data about diarrhoea associated with enteric
pathogens in African-descendant communities in Brazil is available.
Methodology: A total of 375 stool samples were collected from children and adults
from April 2008 to September 2010 in an African-descendant community (Quilombola)
in Brazil. Immunochromatography was used to detect group A rotavirus and RT-PCR
were performed for group C rotavirus and picobirnavirus. Methods of sedimentation,
centrifugation and direct examination were performed for intestinal parasites.
Results: Rotavirus A, Picobirnavirus and Rotavirus C were detected in 6.4% (24/375),
0.3% (1/375) and 1.3% (5/375) of samples. respectively. Parasitological tests were
performed on 349 stool specimens. showing that 86.2% patients had infestation with at
least one intestinal parasite. The most frequent intestinal parasites were Entamoeba
histolytica/E. dispar 28.4% (99/349). Ascaris lumbricoides (27.8%: 97/349) and
Trichuris trichiura (25.8%: 90/349). Associations between viruses and parasites were
observed in 8% (15/177) of individuals. Nutritional analysis showed that 18.4%
children were malnourished.
Conclusions: This study highlights the occurrence of enteropathogens and malnutrition
in Quilombola community, showing the need to implement preventive actions involving

improvement of health services and universal access to adequate sanitation conditions.

Key words: diarrhea. enteropathogens, malnutrition.
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INTRODUCTION

In the past few years, a decline in morbidity and mortality from all- cause
diarrhoea in children less than five years has globally been observed 2 Diarthoeal
diseases represent the second cause of death among children worldwide, accounting for
750000 deaths each year in this age group ’. In Brazil. mortality due to diarrhoeal
disease has shown a downwards trend over time, where a reduction of 57% in the
number of deaths in children aged 1-4 years was registered from 2000 to 2010 5 These
reductions were found to be steeper after 2006. following rotavirus vaceine introduction
in the childhood immunization program. emphasizing the potential impact of universal
rotavirus vaccination

Gastroenteritis is a serious public health problem. especially in developing
countries, being one of the major causes of morbidity and mortality in children. Protein-
energy malnutrition may occur as an outcome of chronic diarrhoea, affecting physical
and intellectual development of children. In general, the high prevalence of
gastroenteritis is related to the social, economic and cultural conditions of a
popularionﬁ'?.

Many enteropathogens have been associated with diarthoea such as bacteria,
parasites and viruses ® In this context. rotavirus. Cryptosporidium, enterotoxigenic
Escherichia coli producing heat-stable toxin. and Shigella are the most frequent
pathogens associated with moderate to severe diarthoea cases ’

In Brazil, there are 2000 African-descendant communities certified by
Palmares Cultural Foundation. of which 141 (7.0%) are situated in the South Region.
227 (11.3%) in the Northern Region, 290 (14.5%) in the Southeast Region. 1228

(61.4%) in the Northeast Region, and 114 (5.8%) in the Midwest Region '°. Most of

these communities live in extreme poverty: 29% of them have access to garbage
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collection service, 24% to sewage system. and 56% to running water " Furthermore.
recent studies conducted in traditional communities have showed that the Food and
Nutrition Insecurity constitutes an important tool for that population .

The aim of this study was to determine the frequency of enteric viruses and

intestinal parasites in stool specimens from children and adults living in an African-

descendant community (Quilombola) in Ananindeua, state of Para, northern Brazil.

MATERIAL AND METHODS
Study area and patients

This study involved an African-descendant community named Abacatal,
which covers as area of 308 hectares and is located 8 km from the outskirts of
Ananindeua and Marituba municipalities. metropolitan area of Belém. state of Pari.
Amazon Region, Brazil. The studied population was about 400 inhabitants. including 84
families with 120 children aged below 10 years, living under poor sanitation and
crowded conditions®?.

This study was approved by Ethical Review Committee of Instituto Evandro
Chagas. protocol number 009/2007, and written informed consents were obtained from
parents or legal guardians before any study procedures. The authors assert that all
procedures contributing to this work comply with the ethical standards of the relevant
national and institutional committees on human experimentation and with the Helsinki
Declaration of 1975, as revised in 2008,

The nutritional status was assessed using as a parameter a 24-hour dietary
food recall. Anthropometric parameters were weight / age, height / age, weight / height,

body mass index (BMI) / Age and point cut expressed in units of standard deviation or

Z score recommended by WHO and adopted by the Ministry of Health!!. In this
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community, when people became ill, they were referred by a resident community health

agent to the health unit that provided assistance to this population.

Clinical Specimens

Surveillance for gastroenteritis included twice a week visits from a
pediatrician in the community. in order to detect any diarrhoeal episode in children. If
an outbreak of gastroenteritis was detected. stools were also collected from adults.

Fecal specimens were collected from children aged less than 10 years with
clinical symptoms including: three or more liquid or watery evacuations with fever,
vomiting and abdominal pain in 24-hour period. Infants without diarrhoea were
ineluded as controls.

The samples were transported to the laboratories of Instituto Evandro
Chagas and processed for viral agents, and examined for intestinal parasites before

being stored at -20° C until being used for viral analysis.

Laboratory procedures
Virus detection

The present study search enteric viruses (RVA, RVC and PBV) and
intestinal parasites. however the samples were not tested for other putative GE viruses
and bacterial due to techniques unavailable in the laboratory.

The immunochromatography was used to detect group A rotavirus (RVA) in
stool samples, using the commercial kit Rota Strip (CORIS BioConcept). according to
the protocol supplied by the manufacturer. Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)
was carried out in Tris-glycine buffer to determine RV and picobirnavirus (PBV) RNA

electrophoretic profile 1,



- . - . . 17
Viral genomes were extracted using silica-method as described previously .
Molecular assays were performed for group C rotavirus (RVC) and picobirnavirus
(PBV). Polymerase chain reaction (PCR) was carried out using the following primers

for RVC: C1/C4 (VP6 gene) and G8S/G8A (VP7 gene) 1319 For PBV detection primers

- . - 2
PicoB25-PicoB43 (RdRp gene) were used to determine genogroup I *

Examination for intestinal parasites

An aliquot of the fecal specimen was transferred to the collection bottle
containing a liquid preservative (Coprotest ®) and sent to the parasitology laboratory.
Methods of sedimentation, centrifugal flotation in zine sulfate solution. Baermann-

_ . o . . - 10
Moraes and direct examination were performed according to standard techniques :

Two slides were examined for each stool sample to detect parasites using optical

microscopy (Nikon, Japan) with magnifications of 100x and 400x.

Data Analyses

The frequencies of enteric viruses and intestinal pathogens were determined

using Microsoft Excel software. Comparisons of frequencies among the groups were
. . 2 . o= . . .

performed using ¥ test through BioEstat 5.0 %*. Statistical significance was established

at p-value <0.05.

RESULTS

From April 2008 to September 2010. a total of 375 stool samples were
obtained from 177 patients. From these. 110 and 265 samples were collected from 75

diartheic and 102 non-diarrheic subjects, respectively. Frequencies of viral agents were:
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RVA 6.4% (24/375). RVC 0.3% (1/375). and PBV 1.3% (5/375). All samples from
diarrheic and non-diarrheic patients were sereened by PAGE and confirmed by RT-PCR
for RVC and PBV.

Figure 1 shows the temporal distribution of viral agents associated with or
without gastroenteritis cases in children and adults. RVA was observed during all three
years of study, and RVC was detected in diarrheic patient only in 2008. In same period,
RVA was detected in 3.6% (3/82) of cases. and in 2010 there was an outbreak caused
by RVA invelving children and adults during July-September, with an overall positivity
rate of 12.5% (20/160). From these. 16 were from diarrheic patients and four from non-
diartheic subjects.

PBV had an overall frequency of 1.3% (5/375), being 2.7% (3/110) in
diartheic patients and 0.7% (2/265) in the asymptomatic group. The samples were
subjected to PAGE, showing two genomic segments and confirmed by RT-PCR. as
being Genogroup I as demonstrated by amplification of 240 bp products (data not
shown).

Table 1 shows the frequencies of enferic wviruses according to age
distribution and clinical characteristics. RV and PBV were detected mostly in patients
aged =10 years with diarrhoea.

Parasitological examinations were performed on 349 stool samples collected
from 174 individuals with 150 (86.2%) showing infestation with at least one intestinal
parasite, resulting in 271 (77.6%) positive specimens. Among helminths, the most
frequent was Ascaris lumbricoides detected in 27.8% of cases (97/349), followed by
Trichuris trichiura (25.8%. 90/349). hookworms (6.8%. 24/349). and Strongyloides
stercoralis (1.4%. 5/349). With regards to protozoa. Entamoeba histolytica/ E. dispar,

Endolimax nana, and Giardia lamblia were associated with 28.4% (99/349), 24.3%
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(85/349) and 21.2% (74/349) of cases. respectively. Table 2 shows the parasite
frequencies associated with age distribution and clinical characteristics.

With regards to association between viruses and parasites, it was occurred
among 8% (15/177) of individuals, being 16% (12/75) in diarrheic group and 2.9% in
asymptomatic group (3/102) (p=0.01) (data not shown).

Frequencies of vomiting, fever and abnominal pain were 41.5%. 46.3% and
58.5% in diarrheic children, respectively. while the non-diarrheic. but symptomatic
children, showed 5%, 3.4% and 30.5% of these symptoms. with a value statistically
significant (Table 3).

The present study included nutritional evaluation of 38 children aged 0-10
years. of both sexes, being 31/38 (81.6%). classified as eutrophic and 7/38 (18.4%) as
malnourished. From these, 1/7 (14.3%) showed nutritional risk, 5/7 (71.4%) severe

acute malnutrition. and 1/7 (14.3%) chronic malnutrition (data not shown).

DISCUSSION

There have been few reports on the epidemiology of gastroenteritis in
African-descendant communities in Brazil. This study is the first report on the
prevalence of enteric viruses and intestinal parasites in an African-Brazilian, semi-
closed community in Pard. Brazil. The overall prevalence rates of RVA. RVC. and PBV
were of 6.4%, 0.3%, and 1.3%, respectively. Data on the occurrence of other viruses in
the same community were shown, where the frequency of norovirus, sapovirus and
astrovirus were described in 19.7%. 2.5% and 1.2% of the cases respectively, being
detected in diarrheic individuals only 2%,

The RVA was found throughout the three years of study. In 2010 an

outbreak was observed among children and adults with inecreasing frequencies from
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3.6% to 12.5%. RVA was detected in 16 diarrtheic children and among four non
diarrheic children. RVC was detected by PAGE and confirmed by RT-PCR in a
diarrheic child aged five years. Unlike our findings, in a study conducted in the
Quilombela Community of Sdo Mateus and Conceicdo da Barra located at Southeast
region of Brazil, RVA or RVC were not found . Our results demonstrated the
circulation of RVA associated with either sporadic cases or outbreak of diarthea.
Although RVC was detected at low rates and no outbreak of diarrhoea has reported. our
results are i agreement with the low prevalence of RVC registered in several settings,
including Belém, Pard. Brazil 182630,

Rotavirus infection is characterized by the abrupt onset of vomiting. and
thereafter high fever and protfuse diarthoea (watery and yellowish, with mucus in 25%
of cases). and. depending on the intensity of these symptoms, isotonic dehydration too.
In the present study it was reported one case of RV GE in a child of 4 years, requiring
hospitalization for intravenous rehydration. Only this case was confirmed as rotavirus-
positive, despite vaccination against rotavirus had not been administered to infants. This
finding may be explained by protection conferred by prolonged breastfesding in this
population .

In this study, PVB was detected at an overall rate of 1.3%. being 2.7% in a
diartheic case and associated with helminths: and 0.7% among asymptomatic
individuals, associated with protozoa. This is the first detection of PBV in a semi closed
community; however, these results are in agreement with those reported in Italy, Brazil,
India and Argentina 3 Although PBV has been associated with mild to severe
diarrhoea in immunocompromised individuals, symptoms tend to be more severe, and it

has been considered opportunistic pathogens if associated with other wiral

gastroenteritis agents. In humans, this pathogenicity is still questionable, since these




agents have been detected in symptomatic and asymptomatic individuals. In this study
PBV was found in both symptomatic and asymptomatic individuals, and associated with
helminths associated with mild diarrhoea. Association with protozoa was also found.

It is worth emphasizing that although we have not recorded any
gastroenteritis outbreaks caused by norovirus in the Quilombola community, they were
detected only in diarrheic children at a frequency of 19.7%. as previously described .
This positivity rate was higher if compared to that study conducted in Southeast region
of Brazil, where norovirus were reported in 9.2% of diarrheic patients, and 1.5% in non-
diarrheic individuals »°.

Among the parasites found in this study. it was observed that the most
common helminths were Ascaris lumbricoides (27.8%) and Trichuris trichiura (25.8%).
whereas, among the protozoa, Entamoeba hystolitica/ E. dispar (28.4%) and Endelimax
nana (24.3%) were predominant. In contrast, hookworms were the most frequent
helmints (14.6%) in a study conducted in a Quilombola community located in Espirito
Santo city. Brazil . Entamoeba hystolitica/ E. dispar and Endolimax nana were
detected in a lower frequency of 8.5% and 4.9%. respectively. This diversity was also
found in others studies on intestinal parasites occurrence in Quilombola community in

3138 Of note, children and

the states of Bahia and Minas Gerais. Brazil. respectively
adults found to have parasites in their stools. in the Quilombola community of the

present study, were properly treated.

With respect to the non-diartheic but symptomatic individuals, the study
showed a high incidence of parasites when compared to the diarrheic group, especially
protozoa. This fact may be due to poor sanitation conditions in this community.
favoring the carrier state as observed by Damazio et al. (2013) *® also studying parasites

in the Quilombola community.

10
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Coinfections involving RVA, RVC, PBV and intestinal parasites in the
community was registered in 8% of individuals, mostly in diarrheic group (16%).
possibly explained by the poor sanitation conditions in our study setting. In the present
study the overall frequency of coinfections was lower when compared with data of
another study that related the occurrence of biparasitism in 15.8% of samples founded
36 In contrast. in the Maxakali indigenous villages in the state of Minas Gerais, Brazil a

higher rate of polyparasitism was observed (46%) #

The low socio economie profile of studied population enhances the risk of
developing infectious and parasitic diseases, and this is confirmed by the high rates of
intestinal parasites (86.2%). This high incidence of intestinal parasites is similar to that
study in the Maxakali indigenous. where the occurrence of intestinal parasites was

89.5% 3.

The present study showed that the percentage of malnutrition in this
community was significant (18.4%). Among malnourished children, 14.3% had
nutritional risk, 71.4% severe acute malnutrition, and 14.3% had developed chronic
malnutrition. This may be due to poor health, housing. and access to water, sanitation
condition and education, poor diet and consequently infectious processes. Our results
show a high number of children less than five years old with malnutrition, although the
small number of samples analyzed. In addition. rates were greater than those reported
for the 2.723 Brazilian African-descendant children under five years as assessed by the
height deficit / age (11.6%) and weight / age (8.1%) 1

Our results raise the question about possible reasons to explain the
difference between epidemiological data. when comparing semi closed communities,

such as Quilombola. and typical urban communities.

11



In conclusion. this study highlights the need to implement preventive
actions in the community. including health education measures, rotavirus vacecination,
and even the implementation of programs to control parasitic infestations. including

examination for worms of domestic animals considered as potential reservoirs parasites.
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Figure Legends

Figure 1. Viral agents distribution among patients from an African-Brazilian semi
closed community, between 2008 and 2010,
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ABSTRACT

Background: A novel VP6 (118) and NSP1 (A19) rotavirus genotype from an
unusual G3P[9] strain was characterized and obtained during an outbreak of
gastroenteritis in an African-descendant (“Quilombola”) community in Belém
Northern, Brazil.

Objective: To characterize the VP6 and NSP1 genes of a novel rotavirus genotypes

of a rare G3P[9] in a African-descendant community.

Study design: This study was a surveillance in a rural community during the period
2008-2010. At July 2010 an outbreak of diarrhea occurred and the rare RVA
G3P[9] genotype was detected. The samples were screened first by
immunochromatographic test and the extraction of viral RNA was applied to
positive samples followed by PAGE, RT-PCR, cloning and sequencing of the VP4,
VP7, VP6 and NSP1 genes.

Results: Seven (18.9%) RVA of 37 samples were characterized as G3P[9]
genotype. The VP6 and NSP1 genes from these samples presented similarity
values below 78% and 66.6%, respectively, to the recognized prototypes from each
gene. So, we submitted the VP6 and NSP1 sequences to the Rotavirus
Classification Working Group that confirmed the identification of a new 118 and A19
genotypes. There was no history of rotavirus vaccination and children and adults in
general had mild symptoms.

Conclusion: Our analysis shows a G3P[9] rotavirus strain bearing VP6 and NSP1
genes assigned to new 118 and A19 genotypes, respectively. These findings
highlight the great genetic diversity and the potential for evolution of rotavirus

strains infecting humans.
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Keywords: Rotavirus G3P[9], VP6 genotype 118, NSP1 genotype A19, African-

descendant

1. Background

Rotavirus is a major cause of acute gastroenteritis affecting mainly children
under five years old. Adults can also be infected but in general do not develop
symptoms. Rotavirus belongs to the family Reoviridae and consists of 11 genome
segments of double-stranded RNA (dsRNA). The virion comprises six structural

proteins (VP1-4, VP6 and VP7), and six non-structural (NSP1-NSP5/6) proteins. "

A recently nomenclature adopted relies on the characterization of the 11
nucleotide genomic segments named Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx (x =
Arabic numeral indicating the number of genotype), representing the genotypes of
respective genes VP7, VP4, VP6, VP1, VP2, VP3, NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 and
NSP5/6.%2 As based on this classification, the Rotavirus Classification Working
Group (RCWG) currently recognizes 27G (VP7), 37P (VP4), 171 (VP6), 9R (VP1),
9C (VP2), 8M (VP3), 18A (NSP1), 10N (NSP2), 12T (NSP3) 14E (NSP4) and 11H
(NSP5) genotypes.2 The characterization of the 11 nucleotide genomic segments
proposed by the RCWG can lead to identification of potential new genotypes and

the full genomic characterization that makes up a constellation.?

In Brazil, the monotype G1P[8] vaccine (Rotarix, GlaxoSmithKline Biologicals,
Melbourne, Victoria, Australia) was introduced into the Brazilian Public Health
System (SUS) in March 2006. After the introduction of Rotarix, the prevalence of
G1P[8] genotype was found to decrease.® For G3 genotype the most common

combination was G3P[8] and G3P[4]. Furthermore, high prevalence rates of G3P[8]
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and G3P[NT] were found in the southeast region of Brazil’ and strains considered

unusual genotypes such as G3P[9], G3P[6] and G3P[3].**

2. Objective

In this study we characterized the novel VP6 and NSP1 genotypes of a rare
G3P[9] strain detected during an outbreak of diarrhea that occurred in an African

descendant semi-closed community of the state of Para, Brazil.

3. Study design

During an outbreak of diarrhea that occurred in July 2010, seven RVA (18.9%)
of 37 samples were characterized as G3P[9] genotype, all of which collected in the
Abacatal Quilombola Community. This is a rural and semi-closed community that
gathers African-descendants slaves, being located within the metropolitan area of

Belém, Northern Amazon region, Brazil.

4. Results

RVA G3P[9] was detected in 35.7% (5/14) of the diarrheic subjects and in 8.7%
(2/23) of non-diarrheic individuals (p=0.2104). This genotype was found in 13.0%
(3/23) of children <10 years and 28.6% (4/14) of adults >11-86 years (p=0.4190).
There was no history of rotavirus vaccination and children and adults in general
had mild symptoms (diarrhea, vomiting, fever and abdominal pain).

The samples were screened first by immunochromatographic test (RIDA QUICK
Rotavirus, R-Biopharm AG, Germany) and the extraction of viral RNA was applied

to positive samples and performed according to the method described by Boom et
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al. Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) of dsRNA genome was performed
with subsequent silver staining of the gel.® Seven RVA samples (QUI-15-F11, QUI-
35-F5, QUI-67-F3, QUI-135-F1, QUI-139-F1, QUI-140-F1 and QUI-146-F1)
displayed typical long RNA pattern by PAGE.

The reverse transcription of dsRNA was carried out with SuperScript (Invitrogen,
Carlsbad, CA) using specific primers for VP4, VP7, VP6 and NSP1 gene”"" and the
PCR amplification was performed with Taq DNA polymerase recombinant
(Invitrogen).

The VP6 (1356 bp) and NSP1 (1565bp) PCR amplicons obtained were cloned
into Puc 19 vector using TA Cloning Kit (Invitrogen). The cloned strains were
subsequently amplified by PCR using M13F/M13R primer. The PCR amplicons
obtained were purified using the commercial EasyPrep PCR Clean-Up Mini Kit
(Easypath, Brazil, Erviegas, EasyGen), following the manufacturer’s instructions,
and sequenced in both directions using the BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (v.3) and ABI Prism Model 3130xI DNA Sequencer (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA).

The sequences of the VP4, VP7, VP6 and NSP1 genes were aligned and edited
in BioEdit program (v7.0.5.3) and compared to those available in the GenBank
database using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) and subjected to
phylogenetic analysis using MEGAS (v5.0.1.102). The calculated matrix distances
were analyzed using the Neighbor-joining algorithm based on the estimation
method of Kimura 2-parameter for nucleotides and calculating your robustness by
Bootstrap method with 2000 pseudo-replicates.

The nucleotide sequences determined in this study were submitted to GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov). The GenBank accession numbers of the nucleotide




121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

sequences are as follows: VP4 (KF185106, KF360205-KF360210), VP7
(KF185108, KF360216-KF360221), VP6 (KF185107, KF360211-KF360215) and
NSP1 (KF185099, KF360199- KF360204).

The NSP1 and VP6 sequences showed identities below the cut-off value when
compared to sequences belonging to the established RVA genotypes. As to the
NSP1 gene this similarity with 18 described genotypes ranged from 48.5% to
66.6%. The percentage identity cut-off value for NSP1 is 79%. With regards to VP6
gene the similarity with 17 described genotypes ranged from 58.5% to 78%. The
percentage identity cut-off value for VP6 is 85% (data not showed).

We submitted the NSP1 and VP6 sequences of the human
RVA/Humanwt/BRA/QUI-35-F5/2010/G3P[9] to the RCWG that confirmed the
identification of a new A19 and 18 genotypes, according to the rotavirus group A
classification and nomenclature guidelines.”

The phylogenetic analyses of VP6 and NSP1 genes for G3P[9] strain were
performed with the RVA/Human-wt/BRA/QUI-35-F5/2010/G3P[9] as prototype for
118 and A19 genotypes, respectively. All the G3P[9] strains from Abacatal
Quilombola Community clustered with the 118 and A19 genotypes from

RVA/Humanwt/BRA/QUI-35-F5/2010/G3P[9] strain (Figure 1).

5. Discussion

The G3P[9] genotype is a rare strain with a worldwide prevalence of <0.2% and
may have a feline/canine origin, or derive from multiple reassortments involving
canine, feline, and human rotaviruses.'? Nevertheless, the prevalence of G3P[9] in

13,14

Brazil is found to be high in the State of Rio de Janeiro and apparently rare in

the country’s north (Amazon) region."®
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The frequency of G3P[9] genotype in Rio de Janeiro, from 1997 to 1999, was
5.9%_1 However, between the years 1996-2006, the frequency of G3P[9]
decreased to 2.46% and showed a variable combination of the VP6 and NSP4
gene, such as G3-P[9]-11-E1 (560%), G3-P[9]-12-E2 (25%) and G3-P[9]-I3-E3
(25%)."* These results differ from our results since the observed frequency in
Quilombola community was 18.9%. In addition, G3P[9] has been described with
different gene combinations, which can be observed for Quilombola samples
considering the new VP6 and NSP1 genotypes reported.

The G3P[9] genotype is rare in the Amazon region, Brazil. In a study conducted
in Belém, Para, between 1992-20086, only one G3P[9] RV10109 strain was
detected.'® This strain was isolated in 2006 from a child with diarrhea. The
phylogenetic analysis determined the following genotypic constellation G3-P[9]-Ix-
R2-C2-M2-A3-N1-T3-E3-H3 for RV10109 strain. These data suggest possible
feline/canine origin or multiple reassortment events'® which is different for our
results which suggest a human origin to VP4 and VP7 genes for the
G3P[9]samples.

The G3P[9] Quilombola samples gathered in July 2010, suggesting a self
limiting outbreak. Interestingly, adults were more affected and all individuals
infected by G3P[9] presented mild symptoms; however, these results may have
occurred by chance owing to the small sample size.

In the present study we characterized novel VP6 and NSP1 genotypes of rare
RVA G3P[9] strain. However, the characterization of all segments genomics is
necessary for understanding the great genetic diversity of rotavirus maintained by

multiple reassortment events. The emergence of novel rotavirus strains during the
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post vaccine period may pose a challenge to vaccination strategies and highlight

the importance of surveillance of gastroenteritis episode in this community.

Acknowledgements
We thank all parents and children from Abacatal Quilombola Community who
enroll in this study and the Instituto Evandro Chagas by support physician and

laboratory team.

Funding

This study was supported by a grant from the Fundacdo de Amparo & Pesquisa
do Estado do Para (MS/CNPg/SECTAM n. 032/2007) and Pré-Reitoria de
Pesquisa e Pos-Graduacdo/UFPA (PROPESP/UFPA) and Fundag&o de Amparo e
Desenvolvimento da Pesquisa (FADESP). J.H.L.K was supported by Conselho

Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolagico (CNPQ).

Conflicts of interest

None declared

Ethical approval
This study had the approval granted by The Ethics Committee on Human
Research of the Evandro Chagas Institute (IEC-CEPH) under number 009/2007.

The ethical consent form was also applied to the subjects of this research.




159

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

References

1. Matthijnssens J, Ciarlet M, McDonald SM, Attoui H, Banyai K, Brister JR, et al.
Uniformity of rotavirus strain nomenclature proposed by the Rotavirus

Classification Working Group (RCWG). Arch Virol 2011;156(8):1397-413.

2. Matthijnssens J, Ciarlet M, Rahman M, Attoui H, Banyai K, Estes MK, et al.
Recommendations for the classification of group A rotaviruses using all 11

genomic RNA segments. Arch Virol 2008;153(8):1621-9.

3. Leite JPG, Carvalho-Costa FA, Linhares AC. Group A rotavirus genotypes and
the ongoing Brazilian experience - A Review. Mem Inst Oswaldo Cruz
2008;103(8):745-53.

4. Luchs A, Cilli A, Morillo SG, Carmona RCC, Timenetsky MCST. Rare G3P[3]
rotavirus strain detected in Brazil: Possible human—canine interspecies
transmission. J Clin Virol 2012;54(1):89-92.

5. Boom, R.; Sol, C.J.A.; Salimans, M.M.M.; Jansen, C.L.; Wertheim-Vandillen,
P.M.E.; Van der Noordaa. Rapid and simple method for purification of nucleic
acids. J Clin Microbiol 1990;28(3):495-503.

6. Pereira HG, Azeredo RS, Leite JP, Barth OM, Sutmoller F, de Farias V, et al.
Comparison of polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), immuno-electron
microscopy (IEM) and enzyme immunoassay (EIA) for the rapid diagnosis of
rotavirus infection in children. Mem Inst Oswaldo Cruz 1983;78(4):483-90.

7. Gentsch JR, Glass RI, Woods P, Gouvea V, Gorziglia M, Flores J, et al.
Identification of group A rotavirus gene 4 types by polymerase chain reaction. J

Clin Microbiol 1992;30(6):1365-73.




160

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

8. Gouvea V, Glass RI, Woods P, Taniguchi K, Clark HF, Forrester B, et al.
Polymerase chain reaction amplification and typing of rotavirus nucleic acid from
stool specimens. J Clin Microbiol 1990;28(2):276-82.

9. lturriza Gémara M, Wong C, Blome S, Desselberger U, Gray J. Molecular
characterization of VP6 genes of human rotavirus isolates: correlation of
genogroups with subgroups and evidence of independent segregation. J Viro/
2002;76(13):6596-601.

10. Both GW, Siegman LJ, Bellamy AR, Ikegami N, Shatkin AJ, Furuichi Y.
Comparative sequence analysis of rotavirus genomic segment 6-the gene
specifying viral subgroups 1 and 2. J Virol 1984;51(1):97-101.

11. Nakagomi O, Kaga E. Distinctness of NSP1 gene of human rotavirus AU-1 from
NSP1 gene of other human genogroups. Res Virol 1995;146(6):423-8.

12. Banyai K, Laszl6 B, Duque J, Steele AD, Nelson EA, Gentsch JR, Parashar
UD. Systematic review of regional and temporal trends in global rotavirus strain
diversity in the pre rotavirus vaccine era: insights for understanding the impact of
rotavirus vaccination programs. Vaccine 2012;27(30 Suppl 1):A122-30.

13. Santos N, Soares CC, Volatdo EM, Albuguerque MCM, Hoshiro Y. Surveillance
of Rotavirus Strains in Rio de Janeiro, Brazil, from 1997 to 1999. J Clin Microbiol
2003;41(7):3399-402.

14. Benati FJ, Maranh&o AG, Lima RS, Silva RC, Santos N. Multiple-gene
characterization of rotavirus strains: evidence of genetic linkage among the VP7,
VP4-, VP6-, AND NSP4-encoding genes. J Med Virol 2010;82(10):1797-802.

15. Maestri RP, Kaiano JHL, Neri DL, Soares LS, Guerra SFS, Oliveira DS, Farias
YN, Gabbay YB, Leite JPG, Linhares AC, Mascarenhas JDP. Phylogenetic

analysis of probable non-human genes of group A rotavirus isolated from

10




244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

children with acure gastroenteritis in Belém, Brazil. J Med Virol

2012;84(12):1993-2002.

Figure 1. Dendrogram based on the coding region nucleotide sequences of the
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