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RESUMO

Os virus entéricos ocupam papel de destaque na etiologia das gastroenterites
virais como importante causa das diarréias infantis no mundo. Uma ampla
diversidade de agentes etioldgicos virais tem implicacBes na epidemiologia das
diarréias agudas. A deteccdo dos virus entéricos em idosos tem sido valorizada em
funcdo da possibilidade de epidemias, bem como da preocupacdo da saude publica
com a qualidade de vida dessa popula¢do, uma vez que 0s avangos tecnologicos tém
contribuido para elevar a expectativa de vida. O papel dos virus entéricos nas
gastroenterites infantis agudas no Brasil estd bem estabelecido através de diferentes
estudos, entretanto poucos dados estdo disponiveis sobre a ocorréncia desses virus na
populacdo de adultos. Visando contribuir para essa questdo, este estudo definiu a
etiologia da gastroenterite viral em criancas hospitalizadas e idosos
institucionalizados na cidade de Campo-Grande, MS. A deteccdo de astrovirus e
calicivirus foi realizada pela metodologia da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
e a deteccdo de adenovirus e rotavirus pelo ensaio imunoenzimatico combinado para
rotavirus e adenovirus (EIERA). A amostra do estudo constitui-se de fezes de
criancas com até 3 anos de idade internadas na Santa Casa e no Hospital
Universitario de Campo-Grande/MS, bem como de fezes de idosos
institucionalizados no asilo Sdo Jodo Bosco. Nas criancas estudadas, foi observada
ocorréncia de 3,1% para astrovirus, 7,6% para calicivirus e 3,6% para adenovirus.
Das 115 amostras estudadas dos idosos institucionalizados, 13 (11,3%) foram
positivas para o0s virus pesquisados. Nao ocorreu deteccdo de Rotavirus do grupo A,

e o percentual observado para astrovirus, calicivirus, adenovirus foi de 0,8%, 8,7% e
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1,7%, respectivamente. Os dados obtidos neste estudo reforcam a importancia de
constante monitoramento das infecgdes entéricas na populacdo infantil, bem como
também evidenciam a circulacdo desses agentes virais na populacdo de idosos
institucionalizados em Campo Grande, MS. Tais comprovagfes constituem
importante instrumento para avaliagdo dos resultados obtidos com a vacina para

Rotavirus A, presente desde 2006 no Calendario Nacional de Imunizag&o.

Palavras-chave: gastroenterite, diarréia, rotavirus, calicivirus, astrovirus, adenovirus
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ABSTRACT

Enteric viruses play a major role in the etiology of viral gastroenteritis as an
important cause of infantile diarrhea in the world. A wide range of etiological
agents has implications in the epidemiology of acute diarrheas. The detection of
enteric viruses among the elderly has been enhanced due to the possibility of
outbreaks, and also because of the Public Health concern about the quality of life of
this population, as technological progress has contributed to an increase in life
expectancy. The role of enteric viruses in acute infantile gastroenteritis in Brazil has
been well defined through different studies. However, few data about the occurrence
of these viruses in the adult population are available. In order to contribute to this
issue, this study defined the etiology of viral gastroenteritis in hospitalized children
and institutionalized elderly in Campo Grande/MS. Astrovirus and calicivirus have
been detected by Polymerase Chain Reaction (PCR) and adenovirus and rotavirus
by a combined enzyme immunoassay for rotavirus and adenovirus (EIARA). This
study comprised the analyses of stool samples of children under 3 years of age
admitted to Santa Casa and University Hospital in Campo Grande/MS, and elderly
people institutionalized at Asilo Sdo Jodo Bosco. Among the children, astrovirus
(3,1%), calicivirus (7,6%) and adenovirus (3,6%) have been observed. Among the
115 elderly people samples, 13 (11,3%) were positive for the viruses at issue. Group
A rotavirus was undetected in the elderly population and astrovirus, calicivirus and
adenovirus accounted for 0,8%, 1,7% and 8,7%, respectively. The results of this
study reinforce the importance of a constant surveillance of enteric infections in child

population and also show the circulation of these viral agents among the elderly
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population institutionalized in Campo Grande, MS. Such findings constitute an
important tool to evaluate the results of the vaccine against Rotavirus A, used since
2006 in the National Immunization Program (Calendario Nacional de Imunizagao)

in Brazil.

Key-words: gastroenteritis, diarrhea, rotavirus, calicivirus, astrovirus, adenovirus



1- INTRODUCAO

A gastroenterite aguda € geralmente causada por um agente de natureza
infecciosa que coloniza a mucosa intestinal e desencadeia disfuncdo na absorgéo de
agua, eletrolitos e nutrientes. O resultado pode ser desidratacdo severa e evolucao
para morte (TOPOROVSIKI et al., 1999). Mais de 20 tipos diferentes de virus séo
reconhecidos como importantes causas da doenca diarréica aguda no mundo, o que
provoca um grande impacto na populagédo, particularmente criancas (OKITSU-
NEGISHI et al., 2004). A gastroenterite aguda € doenca freqliente em criangas de até
cinco anos de idade, sendo uma das principais causas de hospitalizagdo, com
elevados indices de mortalidade em paises em desenvolvimento (OH et al., 2003). O
papel dos virus entéricos no processo da gastroenterite infantil no Brasil esta bem
estabelecido através de diferentes estudos realizados (SANTOS et al., 2003;
ORLANDI et al., 2006; GABBAY et al.,, 2007; VICTORIA et al., 2007,
MAGALHAES et al., 2007). Na regifo Centro-Oeste, varios estudos tém sido
conduzidos visando a deteccdo de agentes virais como Rotavirus A, adenovirus
entéricos, calicivirus e astrovirus (CARDOSO et al., 2000; 2001; 2003; COSTA et
al., 2004 ;BORGES et al., 2006; ANDREASI et al., 2007). No entanto, ainda séo
escassos 0s estudos relativos a ocorréncia, sintomatica ou ndo, desses virus na
populacdo adulta e principalmente em idosos (ANDERSON; WEBER, 2004). Para a
salde humana, é importante a vigilancia epidemioldgica da gastroenterite com a
definicdo do agente etiolégico, pois contribui para a elaboracdo de medidas que

visam a melhoria das condi¢des de saneamento da populacdo (CASO et al., 1996).

Antes da descoberta dos virus como agentes causadores de diarréia, a

etiologia dessa doenca era identificada somente em uma propor¢do muito limitada de



individuos com gastroenterite. Subseqlientemente, com a descoberta do Norwalk
virus, rotavirus, astrovirus e adenovirus entéricos, foi possivel a associacdo desses
agentes virais como causadores de infeccdes entéricas (LEBARON et al., 1990). Os
principais virus isolados de quadros diarréicos foram Rotavirus A, adenovirus

entéricos, calicivirus e astrovirus (WILHELMI et al., 2003).

Os astrovirus tém sido identificados como importantes agentes de
gastroenterite em criancas e idosos, estando associado a epidemias de gastroenterites
em adultos jovens que incluem recrutas militares, estudantes e professores, podendo

ocorrer também em criancas imunocomprometidas (GALLIMORE et al., 2005).

Calicivirus sdo géneros pertencentes a familia Caliciviridae, que comportam
virus causadores de gastroenterite em humanos. J& foram relatados casos esporadicos
e epidemias em criancas de diferentes localizagdes geograficas, além de surtos em
idosos institucionalizados e adultos que participavam de cruzeiro (FARKAS et al.,

2004).

Os adenovirus humanos foram identificados a partir dos anos de 1950 e tém
sido extensivamente estudados em termos de etiologia de doencas bem como de
aspectos de terapia génica (GINSBERG, 1999; VELLINGA et al., 2005). Esses virus
sdo amplamente distribuidos no mundo e estdo relacionados com uma variedade de
enfermidades que inclui doencas respiratdrias, conjuntivite, uretrite e gastroenterites
(SWENSON et al., 1995; CURTIS et al., 1998; WOLD; HORWITZ, 2007). Os
adenovirus relacionados com a gastroenterite acometem principalmente criangas com
idade inferior a dois anos, mas também afetam individuos imunocomprometidos de
qualquer faixa etaria, nos quais a infec¢do pode levar a morte (MUNOZ et al., 1998;

WILHELMI et al., 2003).



Os Rotavirus A sdo os agentes etioldgicos de gastroenterite mais amplamente
estudados, portanto, os mais bem caracterizados. S&o predominantes na natureza e
estdo associados a gastroenterite no homem e em diversas espécies de animais. Essa
espécie vem sendo considerada, em todo 0 mundo, o agente etiolégico mais comum
de diarréia em bebés e criancas menores de 3 anos. No entanto o papel desse
patégeno na infeccdo em adultos ndo estd totalmente esclarecido (ANDERSON;

WEBER, 2004).

Considerando que ndo existem informaces referentes a circulagdo de virus
entéricos na populacdo de Campo Grande (MS), e que é necessario o preenchimento
dessa lacuna, o presente trabalho investigou a etiologia viral da gastroenterite aguda
em criancas hospitalizadas e em idosos institucionalizados em Campo Grande-MS.
Os resultados obtidos fornecerao subsidios para o0 conhecimento dos virus circulantes
em nossa regido; para a implementacdo de programas de prevengdo contra a
gastroenterite aguda; e para a avaliacdo da vacinagdo contra o Rotavirus A, o que

contribuira substancialmente para a melhoria da satde publica na regiéo.



2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- ASTROVIRUS

2.1.1- Historico

A primeira evidéncia da associacdo de astrovirus com episédios de
gastroenterite aguda foi relatada por Appleton & Higgins em 1975, a partir de um
surto de diarréia e vomito entre criancas em uma maternidade do sul da Inglaterra.
No mesmo ano, Madeley & Cosgrove (1975a) caracterizaram 0 agente por meio de
ME, na qual foram visualizadas particulas virais que apresentavam projecfes em
suas superficies semelhantes a uma estrela de cinco a seis pontas. Desde entéo, 0s
astrovirus tém sido reconhecidos como agente etiolégico de diarréia em criancas,
assim como em animais (carneiro, bezerro, veado, gato, cachorro, passaros e aves)
(HERRMANN et al., 1991; MENDEZ; ARIAS, 2007; SHIMIZU M et al., 1990).
Lee & Kurtz, em 1981, reportaram o isolamento de astrovirus em cultura de células
primarias. No Brasil, a primeira deteccdo desses virus ocorreu a partir de fezes
diarréicas de uma crianca que também excretava rotavirus (NOZAWA et al., 1985).

Em 1984, foram reconhecidos cinco sorotipos de astrovirus pelo uso da
técnica de imunofluorescéncia (BELLIOT, et al., 1997a). A década de 1990 foi
marcada pelo advento de técnicas moleculares que permitiram o desenvolvimento de
procedimentos com maior sensibilidade e especificidade para a detecgdo de agentes
virais, como a (RT-PCR) e o seqiienciamento genémico (MENDEZ; ARIAS, 2007,
MITCHELL, 2002; WALTER; MITCHELL, 2003). Essas novas metodologias
possibilitaram o conhecimento e a comparacdo das sequéncias nucleotidicas dos

genomas entre os tipos de astrovirus humanos e animais conhecidos, permitindo a



identificacdo de novos sorotipos de astrovirus (LEWIS et al., 1994; WILLCOCKS et

al., 1994; JIANG et al., 1993; OH; SCHREIER, 2001; MENDEZ-TOSS et al., 2000).

2.1.2- Classificacéo

Os astrovirus pertencem a familia Astroviridae, que é dividida em dois
géneros: Mamastrovirus e Avastrovirus. O género Mamastrovirus infecta mamiferos
incluindo o homem e é constituido de, pelo menos, 8 sorotipos de astrovirus
diferentes. O género Avastrovirus inclui virus isolados de espécies aviarias como
patos, perus e galinhas (LUKASHOV; GOUDSMIT, 2002; WALTER; MITCHELL,

2003; MENDEZ; ARIAS, 2007).

2.1.3- Estruturas morfoldgica, genémica e protéica

Os astrovirus sdo virus esféricos, pequenos, com uma morfologia peculiar,
apresentando de 28nm a 40nm. A ME, apresentam-se como estrela de cinco a seis
pontas, embora grande nimero de particulas ndo apresente essa caracteristica
(MADELEY; COSGROVE, 1975a).

Sao virus nao envelopados, possuem capsidio icosaédrico formado por trés
tipos de proteinas 22kDa a 35kDa (BASS; QIU, 2000; BASS; UPADHYAYLA,
1997; MENDEZ; ARIAS, 2007). Os astrovirus possuem genoma de RNA de fita
simples, polaridade positiva com aproximadamente 6800 nucleotideos, sendo
poliadelinado na sua extremidade 3° (GRENBERG; MATSUI, 1992). Sua
organizacdo gendmica inclui trés regides de leitura aberta (RLAS): RLAla, RLALb
RLAZ2, cada uma codificando para, pelo menos, uma poliproteina viral (MENDEZ;

ARIAS, 2007).



As extremidades 5' e 3' do genoma viral constituem duas regides néo
codificantes com cerca de 80 nucleotideos cada uma, sendo que a primeira antecede
a RLAla e a outra intercala a RLA2 e a cauda polidenilada (AAA,) (MENDEZ,
ARIAS, 2007). As regides RLAla e RLA1b, proximas da extremidade 5 do genoma,
sdo responsaveis pela codificacdo de uma poliproteina ndo estrutural denominada
NSP1lab, de 160 kDa, a qual é clivada em duas proteinas: NSP1la (103 kDa), que
exibe uma sequéncia codificante para a serina protease viral; e outra de 57kDa, que
apresenta motivos de uma RNA polimerase RNA dependente (MENDEZ et al .,
2003).

Durante o processo de replicacdo e biossintese viral no interior da célula
hospedeira, hd a producdo de um RNA subgendmico pela RLA2, o qual esta
envolvido na producdo das proteinas virais estruturais (MONROE et al., 1993;
LEWIS et al.,1994; MENDEZ; ARIAS, 2007). Essa regido codifica um produto
primario, precursor do capsidio viral de aproximadamente 90 kDa, que é clivado para
produzir uma proteina de 70kDa montada dentro da particula viral. Na presenca de
tripsina, esta forma pelo menos trés polipeptideos menores com massas de 26 a
34kDa (MONROE et al., 1991; SANCHEZ FAUCHIER et al., 1994; BELLIOT et

al., 1997a; BASS; QIU, 2000; MENDEZ et al., 2002).

2.1.4- Patogenia, sintomatologia e imunidade

Os astrovirus sdo transmitidos através da rota fecal-oral, como
demonstrado em estudos com voluntarios humanos (KURTZ et al., 1979). Pode ser
transmitido também a partir de contatos intimos com pessoas infectadas pelos virus,
por agua e alimentos contaminados e provavelmente por fomites. (SANTOS, 2002;

ABAD et al., 2001). Uma vez verificada a transmissdo de astrovirus por &gua e



alimentos contaminados, deve ser considerada a possibilidade de haver varias fontes
de infeccdo, tais como agua destinada para 0 consumo, dgua de piscinas e rios, agua
de esgotos contendo residuos humanos, barragens, agua para tratamento de plantas e
alimentos marinhos (ostras e moluscos) (WALTER; MITCHELL, 2003,
MAUNULA et al., 2004; TAYLOR et al., 2001). Até o momento, pouco se sabe a
respeito da patogenia dos astrovirus, ou quais fatores do hospedeiro estdo envolvidos
na liberagéo viral e na resolucdo da doencga (KOCI et al., 2003). Relatos de casos de
diarréia em criancas relacionados com astrovirus sugerem que a replica¢do viral
ocorre em células epiteliais intestinais. Foi também observada presenca de particulas
virais no epitélio de biopsia duodenal e em macrofagos da lamina propria de
individuos com infeccdo sintoméatica (MITCHELL, 2002). Estudos realizados em
animais mostram agregados de particulas virais dentro dos lisossomos celulares,
vaclolos autofagicos, macréfagos e enterdcitos, contendo particulas virais que
também apresentam degeneracdo e conseqliente morte celular, com atrofia das
vilosidades intestinais e hipertrofia das criptas (SANTQOS, 2002). A infeccdo parece
ser restrita as vilosidades dos enterdcitos e ao epitélio exposto. A replicacdo dos
astrovirus ocorre no citoplasma das células hospedeiras, sendo que a adesdo parece
ocorrer em receptores que apresentam &cido sialico. Admite-se que a penetracdo das
particulas virais nas células seja realizada por endocitose, sendo internalizadas em
vesiculas celulares e, posteriormente, liberadas no citoplasma celular. Durante o
processo de sintese do genoma viral, admite-se que a partir do RNA génomico viral
de polaridade positiva, a RNA polimerase produz uma copia de RNA antigenébmico
de polaridade negativa, o qual atua como intermediario para a sintese final dos dois
tipos de RNA (génomico e subgénomico), (MONROE et al., 1993; LEWIS et al.,

1994; MATSUI et al., 2001). Admite-se, ainda, que 0 RNA subgenémico produzido



em grande quantidade e acumulado dentro do citoplasma celular direcione a sintese
das proteinas estruturais (MENDEZ; ARIAS, 2007; SANTOS, 2002). Além disso,
postula-se que a regido gendmica que apresenta um alto grau de variabilidade da

proteina NSP1a esteja envolvida na replicacdo do RNA viral (GUIX et al., 2005).

Embora o mecanismo néo seja ainda bem conhecido, admite-se a ocorréncia
de apoptose celular durante o processo de replicacdo dos astrovirus. Um estudo
realizado por GUIX et al., 2004, empregando a linhagem celular CaCo-2, mostrou
que as células infectadas por astrovirus tipo 4 apresentavam aspectos morfoldgicos e
bioguimicos tais como condensacdo da cromatina celular, ativacdo de endonucleases
celulares, fragmentacdo de DNA celular e formacao de corpos apoptéticos, indicando
sinais de resposta apoptdtica celular frente a infeccdo pela cepa viral. Além disso,
foi considerado que uma familia de cisteina protease, a caspase 8, pode desempenhar
uma funcdo importante na resposta apoptética durante o processo de infeccao viral.
Isso levaria a uma reducdo da infectividade da progénie viral e, ainda, teria uma
relacdo entre a inducdo de apoptose celular e das proteinas codificadas pela RLAla (
MENDEZ; ARIAS, 2007).

O periodo de incubagdo varia de um a quatro dias, podendo ser de 24-36
horas em surtos de gastroenterite aguda e nos casos secundarios (MITCHELL, 2002).
A infeccdo pelos astrovirus provoca uma diarréia aguda moderada (fezes liquidas)
que dura de dois a trés dias, tende a ser leve e autolimitante, e geralmente néo resulta
em hospitalizagdo. Além disso, outros sintomas podem estar associados, como
vomito, febre, anorexia e dor abdominal, que podem durar em média quatro dias
(WALTER; MITCHELL, 2003; MENDEZ; ARIAS, 2007; GUIX et al., 2002). A

complicacdo mais severa, embora pouco comum, é a desidratacdo, que pode estar



associada ou ndo ao baixo estado nutricional, ou a infeccdo mista ou a
imunodeficiéncia (MENDEZ; ARIAS, 2007).

Os astrovirus acometem principalmente criancas menores de cinco anos de
idade; entretanto podem afetar criancas maiores que apresentam concomitantemente
dor de cabeca, febre e nduseas. Os adultos normalmente possuem anticorpos, porem
a imunidade se mostra apenas parcial, sendo que uma diarréia moderada pode ser
induzida em voluntérios (KURTZ et al., 1979; COOK; MYINT, 1995). Pacientes
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) e individuos idosos
parecem ser mais susceptiveis a desenvolver uma infecgdo sintoméatica (GIORDANO
et al.,, 1999; GALLIMORE et al., 2005). Acredita-se que os HastVs também
participem de quadros de gastroenterites em individuos que sofreram transplante de
medula 6ssea (COX et al., 1994; CUBITT et al., 1999).

O periodo de excrecdo do virus geralmente é curto, variando de trés a cinco
dias. Nos pacientes idosos e principalmente naqueles com deficiéncia imunoldgica, a
excrecdo torna-se prolongada, podendo persistir por até trés meses apds a resolucéo
dos sintomas (CUBITT et al., 1999; WALTER; MITCHELL, 2003).

Infeccdo nosocomial por HastVs tem sido observada, e sua prevaléncia e
transmissibilidade podem estar relacionadas com 0s pacientes assintomaticos que
eliminam os HastVs nas fezes, como também com contaminagdo ambiental devido a
relativa resisténcia desses virus aos desinfetantes frequentemente utilizados (FORD-
JONES et al., 1990; RODRIGUEZ-BAEZ et al., 2002; MENDEZ; ARIAS, 2007).

Em geral, a gravidade das infec¢fes por astrovirus é menor em relacao aos
demais virus entéricos; mortes associadas a infecgdo por HastVs sdo extremamente

raras, mas ja foram relatadas (SINGH et al., 1989).
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Ainda ndo sdo bem conhecidos os reais mecanismos de imunidade nas
infecgBes pelos astrovirus. Considerando as diversas epidemias estudadas até o
presente, acredita-se que haja uma maior suscetibilidade entre as criancas e 0sS
idosos. Sugere-se que adultos jovens possuem anticorpos protetores que
provavelmente conferem resisténcia a reinfeccdo, mas acredita-se que esses

anticorpos declinem progressivamente com o tempo (WILHELMI et al., 2003).

2.1.5- Epidemiologia

Tanto em ambito hospitalar como ambulatorial, estudos confirmam os
astrovirus como enteropatogenos de distribuicdo global (BERECIARTU et al., 2002;
CUNLIFFE et al.,, 2002; MENDEZ; ARIAS, 2007). Em geral, o indice de
prevaléncia no &mbito hospitalar varia de 2 a 16% e, na comunidade, de 5 a 17%
(PALOMBO; BISHOP, 1996; MENDEZ-TOSS et al., 2004). Casos de diarréia
associada a infeccdo por astrovirus humanos ja foram relatados em surtos ocorridos
em creches, jardins de infancia e escolas (MITCHELI et al., 1999; SILVA et al.,
2001), em asilos e entre militares (GRAY et al., 1987; BELLIOT et al., 1997b;
MARSHALL et al., 2007). Surtos relacionados com o consumo de &gua e alimentos
contaminados também foram descritos (OISHI et al., 1994; TAYLOR et al., 2001).
Como referido, os astrovirus acometem principalmente, mas ndo exclusivamente,
criangas. Casos esporadicos de epidemias tém sido relatados em pacientes mais
velhos, recrutas militares (BELLIOT G, 1997b) e adultos imunocomprometidos
geralmente hospitalizados (CUBITT et al., 1999; GALLIMORE et al., 2005; COX et
al., 1994; TREVINO et al., 2001; SEBIRE et al., 2004).

A incidéncia dos HastVs nos quadros de gastroenterite aguda foi registrada

a partir de diversos estudos conduzidos em paises asiaticos e na Oceénia (4% a 11%)
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(SCHNAGL et al., 2002), Africa (2% a 9%) (CUNLIFFE et al., 2002), Continente
Europeu (3% a 7%) (OH et al., 2003), América Latina (4% a 17% ) (ESPUL et al.,
2004) e Estados Unidos (3% a 10%) (DENNO et al., 2005).

No Brasil, a maioria dos estudos sobre astrovirus tem sido conduzida em
hospitais publicos. Pesquisas realizadas no Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Recife
detectaram esses virus através de ME em espécimes fecais de criancas portadoras de
quadro diarréico agudo (LEITE et al., 1991; STEWIEN et al., 1991; TIMENETSKY
et al., 1993). No sudeste do pais, e em Goids, os astrovirus humanos foram
responsabilizados por surtos de gastroenterites intrafamiliar e em creche, sendo
caracterizados como tipol por realizacdo do sequénciamento génomico (TANAKA
et al., 1994; SILVA et al., 2001; Santos et al .,2007 ). O padrdo de sazonalidade das
infecgdes por HastVs ainda € um tema controverso, parecendo variar de acordo com
a regido geografica analisada (WALTER; MITCHELL, 2003; MENDEZ; ARIAS,
2007).

A freqliéncia de deteccdo dos diferentes tipos de astrovirus varia de acordo
com o0 tempo e a regido geografica. No contexto, tem sido observada maior
ocorréncia do tipo 1, seguido pelo 2, 3, 4 e 5 (LEE; KURTZ, 1994; GLASS et al.,
1996; MUSTAFA et al., 2000; SAKAMOTO et al., 2000), com menor detec¢do dos
sorotipos 6, 7 e 8 (CHIKHI BRACHET et al., 2002; WALTER; MITCHELL, 2003;
CUNLIFE et al., 2002; GUIX et al., 2002; MENDEZ et al., 2002; VICTORIA et al.,
2007). As pesquisas realizadas no Brasil demonstram um padrdo similar, com
predominancia do tipo 1 (SILVA et al., 2001; CARDOSO et al., 2002; SILVA et al.,

2006; VICTORIA et al., 2007).
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2.1.6- Diagnostico laboratorial

O diagnéstico laboratorial é baseado na detecgdo de particulas virais ou do
genoma viral em espécimes clinicos (fezes, swabs retais). As varias metodologias
empregadas na deteccdo e caracterizacdo desses virus sao: ME e imunomicroscopia
eletronica (IME), ensaio imunoenzimatico (EIE), aglutinacdo em latex, crescimento
viral empregando culturas celulares, bem como procedimentos moleculares.
Entretanto todas as técnicas tém vantagens e desvantagens (MENDEZ; ARIAS,
2007; SANTOS, 2002; MITCHELL, 2002; TAIl et al, 2003; WALTER;
MITCHELL, 2003; WILHELMI et al., 2003).

A deteccdo de particulas virais de astrovirus em espécimes fecais
empregando-se as técnicas de ME ou imunomicroscopia eletrénica (IME) podem ser
Uteis na elucidacdo do diagnostico viral. No caso da ME, trata-se de um
procedimento rapido que ndo exige particulas virais viaveis, mas que requer alta
concentracdo de virus no espécime clinico (MADELEY, 1975a; MENDEZ; ARIAS,
2007; RACZ, 2008).

Os testes EIEs sdo mais sensiveis e especificos quando comparados com as
técnicas de ME e IME e, atualmente, “kits” que utilizam anticorpos monoclonais
grupo-reativos para capturarem antigenos virais estdo comercialmente disponiveis
(GLASS et al., 1996; MATSUI; GREENBERG, 2000; MITCHELL, 2002).

Os testes de aglutinacdo em latex sdo considerados procedimentos simples,
rapidos, menos dispendiosos, com boa especificidade, permitindo a anélise de grande
namero de amostras, embora menos sensiveis que o EIE (KOMORIYA et al., 2003).

Séo utilizadas técnicas moleculares como a reacdo em cadeia pela
polimerase pds-transcricdo reversa (RT-PCR), hibridizacdo (dot-blot, Northern

blotting e ensaio de hibridizacdo liquida), NASBA (amplificacdo baseada em
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sequéncia de &cido nucléico), bem como o sequenciamento génomico. Os testes de
hibridizacdo sdo procedimentos que fazem uso de sondas especificas e que
demonstram eficacia no diagndstico viral, agilidade e facilidade de execucdo
(especialmente o ensaio de hibridizagcdo liquida), mas podem ser trabalhosos e
demorados. A técnica de NASBA para deteccdo de astrovirus, demonstrou que essa
metodologia apresenta indices semelhantes ou de maior sensibilidade quando
comparada com a RT-PCR. Contudo, os produtos derivados da NASBA podem ser
instaveis e dificeis de serem trabalhados. Além desses aspectos, nessa técnica ha a
possibilidade de ocorréncia de interacBes inespecificas, além de inibidores nas
amostras submetidas a anélise( TAl et al., 2003).

A RT-PCR é uma metodologia que permite a deteccdo de qualquer das 3
regides do genoma, a partir da utilizacdo de oligonucleotideos especificos (BELLIOT
et al., 1997a). Os iniciadores desenhados para a regido RLA2 do genoma sdo
atualmente empregados em larga escala para a deteccdo viral em estudos
epidemioldgicos (NOEL et al., 1995; MITCHELL et al., 1999; SCHNAGL et al.,
2002; OH et al., 2003). Essa é uma técnica que demonstra nivel de sensibilidade
maior quando comparada com os EIEs, embora seja vulneravel a contaminacéo de
seus produtos e a presenca de agentes inibidores, que podem resultar em resultados
falso-negativos (TAIl et al., 2003; GRIMM et al.,, 2004). Metodologias que
empregam variantes da PCR, como a nested-PCR, sdo utilizadas na caracterizagdo
dos oito gendtipos de astrovirus humanos com iniciadores também desenhados para
as trés regides do genoma dos astrovirus e, principalmente, para a regido RLA2
(SAKAMOTO et al., 2000; OH; SCHREIR, 2001; JAKAB et al., 2003).

O sequenciamento genémico permite, além da genotipagem, a deteccdo de

variagOes nucleotidicas obtidas por sequiéncias parciais ou completas no genoma
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desses virus, 0 que tem como vantagem a possibilidade da compreenséo do processo
evolutivo das amostras de astrovirus humanos e de animais (MENDEZ-TOSS et al.,
2000; OH; SCHREIER, 2001; LUKASHOV; GOUDSMIT, 2002; JAKAB et al.,
2003; ESPUL et al., 2004).

O cultivo de astrovirus em linhagens celulares é também uma metodologia
que proporciona o isolamento e a identificacdo viral. Vérias linhagens podem ser
utilizadas, como células de hepatoma de figado humano (PLC/PRF/5), células HEK,
células CaCo-2 e a linhagem continua de células de adenocarcinoma de célon
humano (HT-29) (LEE; KURTZ, 1981; WILLCOCKS et al., 1994; SILVA et al.,
2001; SANTOS, 2002).

Atualmente, uma combinacdo de cultivo celular e RT-PCR constitui uma
nova metodologia empregada, denominada ICC/RT-PCR (reagcdo em cadeia pela
polimerase pds-transcricdo reversa integrada ao cultivo celular), que vem sendo
utilizada tanto para amostras humanas quanto do meio ambiente, aumentando a
sensibilidade da RT-PCR e do isolamento viral (GRIMM et al., 2004, MUSTAFA et

al., 1998).

2.1.7- Prevencao, controle e tratamento

N&o existe até 0 momento uma terapia antiviral ou mesmo uma vacina
disponivel para os HastVs. O tratamento visa prevenir ou tratar uma possivel
desidratacdo causada por vémito e diarréia, a partir da reposicao hidrolitica via oral
ou intravenosa (KURTZ; LEE, 1987; CRUZ et al., 1992). A administracdo de
gamaglobulina humana hiperimune com altos titulos de IgG anti HastV-1, em
criangas submetidas a transplante de medula déssea infectadas por esse sorotipo de

virus, ndo impediu a replicagdo viral (CUBITT et al., 1999).
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As medidas que visam controlar e prevenir epidemias de
gastroenterites virais associadas ao astrovirus devem promover a interrupcdo da
transmissdo do agente. Tais medidas, que visam a minimizacdo das fontes de
infeccdo, incluem o controle de individuos doentes que sejam manipuladores de
alimentos, o impedimento da contaminacdo de suprimento de &agua, além da
interrupgdo de contatos intimos com pessoas infectadas (WALTER; MICHELL,
2003). Em hospitais e creches devem ser reforgados os procedimentos de higiene
pessoal (MENDEZ; ARIAS, 2007). Para prevenir infecgdes nosocomiais, as criangas

que apresentam quadro diarréico severos devem ser isoladas (MITCHELL, 2002).

2.2- CALICIVIRUS
2.2.1- Historico

Estudos realizados nos Estados Unidos com voluntérios utilizando filtrados
de amostras de fezes coletadas em surtos de gastroenterite nas décadas de 40 e 50
mostraram que 75% dos casos ndo estavam associados a bactérias ou parasitas, o que
levou a sugestdo de que os virus eram 0s agentes etioldgicos responsaveis pela
infeccdo (GREEN, 2007).

Um grande avanco relativo a definicdo da etiologia das gastroenterites virais
ocorreu em 1972 com a descoberta do “Norwalk virus’” (NV) por Kapikian et al,
(1972) com a utilizagdo da imunoeletromicroscopia (IME). A denominacdo NV virus
deveu-se ao nome da cidade dos Estados Unidos onde ocorreu o surto de diarréia
acometendo alunos e professores de uma escola primaria em que o NV foi detectado
pela primeira vez. Por microscopia eletronica, o0 NV apresentou-se como uma
estrutura arredondada, com didmetro de 27 a 40 nm. Em 1977, na cidade de Sapporo,

Japdo, foi observado, também por IME, particulas morfologicamente semelhantes ao
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NV, que foi denominado “Sapporo virus”’(SV) (NAKATA et al., 1996).
Posteriormente foi demonstrado que os NV e 0s SV eram antigenicamente distintos

(CHIBA et al., 1979).

2.2.2- Classificacéo

Os calicivirus pertencem a familia Caliciviridae, sdo espécies prot6tipos
dos géneros Norovirus e Sapovirus, que infectam humanos. A familia apresenta
ainda dois outros géneros, Vesivirus e Lagovirus, que infectam outros animais
(GREEN, 2007). Pela analise filogenética, todos os calicivirus apresentam um
ancestral comum, com grupos gendmicos distintos dentro dos géneros da familia,
considerando, sobretudo, caracteristicas de organizacdo do RNA genémico (GREEN,
2007). O género norovirus é composto de quatro genogrupos: I, I, 11l e IV. O
genogrupo |, por sua vez, é composto de cinco grupos genéticos; o |1, de nove grupos
genéticos; e o I1, de um Unico grupo genético (ANDO et al., 1995). O genogrupo 1V
comporta, além do NV, os isolados Desert Shield virus, Lordsdale virus, México
virus, Hawaii virus, Snow Mountain virus e Southampton virus ( ANDO et al
,2000).

Baseados na andlise filogenética de sequiéncias da regido do capsidio, os SV
sdo classificados em cinco genogrupos e nove grupos genéticos. O genogrupo |
comporta, além do SV, os isolados Houston/86, Plymouth/92, Manchester/93, Lyon
30388/98, Parkville/94, Stockholm/97 e México/14917. O genogrupo Il comporta as
amostras London/92, Lyon 598/97, Bristol/98, México 340/90 e Crusie ship/00

(FARKAS et al., 2004).
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2.2.3- Estruturas morfoldgica, genémica e protéica

Os calicivirus sdo virus pequenos, com 27 a 40nm de didmetro, possuem
capsidio de simetria icosaédrica e ndo apresentam envelope com densidade de
sedimentacdo em CsCl de 1,33 a 1,44g/cm®. Os calicivirus possuem genoma de
RNA linear de fita simples, polaridade positiva, variando de 7,3 a 8,3 Kh. O genoma
apresenta a extremidade 5’ associada a uma pequena proteina VPg e uma cauda
poliadenilada na regido 3’. Os virus dos géneros Norovirus e Vesivirus apresentam o
genoma organizado em trés regides de leitura aberta (RLA1, RLA2 e RLA3). A
RLAL codifica para uma poliproteina que, por clivagem, origina trés proteinas nao
estruturais, 2C, 3C e 3D, as quais contém motivos para helicase, cisteina protease e
RNA polimerase RNA-dependente, respectivamente. A RLA2 codifica para a
proteina principal do capsidio, VP1 (58 a 80 kDa); e a RLA3, considerada a regido
mais variavel do genoma, codifica para uma pequena proteina estrutural, VP2 (10 a
30 kDa), que, possivelmente, possui funcdo de encapsidagdo do RNA viral
(ATMAR; ESTES 2001, CHEN et al., 2006).

O genoma dos Sapovirus e Lagovirus é organizado em apenas duas regides
de leitura aberta (RLA1 e RLA2). A RLAL codifica a poliproteina ndo estrutural e a
proteina principal do capsidio, VP1; e a RLA2, a VP2, uma pequena proteina de
funcéo néo conhecida (GREEN, 2007).

O capsidio é composto principalmente por uma proteina, VP1, a qual se
forma por 180 moléculas organizadas em 90 dimeros, que formam dois dominios, S e
P. O dominio S forma a parte interna do capsidio que envolve o genoma viral. O
dominio P, subdividido em dominios P1 e P2, apresenta-se pela ME com uma
arquitetura caracteristica, depressdes que lembram um calice (mais aparente nos

Sapovirus) que confere a particula viral uma aparéncia de “Estrela de Davi”. Além
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disso, outro tipo de proteina, VP2, é também observada com uma a duas copias por

virus (ATMAR; ESTES, 2001; GREEN, 2007).

2.2.4- Patogenia, sintomatologia e imunidade

Admite-se que, em humanos, a forma mais comum de infeccdo por
calicivirus seja pela ingestdo de agua e alimentos contaminados embora, como
referido, ela também possa ocorrer mediante o0 contato pessoal ou por aerossois
produzidos durante o vémito (KOOPMANS et al., 2002; SAIR et al., 2002.) Esses
virus sdo considerados resistentes ao pH acido do estbmago, uma vez que eles
permanecem infecciosos apos a sua passagem (DOLIN et al., 1972).

O sitio priméario de replicacdo dos calicivirus no homem ndo é bem
conhecido, mas admite-se ser a porcao jejunal do intestino delgado, pois nessa regido
anatdbmica ocorrem desorganizacdo das células epiteliais, achatamento das
vilosidades intestinais, vacuolizacdo do citoplasma e infiltragio de
polimorfonucleares e mononucleares na lamina propria, mesmo com a mucosa
permanecendo intacta (DOLIN et al., 1975). Estudo clinico demonstrou que a
atividade enzimaética no intestino delgado é reduzida (fosfatase alcalina, sacarase e
trealase), resultando em esteatorréia branda e mé& absor¢do transitéria de
carboidratos. A mobilidade gastrica é reduzida, o que pode ser responsavel por
nauseas e vomito associados a diarréia (MEEROFF et al., 1980).

O periodo de incubacdo do virus varia de 24 a 48 horas, 0 que se
segue geralmente ao estabelecimento abrupto do quadro de vomito ou diarréia, ou
ambos. Embora esses sintomas sejam vistos em todas as faixas etarias, o vomito é
mais freqliente em criancas e a diarréia em adultos. Além do vomito e diarréia,

outros sintomas, como nausea, mal estar, dor abdominal, febre e calafrios, sdo
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também comuns. Na maioria dos casos, a diarréia é aquosa, sem muco, sangue ou
leucécitos (PARRINO et al., 1977; CUBITT et al., 1979; MEEROFF et al., 1980;
CHRIS, 2003).

Admite-se que os virus do género Norovirus levem mais frequentemente a
gastroenterite grave, enquanto 0s Sapovirus sdo geralmente associados a doenca mais
branda (PANG et al., 2000). A hospitalizacdo por desidratacdo severa € rara, porém
ja  foram relatados casos de fatalidade em pacientes debilitados e
imunocomprometidos. No entanto, em geral, a doenca é branda e autolimitada, sendo
que a duracdo dos sintomas é de 12 a 60 horas (KAPLAN et al., 1982).

O diagndstico clinico provisério da infeccdo durante os surtos é possivel
através da analise dos seguintes parametros: (1) auséncia de bactérias e parasitas, (2)
vomito em mais de 50% dos casos (3) duracdo da doenca, e (4) periodo de
incubacdo. Para um diagndstico definitivo h& necessidade de métodos de deteccédo de
antigenos ou do genoma viral.

Os virus sdo excretados nas fezes em baixas concentracdes, sendo a dose
infecciosa de 10-100 virions. A excre¢do tem inicio 15 horas ap6s a infeccdo com
pico entre 25 e 72 horas (KAPLAN et al., 1982; PARASHAR et al., 1998).

A imunidade para calicivirus em humanos é ainda pouco conhecida
(MATSUI; GREENBERG, 2000) e as informagOes existentes sdo decorrentes de
estudos com voluntarios. Adultos demonstram alto grau de susceptibilidade para
doenga naturalmente adquirida ou experimentalmente induzida. Em algumas
epidemias de norovirus, mais de 80% dos adultos tornaram-se doentes e, sob
condigdes experimentais, aproximadamente 50% dos adultos voluntarios infectados

com NV desenvolveram a doenca. Esse estudo estabeleceu duas formas de
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imunidade para os NV, uma de curto periodo e a outra de longa duragdo (PARRINO
etal., 1977).

A imunidade para sapovirus é ainda menos conhecida, mas acredita-se que
haja uma correlacdo entre a presenca de anticorpos e a resisténcia a infeccdo em

criancas (FARKAS et al., 2004).

2.2.5- Epidemiologia

Os calicivirus humanos (Norovirus e Sapovirus) infectam individuos de
todas as faixas etarias, distinguindo-se, dessa maneira, de outros agentes virais de
gastroenterites entéricas, tais como 0s rotavirus, 0s astrovirus e 0s adenovirus que
infectam principalmente criancas com até 5 anos de idade (GLASS et al., 2000).

A origem inicial dos surtos de Norovirus esta associada a agua e alimentos
contaminados (HEDBERG; OSTERHOLM, 1993). Nessa situagdo, exerce papel
importante a condicdo de excrecao assintomatica do virus, que pode ocorrer por mais
de uma semana; individuos que manipulam alimentos tornam-se fonte importante da
infeccio (PONKA et al., 1999). Nesse sentido, considerando o tipo de populagdo
afetada, bem como a fonte da infecgdo, um estudo foi conduzido em 33 estados dos
Estados Unidos onde foram definidas as caracteristicas epidemioldgicas de 90 surtos
de gastroenterites ndo bacterianas em ambientes diferentes. Observou-se que 0s
surtos eram mais comum em asilos (43%) e restaurantes (26%) e que a maior causa
de transmissdo ocorreu através dos alimentos (37%), contato pessoal (20%),
consumo de ostras (10%) e agua (6%) (FANKHAUSER et al., 2002). Na Suécia
também foi observada a transmissdo de calicivirus a partir de epidemias nas quais
ficou evidente a participacdo de manipuladores de alimentos (HEDLUND et al.,

2000).
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Por outro lado, em muitos casos ndo se pode definir a fonte comum de
infeccdo. Admite-se, no entanto, a transmissdo por goticulas, contato pessoa a
pessoa, ou a partir do ambiente. Considerando-se o alto potencial infectivo viral,
menos de 100 particulas é o suficiente para iniciar a infeccdo (PARASHAR et al.,
1998; PONKA et al., 1999; CHRIS, 2003)

Estudos de soroprevaléncia para calicivirus humanos tém fornecido dados
sobre a epidemiologia desses virus e identificado os principais grupos de risco para a
infeccdo. Tais estudos apontam que a aquisi¢do de anticorpos para os calicivirus
aumenta com a idade, alcancando indices que variam de 50 a 90% entre adultos em
diferentes partes do mundo. Em paises em desenvolvimento, a aquisicdo desses
anticorpos pode ocorrer mais precocemente (HONMA et al., 1999; NAKATA et al.,
1998).

Os calicivirus tém sido detectados globalmente com indices que variam de
7,3 a 23, 7% (QIAO et al., 1999; MARRIE CARDINE et al., 2002; COLOMBA et
al., 2006; REITHER et al., 2007; CARACCIOLO et al., 2007). No Brasil, os estudos
referentes a calicivirus mostram variados percentuais de deteccdo: 14,5% no Rio de
Janeiro (SOARES et al., 2007), 15% no Recife (NAKAGOMI et al., 2008), 33,3%
em S&o Paulo (CASTILHO et al., 2006) e 39,7% no Espirito Santo (RIBEIRO et al.,
2008). Na regido Centro-Oeste, um unico estudo foi realizado observando indice de
8,6% (BORGES et al., 2006). A doenca tem sido um problema de saude publica
também para soldados em campanha. Surtos atribuidos ao norovirus entre tropas em
combate foram observados na Guerra do Golfo Pérsico, onde 70% dos soldados
tiveram que ser afastados de combate (GLASS et al., 2000).

Surtos e casos esporadicos de gastroenterite aguda causadas por calicivirus

podem ocorrer durante todos os meses do ano, embora se observem diferentes
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padrdes de sazonalidade nos hemisférios norte e sul. No Norte, as gastroenterites séo
mais comuns no inverno, que é a estacdo seca; enquanto que, no Sul, elas sdao mais
freqiientes no verdo (FROGGATT et al., 2004, PARASHAR et al., 2004, BON et al.,
2005). Na regido Centro-Oeste foi observada maior incidéncia nos meses de
setembro a marco, estanto a sazonalidade relacionada com a alta umidade relativa do

ar (BORGES et al., 2006).

2.2.6- Diagnostico laboratorial

Esses virus sdo de dificil cultivo em cultura de células e até mesmo em
animais de experimentacdo. Todavia, diferentes procedimentos tém sido adotados na
tentativa da identificacdo dos calicivirus humanos. Nesse sentido, o diagndstico
laboratorial compreende tanto ensaios moleculares quanto ndo-moleculares. Dentre
os ndo-moleculares, a visualizacdo das particulas virais por microscopia eletrénica
(ME) tem uso limitado em razdo da baixa sensibilidade, o que exige altas
concentracBes de virus (10°-10° particulas/mL) para visualizacéo, além do alto labor
(KOOPMANS et al., 2002). Como alternativa, tem-se a IEM que, além de possuir
maior sensibilidade, possibilita a identificacdo do virus causador da infec¢do pela
utilizacdo de soro padrao-especifico. Algumas modificacdes desse método, como a
imunomicroscopia de fase sélida (SPIEM), também tém sido empregadas para a
deteccdo viral (ATMAR; ESTES, 2001).

Outro procedimento é o ensaio de hemaglutinacdo por imunoaderéncia
(IAHA), que se destina a avaliar o nivel de anticorpos no soro em estudos de
soroprevaléncia. Entretanto, trata-se de um ensaio nédo eficiente para deteccdo de
antigenos nas fezes por exigir antigeno parcialmente purificado e pela possibilidade

da existéncia de hemaglutininas ndo especificas no especime.
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O radioimunoensaio (RIA), método de alta sensibilidade, foi desenvolvido
como uma alternativa a IEM para detec¢do de antigenos nas fezes. No entanto é
pouco utilizado em funcdo do custo e, também, pela utilizacdo de radiois6topos
(GREENBERG et al., 1978).

O ensaio imunoenzimatico (EIE) tem sido usado para deteccdo de antigeno
para norovirus em amostras de fezes; possui sensibilidade similar a do RIA, e tem as
vantagens de apresentar maior estabilidade dos reagentes utilizados e de ndo usar
radioisotopos (GUO et al., 2001; RICHARDS et al., 2003).

Na década de 90, a utilizacdo de técnicas moleculares para amplificacao,
seqliénciamento e expressdo gendmica tornou possivel ndo sé a identificacdo dos
calicivirus, mas também a caracterizacdo genética e antigénica. No contexto, a
reacdo em cadeia pela polimerase poés-transcricdo reversa (RT-PCR) tem sido o
meétodo mais utilizado para a detecgdo do calicivirus em amostras clinicas e
ambientais. Em comparacdo com a ME, a RT-PCR é mais eficaz na detecgdo viral e
ainda tem a vantagem de apresentar resultados a partir de pequenas quantidades de
material viral no espécime. Outro ponto positivo é a possibilidade de se detectar a
infeccdo por um periodo mais longo depois de debelada a doenca (PARASHAR et
al., 1998; YAMAZAKI et al., 1996).

Os pares de iniciadores mais utilizados sdo aqueles desenhados com base no
gene para a RNA polimerase viral, uma vez que essa € uma regido conservada do
genoma dos calicivirus (ANDO et al., 1995; GREEN et al., 1995; JIANG et al.,
1999). Outras regides do genoma, como as que codificam para o capsidio viral e para
a helicase, ou mesmo a regido RLA3, podem ser utilizadas para desenho de
iniciadores especificos para detectar variacGes (VAINIO et al., 2002). Para ampliar a

chance de deteccdo viral, é aconselhdvel utilizar maltiplas areas do genoma como
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alvo para os iniciadores, garantindo maior possibilidade de detec¢éo viral (ATMAR,;
ESTES, 2001; GREEN et al ., 1995).

O ensaio de mobilidade heteroduplex (HMA) é outra forma de identificacao
do acido nucléico, que pode constituir uma alternativa para o seqiienciamento, por

ser menos oneroso e mais rapido (MATTICK et al., 2000).

2.2.7- Prevencao, controle e tratamento

Né&o existe nenhum método especifico para o tratamento da infec¢do ou da
doenca causada pelos calicivirus. A reidratagdo oral é a terapia usualmente
empregada. A administracdo de fluidos por via parenteral pode ser necesséria,
dependendo da severidade dos sintomas (BRASIL, 2005).

N&o existe vacina para esses virus e, como sdo altamente infecciosos, a
lavagem das maos, assim como o descarte e a desinfecgdo do material contaminado,
pode reduzir a transmissdo familiar e institucional. Cuidados especiais devem ser
tomados no processamento dos alimentos em funcdo dos freqtientes surtos de diarréia
por NV associados ao consumo de alimentos contaminados. Funcionérios doentes
ndo devem preparar alimentos por um periodo de, pelo menos, trés dias apos a
doenga. Luvas devem ser usadas no preparo dos alimentos crus. O consumo de frutos
do mar ndo cozidos é um risco, uma vez que ja ocorreram surtos associados ao

consumo desses alimentos (KOOPMANS et al., 2002).
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2.3- ADENOVIRUS
2.3.1. Histérico

Os adenovirus foram primeiramente isolados e caracterizados como agentes
virais por pesquisadores que estudavam a etiologia das infeccBes respiratorias
agudas. A denominacdo adenovirus data de 1956, e deu-se devido ao fato de terem
sido isolados inicialmente das adenoides e amidalas, em 1953 (ROWE et al., 1953).
Posteriormente, outros isolamentos foram realizados por Hilleman e Werner (1954) a
partir de amostras clinicas provenientes de militares apresentando doenca respiratoria
e febre. Além de infeccdo aguda, os adenovirus podem causar infecgdes latentes, em

particular nos tecidos das adendides e das amidalas (GINSBERG,1999).

Em 1960, foi desenvolvida uma vacina contra os adenovirus pertencentes
aos sorotipos 4 e 7. Esses tipos virais eram responsaveis por elevada morbidade na
populacdo de recrutas militares em treinamento bésico por constituirem
particularmente uma populacéo de maior risco para epidemias de doenga respiratoria

aguda (GAYDOS; GAYDOS, 1995).

Em 1962, foi demonstrado que o adenovirus tipo 12 causava tumor em
roedor recém-nascido, sendo a primeira descricdo de um virus humano induzindo
tumor maligno em animal (TRENTIN et al., 1962). Em humanos, ainda ndo existem

evidéncias de formacédo de tumores por adenovirus (KOSULIN et al., 2007).

Em 1975, foi observado por microscopia eletronica a partir de amostras fecais
provenientes de criancas com surto de gastroenterite grande nimero de particulas de
adenovirus (FLEWETT, 1976). Essas particulas ndo foram cultivaveis em cultura de

células, sendo entdo denominadas adenovirus ndo cultivaveis ou fastidiosos e,
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posteriormente, adenovirus entéricos, por estarem relacionados com quadro de diarréia e

serem excretados em grande quantidade nas fezes (GARY et al., 1979).

2.3.2 - Classificacao

Os adenovirus pertencem a familia Adenoviridae, que é composta por quatro
géneros: Aviadenovirus (que tem como hospedeiro as aves), Mastadenovirus (que
tem os mamiferos como hospedeiro), Atadenovirus (isolado de répteis, passaros e
marsupiais) e Siadenovirus (isolado de répteis e passaros) (BERK, 2007). Com base
em caracteristicas imunoldgicas, genéticas, bioldgicas e bioquimicas, os adenovirus
humanos estdo classificados dentro desse ultimo género com 51 sorotipos
distribuidos em seis espécies classificadas de A a F (DAVISON et al., 2003). O
subgénero A comporta os sorotipos 12, 18 e 31, que foram encontrados como causa
de infeccdo da cripta entérica e associados com a diarréia infantil (NOEL et al.,
1994). No entanto os adenovirus classificados como entéricos sdo os sorotipos 40 e
41 do subgénero F, que compreendem importantes agentes etioldgicos de diarréia
infantil. Outros sorotipos ndo entéricos como 2, 3 e 8 dos subgéneros C, D e B,
respectivamente, ja foram isolados de casos de diarréia infantil (DE JONG et al.,

1993: LI et al., 2005)

Os parametros utilizados para a classificagdo dos adenovirus em espécies e
sorotipos sdo: atividade de hemaglutinacdo, potencial oncogénico, percentual de
bases nitrogenadas guanina/citocina (G-C), tamanho da fibra, peso molecular de
determinados polipeptideos estruturais, atividade de neutralizacdo, grau de
homologia do DNA e clivagem do genoma por endonucleases de restricdo (ADRIAN

et al., 1986).
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2.3.3 - Estruturas morfoldgica, genémica e protéica.

Os adenovirus tém simetria icosaédrica formada por 20 superficies
triangulares e 12 vertices. Possuem didmetro varidvel de 80 a 100nm e ndo
apresentam envelope. O virion contém DNA (13%) e proteinas (87%), sendo
algumas glicosiladas (RUX ; BURNETT , 2004). O capsidio viral é formado por 252
capsomeros, sendo 240 em formato de “hexons” e 12 “pentons”. Os pentons
apresentam uma unidade basal da qual se projeta uma fibra que apresenta uma
esférula em sua parte distal. O tamanho da fibra varia de acordo com o sorotipo. Os
epitopos das proteinas formadoras da fibra possuem atividade de hemaglutinina e de
neutralizacdo e sdo, ainda, responsaveis pela adsor¢do a célula do hospedeiro

(BERK, 2007; ENGLER; HONG, 2007).

Os adenovirus possuem como genoma uma molécula de DNA linear de fita
dupla, de tamanho aproximado de 35.000 pares de base, com peso molecular 20-
30x10° kDa. O genoma possui duas origens de replicacdo, localizadas em cada
porcdo terminal do DNA, que possui, ainda, diferentes unidades de transcri¢do
transcritas temporalmente. As primeiras unidades transcritas, E1A, E1B, E2A E2B,
E3 e E4, sdo denominadas precoces. A seguir, sdo transcritas as unidades
denominadas pIX e Iva2, e, posteriormente, as unidades de transcricdo tardia (L1,L2,
L3, L4 L5) que geram cinco familias de mRNAs (RUSSELL, 2000; DAVISON et

al., 2003).

A regido E1A codifica duas proteinas com 289 e 243 amino&cidos. Tais
proteinas podem ativar o ciclo celular induzindo a célula hospedeira a entrar na fase
“S” e fornecendo ambiente ideal para a replicacdo viral. A E1B codifica duas outras

proteinas que, juntamente com os produtos de E1A, também induzem o crescimento
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celular. A E2 codifica trés diferentes proteinas que funcionam diretamente na
replicagdo do DNA. A E3 codifica produtos que modulam a resposta da infecgéo
adenoviral no hospedeiro, bem como a familia de mMRNAs tardios, que se relacionam

com a producdo e montagem dos componentes do capsidio (DAVISON et al., 2003).
a) Proteinas ndo estruturais

As diferentes regibes de transcricdo precoce e tardia codificam para
proteinas ndo estruturais que possuem fungbes regulatérias, incluindo ativacdo e

repressao transcricional de promotores de genes virais e celulares (RUSSELL, 2000).
b) Proteinas estruturais

O virion é constituido de 11 polipeptidios que compdem as proteinas
estruturais, por convencao denominadas I, 11, Illa, 1V, V, VI, VII, VIII, IX, X(K) e
TP. O capsidio é composto por sete desses polipeptidios. O polipeptidio Il é o
constituinte mais abundante entre as proteinas estruturais do capsidio e forma o
hexon. Os polipeptidios VI, VIII e IX estdo também associados ao hexon e admite-se
que proporcionam estabilidade & particula. O core do virion contém o genoma viral e
quatro proteinas associadas (V, VII, X e TP), que sdo basicas e ricas em arginina. O
polipeptidio V liga-se a base do penton, formando uma ponte entre o core e 0
capsidio. O polipeptidio VII é a maior proteina do core e, provavelmente, serve como
um centro de histona que envolve e empacota 0 DNA viral. A funcéo da proteina X é
desconhecida. A proteina terminal (TP) € covalentemente ligada ao terminal 5' do
DNA viral, serve como um iniciador para replicacdo do DNA e medeia a ligacdo do
genoma viral @ matriz nuclear. Os polipeptidios VI e VIII formam uma ponte entre 0s
componentes do capsidio e o core. A associacdo de cinco cépias do polipeptidio 111

forma a proteina base do penton. O polipeptidio Illa, que circunda o penton, é
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associado a unidades do hexon e, provavelmente, une faces adjacentes do capsidio
servindo como ponte entre o hexon e o polipeptidio VII do core. O polipeptidio 1V
forma a proteina trimérica da fibra, que se projeta da base do penton de cada vértice

do icosaedro (VELLINGA et al., 2005; BERK, 2007).

Os determinantes antigénicos tipo-especificos estdo presentes nas trés
estruturas do capsidio (hexon, penton e fibra). Anticorpos neutralizantes para
adenovirus sdo produzidos principalmente para epitopos do hexon e da fibra, embora
também sejam produzidos para epitopos da base do penton. A fibra possui uma
esférula distal que contém receptor de ligacdo. A base do penton possui um
determinante género-especifico denominado beta, além de determinantes da espécie
e sorotipo. Em relacdo a fibra, a complexidade antigénica cresce proporcionalmente
ao seu comprimento. Portanto, adenovirus do subgénero B possuem apenas O
determinante antigénico tipo-especifico, denominado gama, que é localizado na
esférula, enquanto que os adenovirus A, C e D possuem um determinante especifico
delta. O hexon possui determinante tipo-especifico denominado épsilon e
determinante antigénico género-especifico denominado alfa (VELLINGA et al.,

2005; ENGLER; HONG 2007).

2.3.4- Patogenia, sintomatologia e imunidade

O tropismo celular dos adenovirus é variado e pode causar infecc@es liticas
em células mucoepiteliais do aparelho respiratorio, conjuntival e gastrintestinal,
atingindo o tecido linféide, onde podem causar infecces persistentes. Esses virus
podem ingressar na corrente circulatria e produzir infecgdes em outros tecidos do

organismo (FLOMENBERG et al.,1997).
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O periodo de incubagdo dos adenovirus pode variar de trés a dez dias.
Acredita-se que as alteracBes patoldgicas sejam devidas ao dano tissular direto,
determinado pelo processo de replicacdo viral dentro das células suscetiveis. A lesdo
tissular pode ocorrer também por mecanismos imunopatolégicos. Os adenovirus
infectam diferentes tecidos do hospedeiro e podem causar uma grande variedade de
sindromes clinicas em humanos. Muitos sorotipos desses virus tornam-se latentes em
tecidos linfdides e rins, e sua reativacio € verificada em pacientes
imunocomprometidos. Podem ainda causar doencas severas tais como pneumonias,
hepatite, meningoencefalite, hemorragia cistica, diarréia, ceratoconjuntivite e

miocardite (HIERHOLZER, 1992; WOLD; HORWITZ, 2007).

Trés formas clinicas principais tém sido associadas aos diferentes tipos

inclusos nos diferentes subgéneros de adenovirus:

a) sorotipos dos subgéneros A (12,18 e 31), C (1, 2,5e 6) e F (40 e 41) sdo
associados a infecgdes do trato gastrintestinal, sendo que os do subgénero F exibem
um tropismo de érgdo mais restrito do que os do subgénero A e C (HIERHOLZER,

1992; NOEL et al., 1994; OKITSU-NEGISHI et al., 2004; FODHA et al., 2007).

b) sorotipos dos subgéneros B, D e E sdo relacionados com doenca
respiratdria e ceratoconjuntivite. Os sorotipos 3 e 7 (subgénero B) e 4 (subgénero E)
sd0 0s agentes mais comuns de doencas respiratdrias em criancas e militares
(LARRANAGA et al., 2000), ao passo que os sorotipos 8, 19, e 37 (subgénero D)
estdo relacionados com quadro de ceratoconjuntivite (HUSSAIN et al., 1996;
CURTIS et al., 1998). O tipo 37 pode causar também ulcera genital e uretrite

(SWENSON et al., 1995).
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c) sorotipos do subgénero C sdo associados a infeccdes persistentes em
adenoides, amidalas e infeccdes do trato respiratorio inferior (HIERHOLZER et al.,

1988).

Manifestagdes menos frequientes incluem cistite hemorragica, miocardite,

pericardite, pancreatite e meningoencefalite (MUNOZ et al., 1998).

As infecgdes por adenovirus podem ser severas, embora raramente fatais em
individuos adultos. No entanto, em criancas e adultos imunocomprometidos, casos
fatais podem acontecer (SCHNURR et al., 1995). Em criangas, pode-se ainda

observar envolvimento pulmonar, hepatico e renal (MUNOZ et al., 1998).

A imunidade mediada por anticorpos € sorotipo-especifica, sendo
importante na resolucao das infecgdes liticas e na protecdo contra a reinfeccdo por
um mesmao sorotipo. Anticorpos tipo-especificos contra a fibra inibem a sua adsorcao
aos receptores celulares (ENGLER; HONG, 2007). Os anticorpos neutralizantes,
inibidores da hemaglutinacéo e fixadores do complemento, aparecem sete dias ap0s 0
surgimento dos sintomas e atingem concentracdo maxima em duas a trés semanas.
Os anticorpos fixadores do complemento persistem por seis a doze meses apds a
infeccé@o, enquanto os neutralizantes e inibidores da hemaglutinagcdo permanecem por
oito a dez anos. A imunidade celular € importante para limitar a produgdo viral,
como evidenciado pela presenca de doenca recorrente em pacientes

imunocomprometidos (WOLD; HORWITZ, 2007).
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2.3.5- Epidemiologia

Os adenovirus entéricos sdo considerados importantes agentes virais da
doenca diarréica infantil no mundo. Mas podem ocorrer em individuos de todas as
idades, principalmente em periodos de surtos, havendo também evidéncias de
transmissdo nosocomial (WRIGTH; BIELUCH, 1993). Constituem ainda, importante
causa de hospitalizacdo depois dos Rotavirus A. Muitas amostras positivas para
adenovirus provém de criangas assintomaticas, demonstrando que, durante
epidemias, muitas criancas infectadas podem transmitir a doenca, embora ndo a

desenvolvam (WOOD et al., 1988; GLASS et al., 2001; SHIMIZU et al., 2007).

A transmissdo dos adenovirus entéricos ocorre pela via oral-fecal, por
perdigotos respiratorios ou ainda por fomites contaminados. Como referido, esses
virus apresentam elevado risco de infeccdo para idosos e criangas com menos de 2
anos de idade. Sdo ainda predisponentes para a aquisicdo da infeccdo viral,
individuos que necessitem de cuidados diérios (criancas e idosos), individuos de
baixo poder aquisitivo vivendo em condi¢cbes precérias, e individuos
imunocomprometidos. Fatores do hospedeiro como a méa-nutri¢do, doenca genética
ou metabodlica, doencas crbnicas do coracdo e do pulméo, bem como deficiéncias
imunolégicas, contribuem para a gravidade da doenga (NOEL et al., 1994; MUNOZ

etal., 1998; WILHELMI et al., 2003; LOGAN et al., 2006).

Como citado anteriormente, os tipos mais freqientes de adenovirus
associados a gastroenterites sdo os sorotipos Ad40 e Ad41 pertencentes ao subgénero
F; e, mais raramente, os sorotipos Ad12, Ad31, Ad18 do subgénero A e 0s sorotipos
Adl, Ad2 Ad5 e Ad6 do subgénero C (HIERHOLZER, 1992; NOEL et al., 1994;

OKITSU-NEGISHI et al., 2004; FODHA et al., 2007).
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Os percentuais de deteccdo de adenovirus em diferentes partes do mundo
sdo variaveis. Assim, indice de 6% foi observado em criancas na Tunisia (FODHA et
al., 2007) e de 3,4% no Japdo (FUKUDA et al., 2006), enquanto que na China o
indice observado foi de 2,5% (OKITSU-NEGISHI et al., 2004). Além desses dados,
indices de 2,8% e 1,6% foram observados, respectivamente, em Bangladesh
(JARECKI-KHAN et al., 1993) e na Italia (CARACCIOLO et al., 2007); e 4,4% foi
a média de deteccdo viral encontrada em estudos realizados na Coréia, Japao e

Vietnd (LI et al., 2005).

No Brasil tém sido também observados indices variados de deteccdo de
adenovirus como de 1,25% em Niter6i-RJ (SOARES et al., 2002), de 2% no Rio de
Janeiro-RJ (PEREIRA FILHO et al,, 2007) e de 6,3% em Porto Velho-RO
(ORLANDI et al., 2006). Em Londrina-PR e Juiz de Fora-MG os indices observados
foram de 0,97% e 1,76%, respectivamente (SOARES et al., 2002). Em Goiania-GO,
Camarota et al. (1992) observaram percentual de 1,6% em fezes de criangas sem
quadro de gastroenterite, enquanto que, no mesmo ano, Cardoso et al. (1992)

observaram percentual de 2,4% em criangas com gastroenterite.

Vérios autores apresentam padrdo de sazonalidade para a ocorréncia de
infeccGes entéricas causadas pelos adenovirus (JARECKI-KHAN et al., 1993;
GRIMWOOD et al., 1995, LI et al., 2005, SHIMIZU et al., 2007; PEREIRA FILHO
et al., 2007). Por outro lado, outros estudos revelam uma distribuicdo mais
homogénea da infeccdo pelo adenovirus ao longo do ano (UHNOO et al., 1984;
CRUZ et al., 1990; DE JONG et al., 1993; LIN et al., 2000; SOARES et al., 2002).

De uma maneira geral, os adenovirus sdo detectados de forma similar em

criancas de ambos os géneros, embora Vvarios estudos tenham mostrado maior indice
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de deteccé@o em criangas do género masculino (CRUZ et al., 1990; JARECKI-KHAN

etal., 1993; LIN et al., 2000).

2.3.6- Diagnostico laboratorial

Os adenovirus podem ser detectados em uma grande variedade de
espécimes bioldgicos, como aspirado de nasofaringe, swab de garganta, nariz e
conjuntiva, fluido cérebro-espinhal, sangue, urina, fezes e, ainda, a partir de bidpsias.
O tipo de espécime ¢ indicado de acordo com o quadro clinico sugestivo (WOLD;

HORWITZ, 2007).

O diagndstico laboratorial pode ser realizado por varios procedimentos,
dentre os quais o isolamento em cultura celular. As linhagens celulares permissivas
para adenovirus mostram efeito citopatico tipico, observando-se células
arredondadas, refratdveis e com tamanho aumentado. Muitas apresentam inclusGes
citoplasmaticas e podem, ainda, apresentar agrupamento semelhante a “cacho de
uva”. O cultivo celular, além de promover o isolamento viral, apresenta a vantagem
de aumentar a quantidade de particulas virais para posterior caracterizacdo
(RUUSKANEM et al., 1997). A identificagdo dos adenovirus isolados em cultura
celular pode ser realizada por testes de imunofluorescéncia (IF) ou testes de fixacéo
do complemento (FC), usando antigenos e anticorpos padrdo-especificos, o que
permite a identificacdo para todos os isolados humanos. Testes de inibicdo da
hemaglutinacdo (IH) e soroneutralizagdo (SN) permitem a identificacdo de
adenovirus tipo-especifico e a distincdo dos membros de cada grupo (WOLD;

HORWITZ, 2007)
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O ensaio imunoenzimatico (EIE) e a aglutinacdo em latex, bem como a
microscopia eletrdnica, tém sido utilizados para detectar adenovirus entéricos (Ad40

e Ad41) (VIZZI et al., 1996).

Da mesma forma, técnicas de biologia molecular como hibridizacéo in situ,
digestdo do DNA viral com endonucleases de restrigdo e a PCR tém sido utilizadas
tanto para identificagdo de subgénero/sorotipo quanto para a detec¢do do genoma
viral (ALLARD et al., 1992; LOGAN et al., 2006). A reacdo em cadeia pela
polimerase é uma das técnicas utilizadas para a deteccdo do DNA viral em amostras
nas quais a quantidade € insuficiente para a detec¢do por outros métodos, sendo o
produto da amplificacdo visualizado através de eletroforese em gel de poliacrilamida

ou agarose (HUSSAIN et al., 1996).

2.3.7- Prevencao, controle e tratamento

Considerando que a maioria das infecgdes por adenovirus é assintomatica,
ndo existe um tratamento especifico a ndo ser em pacientes imunocomprometidos,
para os quais hd grande interesse no desenvolvimento de drogas antivirais

(KINCHINGTON et al., 2005 ).

O tratamento das gastroenterites virais é sintomatico e conduzido pelo
controle dos sintomas apresentados pela doenga. Para isso, é extremamente
importante a reposi¢do imediata de eletrolitos, devido a diarréia e vémito (BRASIL,

2005).

Mostra-se muito importante a interrupcdo da transmissdo em hospitais,
centro de cuidados de criancas e instituicfes que cuidam de idosos. Essa medida

pode ser alcancada por meio de isolamento do individuo e refor¢co das medidas de
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higiene pessoal e limpeza do ambiente e das superficies com desinfetantes adequados

(WOLD; HORWITZ, 2007)

Existe uma vacina oral efetiva para os sorotipos Ad4 e Ad7, sendo essa
vacina disponivel para militares, e ndo para a populacdo civil em geral (GAYDOS;

GAYDOS, 1995 ;WOLD; HORWITZ, 2007).

2.4- ROTAVIRUS
2.4.1. Historico

Em 1973, Bishop et al. observaram, por ME, particulas virais de
aproximadamente 75nm em mucosa duodenal de criancas com diarréia grave. Essas
particulas, também observadas posteriormente em fezes de criangas que
apresentavam a mesma sindrome (FLEWETT, 1976), foram entdo identificadas
como rotavirus. Desde entdo, estabeleceram-se como importante agente etioldgico de
gastroenterite, sendo considerados, em todo 0 mundo, responsaveis por cerca de 30%
a 50% das diarréias graves em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (ESTES;

KAPIKIAN, 2007).

2.4.2.Classificacdo

Os rotavirus, ap6s diferentes nomenclaturas, foram assim denominados em
funcdo de sua aparéncia em forma de roda de carroga (do latim rota), quando vistos
por microscopia eletrénica. Essa nomenclatura foi aceita e oficializada pelo
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), em 1979, sendo incluidos

em um novo género da familia Reoviridae, a qual inclui ainda virus que infectam
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plantas, insetos, fungos, aves, répteis, peixes e moluscos. Os géneros que infectam

mamiferos sdo: Orthoreovirus, Rotavirus, Orbivirus, Coltivirus e Seadornavirus.

2.4.3- Estruturas morfoldgica, genémica e protéica

Os rotavirus apresentam morfologia esférica com aproximadamente 75nm
de didmetro. Possuem simetria icosaédrica formada por trés camadas de proteinas
que formam os capsideos externo, intermediario e interno. Ndo possuem envelope
lipidico e o genoma é composto de onze segmentos de RNA de dupla fita (ASRNA)
(ESTES; KAPIKIAN, 2007). Seis dos onze segmentos gendmicos dos Rotavirus do
grupo A codificam seis proteinas estruturais do virus e 0s outros cinco, igualmente,
seis proteinas ndo estruturais. As proteinas estruturais denominadas pela sigla VP sdo
seguidas de um numero arabico correspondente ao segmento genémico codificante
(VP1, VP2, VP3, VP4, VP5*, VVP6, VP7 e VP8*) que lhe deu origem. As proteinas
VP5* e VP8* sdo originadas por clivagem da proteina precursora VP4 e sdo
indicadas por um asterisco. As proteinas ndo estruturais, denominadas NSP (1-6), séo
codificadas pelos demais segmentos gendmicos, sendo que 0 segmento onze é
responsavel pela codificacdo de duas dessas proteinas (NSP5 e 6). Essas proteinas
sdo detectadas nas ceélulas infectadas, mas ndo nas particulas virais maduras
(ESTES& COHEN,1989; KAPIKIAN et al.,2001; ESTES; KAPIKIAN, 2007).

O capsideo interno ou core é formado pelas proteinas VP2 em associacdo a
poucas coOpias de VP1 e VP3. A VP1 é constituida de 1088 aminoéacidos (ESTES;
COHEN, 1989; MANSELL; PATTON, 1990) e é considerada a RNA polimerase
viral. Possui atividade de replicase, bem como de transcriptase (PATTON; CHEN,
1999). A proteina VP2, codificada pelo segundo segmento genémico, constituida de

880 aminoAacidos, é imunogénica e constitui a proteina mais abundante do core. E
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necessaria para a replicacdo do genoma viral e possui atividade de ligacdo ao acido
nucléico de fita simples ou dupla (ESTES; COHEN, 1989; MANSELL; PATTON,
1990). A VP3 é codificada pelo terceiro segmento genémico, possui 835
aminoacidos e admite-se que tenha atividade de guanililtransferase (ESTES;

COHEN, 1989; PIZARRO et al., 1991).

O capsideo interno é formado pela proteina VP6, que é formada por 397
aminoacidos e possui massa molecular aproximada de 4,5 x 10* daltons. E codificada
pelo sexto segmento do genoma e constitui a maior massa protéica da particula viral
madura. Interage com as proteinas VP4, VP7 e VP2. A VP6 encontra-se organizada
na forma de trimero, possui propriedades imunogénica e antigénica e parece existir
uma correlagdo entre a imunidade clinica e os altos titulos de anticorpos contra essa
proteina viral. Parece, também, que ela tem papel na transcricdo e replicacdo viral.
Ainda nessa proteina, situam-se determinantes antigénicos responsaveis pela
classificacdo dos rotavirus em grupos de A a G. Para Rotavirus A, a VP6 mostra,
também, variacdes para subgrupos, sendo que, até o momento, foram descritos os
subgrupos denominados I, I, 1 e Il e ndo | ndo 1l (ESTES; COHEN, 1989; PATTON;
CHEN, 1999; ESTES; KAPIKIAN, 2007). A VP6 é passivel de deteccdo pela
maioria das técnicas soroldgicas rotineiramente utilizadas como recurso de

diagndstico para deteccdo de Rotavirus A.

O capsideo externo da particula viral madura é formado pelas proteinas VP4
e VP7. A proteina VP4 ¢é formada por 776 aminoacidos, possui massa molecular de
8,7 x 10 daltons e é codificada pelo quarto segmento gendmico. Ela se projeta além
da superficie da particula viral, formando 60 espiculas. Tais espiculas atravessam a

camada mais externa do virus por intermédio de canais e sdo responséaveis pela
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adsorcdo do virus a célula hospedeira. A VP4 ¢ sensivel as proteases e, quando
clivada por essas enzimas, resulta, como referido, em duas proteinas: a VP5*, de 529
aminoacidos; e a VP8*, de 247 aminoacidos. A VP4 é imunogénica e variacGes
nessa proteina levam a diferentes sorotipos/genotipos P (sensivel a protease). Os
sorotipos P sdo assim denominados quando identificados por métodos soroldgicos; e
0s gendtipos P, quando por métodos moleculares. A nomenclatura dos sorotipos de
VP4 ¢ feita utilizando a letra P seguida de algarismo arabico, enquanto que, para
gendtipos, utiliza-se também a letra P, mas com o numeral dentro de colchete. Por
método soroldgico, tém sido identificados 14 sorotipos P e, por método molecular,

27 genotipos P (ESTES; COHEN, 1989; ESTES; KAPIKIAN, 2007).

A proteina VP7 é uma glicoproteina formada por 326 aminoacidos, possui
massa molecular aproximada de 3,7 x 10* daltons e pode ser codificada pelos
segmentos gonémicos 7, 8 ou 9, dependendo da amostra viral. E altamente
imunogénica, responsavel pela produgdo de anticorpos neutralizantes, e apresenta
variagBes antigénicas, o que leva a ocorréncia, até 0 momento, de 15 tipos de VP7,
que sdo denominados sorotipos/gendtipos G (glicoproteina). Para VP7, a
nomenclatura é sempre G, independentemente de sorotipo ou genotipo, aos quais sao

correspondentes (ESTES; COHEN, 1989).

A NSP1, codificada pelo quinto segmento do genoma viral, é uma proteina
basica que contém 486 a 495 aminoacidos (OKADA et al., 1999) e possui massa
molecular de 5,8 x 10* daltons (ESTES; COHEN, 1989). A NSP2 é codificada pelo
segmento gendmico 7, 8 ou 9, dependendo da amostra viral. E também uma proteina
basica e é expressa em niveis elevados na célula infectada (APONTE et al., 1996;

TARAPOREWALA et al., 1999).
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A NSP3 também ¢ codificada pelo segmento 7, 8 e 9 do genoma viral.
Possui 315 aminoacidos e massa molecular de 3,4 x10* daltons (ESTES; COHEN,

1989).

A NSP4 ¢é codificada pelo décimo segmento do genoma viral, possui 175
aminoécidos e massa molecular de aproximadamente 2 x 10 * daltons. Constitui uma
das proteinas integrais da membrana do reticulo endoplasmatico da célula hospedeira
(ESTES & COHEN, 1989). Trata-se de uma proteina multifuncional e foi a primeira
descrita como enterotoxina viral, agindo como receptor intracelular. Acredita-se que
a sua atividade enterotoxigénica esteja relacionada com a capacidade de mobilizar
Ca™" e interferir na homeostase celular. A NSP4 induz diarréia e danos histoldgicos
em modelos animais (CIARLET; ESTES, 2001; LUNDGREN; SVENSSON, 2001).
E imunogénica e variagdes nessa proteina determinam diferentes grupos (ESTES;

KAPIKIAN, 2007).

A NSP5 é uma proteina ndo estrutural, fosforilada e codificada pelo décimo
primeiro segmento do genoma. Possui aproximadamente 198 amino4cidos e massa

molecular de 2,1 x 10* dalton (GONZALES et al., 1998).

A NSP6 também ¢é codificada pelo décimo primeiro segmento do genoma
viral, possui 397 aminoécidos e massa molecular aproximada de 1,2 x 10* daltons

(GONZALES et al., 1998; VAN REGENMORTEL et al., 2004).

2.4.4- Patogenia, sintomatologia e imunidade
Os Rotavirus A infectam principalmente os enterdcitos maduros da
extremidade das vilosidades presentes na mucosa do intestino delgado

(LUNDGREN; SVENSSON, 2001), sendo que o processo replicativo ocorre no
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citoplasma. Apos 8 horas de adsorcdo do virus, ja se observa na célula infectada a
presenca de inclusdes citoplasmaticas que contém proteinas e RNA viral recém-
sintetizados. O processo infeccioso pode culminar com manifestac@es clinicas que se
instalam em aproximadamente 48 horas. As gastroenterites por rotavirus ndo se
constituem por manifesta¢@es clinicas tipicas que as diferem daquelas associadas a
outras etiologias. Porém, a intensidade de alguns sintomas, como aparecimento de
vomito, além da faixa etaria envolvida, podem auxiliar na elucidacdo da causa viral
em determinadas situagdes. A diarréia acontece apds um curto periodo de incubacao
e evolui com a instalagio abrupta de vomito em mais de 50% dos casos. E seguida de
febre de moderada a alta e diarréia aquosa de carater explosivo e aspecto gorduroso
que dura de trés a oito dias, ndo se observando nas fezes a presenca de leucécitos ou
sangue. O quadro clinico pode, ainda, envolver outros sintomas como nauseas,
inapeténcia e, com menor freqiéncia, dor abdominal de pequena intensidade
(OLIVEIRA; LINHARES, 1999). O processo infeccioso entra em regressao a partir
do terceiro dia, apesar da ocorréncia de excregdo viral por um periodo maior

(WILHELMI et al., 2003).

A infeccdo é autolimitada, com a completa recuperacdo da morfologia e da
funcdo intestinal e com o desenvolvimento de anticorpos circulantes; entretanto pode
ser fatal em lactentes, desnutridos, desidratados e crian¢as de baixo peso e idosos

(FARTHING, 2000).

Esses virus sdo eliminados em grande numero nas fezes dos individuos
infectados. Estima-se que seja encontrado cerca de um trilhdo de particulas virais por
milimetro de espécime fecal e considera-se que apenas 10 particulas sejam

suficientes para iniciar um processo infeccioso. Esses pardmetros, associados a sua
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notdria estabilidade fisico-quimica, sd@o o0s principais determinantes da alta
transmissibilidade dos rotavirus (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

O papel do sistema imume em relacdo a infeccdo natural ou vacinal por
Rotavirus A é complexo. Considera-se, no entanto, que tanto a infec¢do pelo virus
selvagem quanto pelo virus vacinal induz uma resposta imune que protege contra as
formas graves da doenca em infecgOes sucessivas (VELASQUEZ et al., 2000). O
papel das proteinas VP7 e VP4 como principais indutoras na producdo de anticorpos
neutralizantes ja € bem definido. Considera-se, por outro lado, que a proteina VP7
induz ndo s6 a formacdo de anticorpos contra sorotipos especificos mas também de
anticorpos que reagem de forma cruzada entre os sorotipos G. (ESTES & COHEN,
1989). Também a proteina NSP4 parece ser responsavel pela inducdo da resposta
imune humoral, além de participar da ativacdo da resposta imune celular em
humanos (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

A imunidade local, produzida por IgA secretéria na luz intestinal, parece
conferir maior protecdo contra diarréia por rotavirus. J& foi comprovado também que
os anticorpos da classe IgA, transferidos passivamente, conferem a protecdo do
recém-nascido para quadros de diarréias graves. A vacina oral pode também
estimular a produgdo de células B de memoéria na lamina propria do intestino,
oferecendo protecdo contra doenca associada com a infecgdo natural (VELASQUEZ

et al., 2000; FARTHING, 2000).

2.4.5- Epidemiologia
O Rotavirus do grupo A vem sendo considerado o agente etiol6gico mais
freqUente em diarréia aguda em criancas hospitalizadas em todo o mundo (ESTES;

KAPIKIAN, 2007). A doenca ocorre mais freqlientemente dos seis aos 24 primeiros
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meses de idade, e o pico de infeccdo tende a ocorrer dos seis aos nove meses em
paises em desenvolvimento, e dos nove aos 15 meses em paises industrializados.
Velazquez e colaboradores, em 2000, notaram que 96% das criangas até os dois anos
de idade ja tiveram infeccdo pelo rotavirus; durante 0 mesmo periodo, perto de 70%
das criancas tiveram a segunda infeccdo. Mais que 10% das criancas estudadas
tiveram cinco ou mais infec¢des durante os seus dois primeiros anos de vida; mais de
85% possuem anticorpos para dois ou mais sorotipos diferentes. Os rotavirus sao
considerados virus “democraticos”, pois criancas de todas as condi¢bes socio-
econdmicas, que vivem em areas tropicais ou temperadas, podem ser acometidas pela
infeccdo (DOAN et al., 2003). No adulto, as infec¢des por rotavirus tendem a ser
subclinicas e sdo mais comuns em surtos epidémicos, viajantes, grupos geriatricos,
podendo ser fatal (BISHOP, 1994). A infeccdo pode ocorrer também em individuos
imunocomprometidos e adultos que estdo em constante contacto com criangas
infectadas, as quais, em geral, ndo apresentam sintomatologia, ITURRIZA-
GOMARA et al., 2000; WILHELMI et al., 2003; ANDERSON; WEBER, 2004 ).

Os rotavirus do grupo B tém sido responsaveis por epidemias graves de
gastroenterites em adultos em vaérias partes da China (HUNG et al., 1987). Também
tém sido observados em algumas criangas e adultos em Bangladesh (SANEKATA et
al., 2003) e na india (KELKAR; ZADE, 2004).

Foi observado que a infec¢do pelo rotavirus em criangcas de uma maneira
geral apresenta um padrdo sazonal, com maior pico de incidéncia nos meses do
inverno, porém varios estudos mostram dados diferentes. Nos adultos, entretanto,
ndo foi encontrado um padrdo de sazonalidade, como observado nas criancas

(ITURRIZA-GOMARA et al; 2000; ESTES; KAPIKIAN, 2007).
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2.4.6- Diagnostico laboratorial

Nas gastroenterites € importante a confirmacdo do diagndstico laboratorial
porque, além de diferentes tipos de virus, outros enteropatdgenos podem estar
envolvidos na etiologia da doenga. O diagndstico laboratorial baseia-se
principalmente na pesquisa do virus e dos antigenos presentes nas fezes de pacientes
infectados. Técnicas imunoldgicas rotineiramente utilizadas sdo 0 ensaio
imunoenzimatico, a aglutinacdo de particulas de latex e a imunomicroscopia
eletronica (IME). As técnicas ndo imunolégicas mais utilizadas séo a direta (ME) e a
EGPA (PEREIRA et al ., 1983; NAKATA et al., 1987).

A EGPA é um método sensivel e especifico que, além de permitir o
diagndstico das infecgdes por Rotavirus A e ndo A, possibilita a classificacdo da
amostra viral com base no padrao eletroferotipico. Esse método é utilizado para virus
de genoma segmentado, principalmente da familia Reoviridae (ESTES; KAPIKIAN,
2007).

A caracterizacdo de amostras de Rotavirus A em subgrupos e genotipos G e
P é em geral necessaria para 0 monitoramento desse virus (GOUVEA et al., 1990;
GENTSCH et al.,, 1992). Essa caracterizacdo tem sido feita tanto por métodos
imunolégicos que utilizam anticorpos monoclonais especificos de subgrupo e ou de
sorotipo quanto por métodos moleculares a partir de procedimentos que utilizam
iniciadores especificos, seja com a finalidade de amplificacdo genémica, RT-
NESTED-PCR ou como detectores em ensaio de hibridizagdo, marcados com
material radioativo ou ndo. A PCR é uma técnica de amplificacdo usada para
sintetizar, in vitro, seqiiéncias especificas de DNA. Inicialmente, um acido nucléico
alvo (DNA ou RNA) é isolado. Se o acido nucleico alvo é RNA, ele deve ser

convertido em cDNA através de transcricdo reversa antes de comecar 0 processo de
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amplificacdo (RT - PCR). A partir dai, o DNA ¢é amplificado enzimaticamente
através do PCR. A Nested-PCR é a amplificacdo de um produto j& amplificado

utilizando primers especificos (SANTOS et al., 2002).

2.4.7- Prevencao, controle e tratamento

Como ja referido, acredita-se que mundialmente todas as criangas ja tenham
sido acometidas pela infeccdo por rotavirus quando alcancam a idade de quatro anos,
sendo que os indicadores de morbidade em paises em desenvolvimento séo

comparaveis aos dos paises desenvolvidos (BRESEE et al., 1999).

Praticas de higiene como lavagem das maos, cuidados com a &gua e oS
alimentos, destinacdo adequada dos dejetos humanos e dos animais ndo parecem
determinar o impacto suficiente para o controle e a profilaxia das infeccGes por
Rotavirus A, pois, nos paises desenvolvidos, onde os padrdes de higiene sao

satisfatorios, repetem-se anualmente extensas epidemias (KAFETZIS et al., 2001).

Admite-se também que certas dificuldades podem impedir a transmisséo do
virus entre pacientes hospitalizados. O procedimento utilizado para isso tem sido o
isolamento dos pacientes internados para limitar a disseminagdo da infeccéo.
Medidas de precaucdes padrdo, como a lavagem rigorosa das méos e 0 uso de
equipamentos de protecdo individual como luvas, gorro e mascaras, S0
recomendadas durante os cuidados com o paciente infectado por esses agentes

(ANDERSON; WEBER, 2004).

Considerando-se que a via de transmissdo desses virus é a oral-fecal, o
tratamento dos dejetos e a melhoria das condi¢fes sanitarias constituem, ainda,

medidas de controle. Considerando que ndo existe tratamento antiviral especifico, os
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pacientes devem ser tratados baseados na sintomatologia.

Nesse contexto, admite-se que a reducdo da mortalidade infantil nos paises
desenvolvidos, nos ultimos anos, deva-se ndao sO ao diagndstico precoce, mas,
principalmente, ao acesso rapido aos sistemas de salde e a presteza na administracao
da terapia de reposicdo hidroeletrolitica, oral ou venosa, principalmente nos casos

que envolvem vomitos constantes (ALAM; ASHRAF, 2003; FARTING, 2000).

A morbidade e a mortalidade associadas a gastroenterite por Rotavirus A
resultam de desidratacdo e desequilibrio eletrolitico. Nesse caso, o objetivo do
tratamento é a reposicdo de liquidos para a corre¢cdo do volume sangliineo e a
manutencdo do equilibrio &cido basico (ALAM; ASHARAF, 2003). Outro
procedimento de tratamento consiste no manejo dietético. Nesse sentido, recomenda-
se a manutencdo da dieta, principalmente se o aleitamento for natural, uma vez que
se considera que a amamentacao no peito € uma das acdes protetoras de melhor
eficacia, pela imunidade que confere e pelo poder protetor de fatores inespecificos
presentes no leite materno (GOLDING et al.,, 1997). Prevalece, no entanto, o
conceito de que o recurso mais efetivo de profilaxia das diarréias por rotavirus reside

na obtengdo de um imunizante eficaz (BRESEE et al., 1999).

A vacina para Rotavirus A no Brasil foi licenciada pela ANVISA em julho
de 2005, registro n’ 10107024300 publicado em 11/ 07/ 2005 no Diario Oficial da
Unido ( DOU ). A partir de marco de 2006, foi incluida no calendério basico de
vacinacdo com o nome de Vacina Oral de Rotavirus (VORH). A vacina é
administrada em duas doses e pode ser encontrada nas redes publica e privada

(BRASIL, 2005).
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3- OBJETIVOS

3.1-OBJETIVO GERAL
- Definir a etiologia da gastroenterite viral em criangas hospitalizadas e em

idosos institucionalizados, na cidade de Campo Grande, MS.

3.2-OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Detectar a ocorréncia dos virus entéricos (astrovirus, calicivirus e
adenovirus) em criangas hospitalizadas com até 3 anos de idade e em idosos
institucionalizados da cidade de Campo Grande, MS.
- Verificar a presenca de co-infec¢des para os virus estudados na populagédo
analisada.
-Analisar a positividade viral em relacdo a faixa etaria, género e

sintomatologia na populagéo envolvidas no estudo.
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4- MATERIAL E METODOS
A metodologia empregada neste estudo esta descrita nos artigos submetidos
as revistas cientificas Memdrias do Intituto Oswaldo Cruz e Brazilian Journal of

Infection Disease, que estdo apresentados nas paginas 64 e 76, respectivamente.
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Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vel. 703(7): 000-000, Movember 2008 1

Adenovirus, calicivirus and astrovirus detection in fecal samples of
hospitalized children with acute gastroenteritis from
Campo Grande, MS, Brazil

Marcia Sueli Assis Andreasi/”, Divina das Dores de Paula Cardoso', Sonia Maria Fernandes,
Ines Aparecida Tozetti, Ana Maria Tavares Borges', Fabiola Souza Fiaccadori',
Rodrigo Alessandro Togo Santos', Menira Souza'

Departamento de Patologia, Centro de Cigncias Biclogicas e da Saide, Universiclade Federal de Mato Grosso do Sul, Cidade Universitaria,
79070-900 Campo Grande, M35, Brasil "Instituto de Patologia Tropical e Salide Pablica, Universidade Federal de Goids, Goiania, GO, Brasi

We analyzed fecal samples from hospitalized children up to three years of age with acute gastroenteritis at
Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil, from May 2000-January 2004. Astrovirus and calicivirus were de-
tected by Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction and adenovirus was detected using the Rotavirus and
Adenovirus combined immunoenzyme assay. Astrovirus, adenovirus and calicivirus were detected at rates of 3.1%,
3.0% and 7.6%, respectively. These results re-emphasize the need for the establishment of regional vigilance systems
to evaluate the impact of enteric viruses on viral gastvoenteritis.

Kev words: calicivirus - adenovirus - astrovirus - gastroenteritis

Acute gastroenteritis is one of the most common
childhood diseases, especially in developing countries.
Annually, 2.5 mullion deaths are estimated to occur,
which greatly impact the population of children vounger
than five vears of age (Girard et al 2006). Over 20 dif-
ferent types of viruses have been identified as etiological
agents for this disease (Wilhelmi et al. 2003). Group A
rotavirus are considered to be the main agents, followed
by calicivirus, adenovirus and astrovirus. Globally, these
viruses are responsible for diarrhea episodes in hospital-
ized children, with detection rates varyving from 20-60%,
3.5-29.3%, 1-31% and 1.8-16%, respectively (Jakab et al.
2005, Caracciolo et al. 2007, Fodha et al. 2007). In Bra-
zil, similar detection rates have been observed (Resque
et al. 2007, Soares et al. 2007), including those studied
in Goidnia, located in the Central-West region of Brazil
(Cardoso et al. 2002, Santos et al. 2007).

In Campo Grande, the unique data concerning the
etiology of acute gastroenteritis in children refer to
group A rotavirus, with detection rates of 23.2% de-
tected 1n children up to three years old (Andreasi et al.
2007). Considering the need for constant monitoring of
viral gastroenteritis in establishing prevention programs,
the present study aimed to detect enteric viruses in fecal
samples obtained from hospitalized children with acute
diarrhea in Campo Grande.
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PATIENTS, MATERIAL AND METHODS

This study was performed between May 2000-Janu-
ary 2004, using fecal samples collected from hospital-
1zed children, under three years of age, with acute gas-
troenteritis at Santa Casa de Misericordia from Campo
Grande and Hospital Universitario da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul. The inclusion criteria
were defined as the occurrence of acute gastroenteritis,
characterized as liguid or semi liquad. with three or more
evacuations 11 a 24 h period. The collection of fecal sam-
ples was carried out in the first 24 h of hospitalization,
after written informed consent was provided by parents
or legal guardians. This study was approved by the Ethi-
cal Committee on Research of the Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul (protocel 399).

Astrovirus and calicivirus were detected by Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), us-
ing 20% fecal suspension (phosphate buffered saline pH
74). Viral ssENA extraction was performed according
to the Boom et al. (1990) method modified by Cardoso et
al. (2002). We used the random primer pd(IN)6 (Random
Hexamer, Amersham Biosciences) to obtain ¢cDNA and
the PCR was carried out using the primers Mon 269 and
270 for astrovirus (Noel et al. 1995) and Nv/E3 (Green
et al. 1995), JV12/13 (Viyé et al. 1997) and 289/290
(Jiang et al. 1999) for calicivirus. Samples known to be
positive for astrovirus and calicivirus and sterile Milli-Q
water were included 1n all reactions as positive and nega-
tive controls, respectively. Adenovirus was detected by
Rotavirus and Adenovirus Combined Immunoenzyme
Assay, following methodology described by Pereira et
al. (1983) to detect the Mastadenovirus genus. Statisti-
cal analysis was carried out using Epi-info software,
version 6.0. Positivity proportion analysis was done by
Chi-square test (*) with a 95% confidence interval and
Fisher's exact test, when necessary.

enline | memorias.ioc.fiocruz.br
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RESULTS

Adenovirus and calicivirus were examined in 415 and
406 fecal samples, respectively, while 354 fecal samples
were used for astrovirus detection. The positivity rates
observed were of 3.1%. 3.6% and 7.6% for astrovirus.
adenovirus and calicivirus. respectively. The three types
of viruses were detected only in children less than 24
months old, although no statistically significant differ-
ences were observed regarding positivity for any virus
researched among any of the age groups (Table I).

There was no statistically significant difference in
viral pesitivity between children with diarrhea alone, as
compared to children exhibiting additional symptoms.
such as vomiting, fever and abdominal pain. However,
of the entire group of 316 children whose samples were
used for detection of all three types of viruses, and for
which there was complete information regarding clini-
cal status, 83 also presented with respiratory complaints.
Amnalysis of viral positivity with respect to the presence
or absence of respiratory complaints demonstrated that
astrovirus was detected only 1n children without respi-
ratory complaints, whereas adenovirus and calicivirus
were detected 1n three and seven children with respira-
tory symptoms, respectively.

Ten children demonstrated positivity to more than
one type of virus. Among these, nine were infected with
group A rotavirus; five out of these nine children were
co-infected with astrovirus, two with adenovirus and

two with calictvirus. The other child showed positiv-
ity to astrovirus and calicivirus. The results relative to
group A rotavirus have been published previously (An-
dreas1 2007).

Analysis of viral detection with respect to the num-
ber of days of diarrhea was performed 1n 308 children.
The highest detection rate of astrovirus was observed in
the first day of diarrhea (14.2%). Adenovirus was mainly
detected in children on the third day of disease (6.6%),
while calicivirus showed increasing positivity related to
days of disease, with the highest detection rates begin-
ning on the fifty day of disease (8.8%-12.1%: p=0.034).
Calicivirus was mainly detected in female children.

All three virus types were predominantly detected
in 2002 and 2003, with calicivirus being predominant in
2002 (Table II}). Additionally, all types of viruses circu-
lated in all months of the vear, and. although calicivirus
showed high occurrence in March-April. this difference
was not observed when analysis was performed with re-
spect to the different seasons of the year.

From the 31 positive samples for calicivirus, 20
showed positivity to the Ni/E3 primers. eight to the
289/290 primers, two to the JW12/13 primers and one to
the N1/E3 and 289/290 primers.

There was no information regarding bacterial or par-
asite infection among the children in this study. We did
not observe any correlation between viral infection and
duration of symptoms or days of hospitalization.

TABLEI
Distribution of the astrovirus, adenovirus and calicivirus positive samples related to age groups
Astrovirus Adenovirus Calicivirus

Age group (months) Positive/total % Positive/total % Positive/total %
<1 -1 - -2 - -2 -
1-6 4/115 35 4/130 30 10/126 79
7-12 5/139 35 5/168 30 15/163 92
13-24 2/90 22 6/105 57 6/104 58
25-36 -/8 - -9 - -110 -
37-48 A . AN . A .
Total 11/354 31 15/415 36 31/406 7.6
P 0.69707 0.3485¢ 0.5211*

a: Fisher’s exact test; &:3*= 041

TABLEQI
Distribution of astrovirus, adenovirus and calicivirus positive samples related to years of collection, 2000/2004
Astrovirus Adenovirus Calictvirus
Year Positive/total % Positive/tatal % Positive/total %
2000 1/15 687 -15 -115
2001 -12 -12 -2
2002 3/63 48 1/65 L5 12/67 178
2003 7244 29 14/298 47 19/286 6.6
2004 -/20 -/25 -126
P 0.4349° 04876 0.0034*

a: Fisher's exact test; &: 3*=8.58
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We performed genotypic characterization on the
astrovirus samples and found that six samples were
HAstV-1, three were HAstV-2 and one was HAstV-4.
Co-infection was observed in 10 samples, with five sam-
ples testing positive for rotavirus and astrovirus, four
samples for rotavirus and adenovirus and one sample for
astrovirus and calicivirus.

DISCUSSION

In the present study. the positrvity rates for astrovi-
rus and adenovirus were 3.1% and 3.6%. respectively;
these detection indices were similar to those previously
found in the Central-West region of Brazil (Cardoso etal.
2002, Santos et al. 2007). However, other authors have
reported higher detection rates in Brazil (Cardoso et al.
2002, Victoria et al. 2007, Resque et al. 2007). The high-
est detection rates were observed in epidemic situations
(Silva et al. 2001) and. according to Resque et al. (2007),
this could reflect socio-economic differences. Globally.
detection rates vary from 1.8%-13.9%, depending on
the geographical area, as well the socio-economic situ-
ation (Jarecki-Khan et al. 1993, Caracciolo et al. 2007,
Papaventsis et al. 2008).

The viruses belonging to the Norovirus and Sapovi-
rus genera of the Caliciviridae family infect humans of
all ages. They have been detected globally with indexes
that vary from 7.3%-23.7% (Marrie-Cardine et al. 2002,
Caracciolo et al. 2007). In Brazil, similar to astrovirus
and adenovirus, there are few calicivirus detection stud-
ies and one of these showed detection rates of 14.5% in
Rio de Janeiro (Soares et al. 2007). In the Central-West
region, only one study was conducted, which showed a
detection index of 8.6% (Borges et al. 2006), similar to
that observed in the present study of 7.6%.

In the present work, calicivirus samples were not
characterized 1n terms of calicivirus genera. However,
22 were detected by N1/E3 or JV12/13 primers and one
was detected by N1/E3 and 289/290 primers. Consider-
ing that the first two primer sets were designed to detect
norovirus, our results suggest that these samples may
belong to this genus. On the other hand, the 289/290
primer pair detects both norovirus and sapovirus, and
rotavirus by cross-reactivity (Ludert et al. 2004). In this
study, we found eight samples that were positive by this
primer set. We did not use additional primers to confirm
the presence of calicivirus; therefore it is not possible to
conclude to which genera the samples belong. Additional
studies utilizing DNA sequencing are in progress in our
lab and should address this question.

The detection of astrovirus. adenovirus and calici-
virus reveals that infection by these agents i1s a reality
among our infantile population and suggests the possi-
bility of nosocomial transmission, which has been pre-
viously observed for rotaviruses (Andreasi et al. 2007).
During this study we were not informed about nosoco-
mial outbreaks, however. This 1s the first study conduct-
ed in our state detecting enteric viruses that play a role 1n
the etioclogy of childhood acute gastroenteritis.

Among the 83 children reporting respiratory com-
plaints, no samples were positive for astrovirus. Con-
versely, three and seven children with respiratory symp-

toms showed positivity to adenovirus and calicivirus,
respectively. Unfortunately, in the present study. sero-
type identification, which could possibly suggest a cause
for the respiratory symptoms, was not performed. These
data are in agreement with a study that detected adeno-
virus in children with acute gastroenteritis and respira-
tory symptoms (Fodha et al. 2007).

Most of the co-infection cases observed in this study
involved the association of one of the three other viruses
with group A rotavirus, with one sample presenting an
association between astrovirus and calicivirus. The ex-
istence of co-infections between gastroenteric viruses
makes the determination of the primary etiologic agent,
as well as the determination of virus-specific symptoms,
difficult (Resque et al. 2007, Victdria et al. 2007).

Astrovirus detection occurred mainly in the first day
of diarrhea, a finding similar to the results reported by
Gabbay et al. (2007). For adenovirus, the highest detec-
tion occurred in the third day, and for calicivirus, the
highest positivity rates were observed on or after the
fifth day of disease. Astrovirus and adenovirus were de-
tected in similar proportions in children of both genders,
while calicivirus predominated 1n female children. This
finding 1s in agreement with published literature (San-
tos et al. 2007), although Shimizu et al. (2007) showed
a higher detection of adenovirus among male children,
and Borges et al. (2006) found no significant differences
between genders regarding calicivirus infection.

Regarding the year of sample collection, we observed
a higher positivity during the years of 2002 and 2003,
with a predominance of calicivirus seen in 2002, This
observation should be interpreted carefully, however,
because, 1n the years 2000, 2001 and 2004, the number
of samples was lower than the number collected in 2002
and 2003. The three viruses mvestigated were found to
circulate 1n all months of the year, with no evident de-
tection peak. Furthermore, despite the high occurrence
of calicivirus infection 1n March and April no statisti-
cally significant differences existed as compared to cali-
civirus infection found in other months of the vear. This
result 1s in accordance with those reported previously
(Resque et al. 2007).

The results obtained from this study reinforce the
need for the establishment of regional vigilance systems
to evaluate the impact of enteric viruses on the etiology
of viral acute gastroenteritis. especially considering the
recent inclusion of the rotavirus vaccine in the childhood
immunization calendar.
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Objectfying to know about viral agents of gastroenteritis in older adults, like as
enteric group A Rotavirus, calicivirus, astrovirus and adenovirus, in Campo Grande —
MS, Brasil, was made a transversal study in an institution of this city in 2006 and
2007. One hundred fifteen subjects were included in this study and to which, one
fecal sample was collected and the questionnaire with personal data and physic
conditions was field at the moment with the help of dossier and the people who take
care of them. The age range was from 60 to 98 years old. The viral detection was
made by different methods regarding the virus type. The adenovirus was detected by
immunoenzyme assay (EIA). To rotavirus the research was made by EIA plus
polyacrilamide gel electrophoresis (SDS- PAGE), while astrovirus and calicivirus
were researched by Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).
From 115 samples analyzed, 13 (11.1%) were positive to viral agents and among
these, 10 (8.7%), 02 (1.7%) and 01 (0.8%) were positive to calicivirus, adenovirus
and astrovirus, respectively. There was no positivity to group A Rotavirus. In spite of
this study not regarding the syndrome and outbreaks as important to the population
we consider that situations like this can’t be despised. Taking into consideration that
this is the first study made in Middle-West region from Brazil to detect enteric virus
in elderly, the data should be used to improve the standards and the quality of this
age group’s life.

Key-words: Calicivirus, Astrovirus, Adenovirus, gastroenteritis, older adults.
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The life’s expectancy of the brazilian population has increased 20 years, since
1950, achieving the average age of 66 years nowadays with increment of more ten
years till 2050. This kind of demographic transformation has some consequences
including individual, communitarian, national and international health aspects'.

With the age, various organic transformations occur, being the equilibrium,
mobility, vision, audition and musculature the most affected”. There is propensity to
psych changes, low esteem and depression®. Still the decline of cellular and humoral
immunity what makes easier the risk of infections caused mainly by viral agents®.

The gastroenteritis epidemiologic surveillance, in terms of etiologic agent
definition, has been an important action to human health contributing to better
conditions of sanitation®

The importance of different virus, like enteric group A Rotavirus, calicivirus,
astrovirus and adenovirus, in the infants gastroenteritis has been established as the
circulation of these in asymptomatic children®. However, still are few the studies
related to occurrence of these viruses in adults, with or no symptoms and mainly in
older adults’. Group A Rotavirus — Reoviridae family — Rotavirus gender, is admitted
as the main agent of child gastroenteritis but not common in adults and almost
unknown in the elderly”®. Considering the adenovirus, Adenoviridae family —
Mastadenovirus gender, it is known that this infects adults and that in conditions of
immune decay may be opportunist leading to a serious and lethal diseases®. The
astrovirus, Astroviridae family- Mamastrovirus gender, is considered to also infect
adults’in spite of having a not established role as natural infection agent, specially in
this population, in specific in older adults. However, the calicivirus, Caliciviridae

family - Norovirus gender and Sapovirus, are known for infecting humans of all age
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groups, for causing gastrtoenteritis, for getting epidemics outbreaks'®. Despite of
this, still there are few studies related to its circulation in elder adults.

Objectfying to know about these viral agents in older adults, in Campo
Grande — MS, was made a transversal study in an institution of this city, where there
are 150 older adults. From these, 115 subjects were included in this study and to
which, one fecal sample was collected and the questionnaire with personal data and
physic conditions was field at the moment with the help of dossier and the people
who take care of them, still only with the agreement of the patient. The collection
was made in 2006 and 2007, before approved by Ethics committee in research of the
Universidade Federal of Mato Grosso do Sul — n® 559. From 115 older adults, 38
were female and 77 male. The age range was from 60 to 98 years old with the
average of 77.96 years. The institution is a public entity with deficient conditions,
but with separate male and female wings. During the course of the study was not
related by the institute’s administration any diarrhea outbreak and only two older
adults reported diarrhea in the collection time of fecal samples. When the medical
attending was necessary, it was made by Sistema Unico de Saude (SUS-MS), not
occurring any official surveillance system to this population’s health. It is worth
reminding, however, that one voluntary doctor attended this population.

The viral detection was made by different methods regarding the virus type.
To rotavirus, the research was made by two methods: immunoenzyme assay (EIA)
(Ridascreen Rotavirus-R- Biopharm AG, Germany), following the manufacture
instruction, and polyacrilamide gel electrophoresis (SDS- PAGE)Y, using as
compare standards the SA-11 simios sample. The adenovirus also was detected by
EIA (Ridascreen Rotavirus-R- Biopharm AG, Germany), while astrovirus and

calicivirus were researched by Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction
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(RT-PCR). The RNA extractio was performed according to Bomm et al(1900)*

method, modified by Cardoso et al. (2002)'*. To obtain the viral cDNA, for both
virus, was used the randomic primers pd(N)6 (Random Hexamer- Amersham
Biosciences) following the described method'**°. The amplification was made using
the primers Mon 269/ 270'°, to astrovirus and Ni/E3Y", JV12/13' and 289/290", to
calicivirus. The reaction was performed following the previous described
conditions***>. To compare the obtained fragments was used the molecular pattern
123 pb DNA Ladder (Amersham Biosciences), and in all reactions, positive samples
were used to astrovirus and calicivirus, kindly given by Laboratério de Virologia
Comparada - FIOCRUZ - RJ. All steps of reaction occurred in separate
compartments avoiding contamination.

From 115 samples analyzed, 13 (11.13%) were positive to viral agents and
among these, 10 (8.7%), 02 (1.7%) and 01 (0,8%) were positive to calicivirus,
adenovirus and astrovirus, respectively. There was no positivity to group A Rotavirus
and any older adults showed diarrhea, while samples were collected. The table 01
shows the positive samples for the detected viruses in relation to gender and age.

The non detection of group A Rotavirus in this study is in agreement with the
observed by Chen et al (2008)% in China. Both studies are in accordance with the
fact that, although these viruses are the main agents of infantile viral gastroenteritis
throughout the world, the affected children could already have had contact with the
main genotypes and developed immunity until the age of five; however as they turn
out to elderly, they may become susceptible to the viruses again. On the other hand,
the high viral circulation among children has caused the continue adults exposition,

maintaining the immunologic memory, which is enough to avoid the infection at
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least in conditions without epidemic outbreaks. In this situation the studies have
shown the detection of this virus type in this population®?,

The numbers of this study showed high percents of detection to calicivirus
which was in accord with the results obtained by Chen et al. (2008)%, though the
authors observed slightly higher index. This fact occurred to adenovirus too.

Additionally, the norovirus has been reported in other studies like
gastroenteritis agents in militaries and travelers as elderly, especially that are
attended in institutions®?*. Despite of this present study did not make definitions for
calicivirus gender the data were confirmed by literature.

The definition of adenovirus gender, in two identified samples, in elderly
population was not made, however, only the large specter of infections that can be
developed by these virus make this result important to public health.

Similarly, the astrovirus has been detected in elderly attended in institutions
and no immunocompetent subject?® and because of this our data add up to literature.

In accord with CDC — USA (Centre of Disease Control), because elderly’s
low immunity and loss of health, the gastroenteritis can be serious and even lethal. In
spite of this study not regarding the syndrome and outbreaks as important to the
population we consider that situations like this can’t be despised because hard access
to this population and the registers aren’t true enough.

Taking into consideration that this is the first study made in Middle-West
region from Brazil to detect enteric virus in elderly, the data should be used to

improve the standards and the quality of this age group’s life.
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Table 01- Demographic characteristics of positive older adults in relation to detected

virus.

Adenovirus Astrovirus Calicivirus Total
age M F M F M F M F
(years)
61 - - - - 01 - 01 -
67 - - - - 01 - 01 -
72 - - - - 01 - 01 -
73 - - - - - 01 - 01
74 - - - - - 01 - 01
75 - - - - 01 - 01 -
77 - - 01 - - 01 01 01
79 - - - - 01 - 01 -
84 - - - - 01 - 01 -
85 01 - - - - - 01 -
96 01 - - - - - 01 -
Total 02 - 01 - 07 03 10 03

NOTE: M — male; F - female
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6- PERSPECTIVAS

Este estudo representou uma iniciativa conjunta da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul e da Universidade Federal de Goids, no sentido de implantar em
nossa instituicdo uma rotina para deteccdo e caracterizacdo dos virus entéricos. Esse
trabalho de cooperacdo contribuird para o desenvolvimento técnico-cientifico da
nossa regido, além de implementar as acfes de saude publica e melhorar a qualidde

de vida da populacédo de faixa etaria mais vulneravel.

Vizando atender a essas perspectivas, pretendemos dar continuidade as
atividades de pesquisa com virus entéricos, estreitar a colaboracgdo interinstitucional e
manter a vigilancia epidemiolodgica da circulacdo viral considerando-se a necessidade

de acompanhar o processo vacinal.
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7- CONCLUSOES

A deteccdo de astrovirus, calicivirus e adenovirus na populagdo infantil
revelou que a infecgdo por esses agentes € uma realidade nesta populacéo de Mato

Grosso do Sul, com possibilidade de transmissdo nosocomial.

Adicionalmente, a deteccdo viral em idosos institucionalizados sugere
necessidade de reforgo no acompanhamento dessa populacéo visando prevencéo e

tratamento.

A observacdo da ocorréncia de co-infeccdo na populacdo em estudo reforca
ndo so o fato da circulacdo viral simultdnea como também a preponderancia de

rotavirus do grupo A no processo da gastroenterite infantil.

A observacdo da ocorréncia viral nas criancas com até 24 meses de idade
reforca o conceito de que as medidas de prevencdo devam ser tomadas em idade

precoce.

Consideramos que a néo relacdo da positividade viral em termos de género e
sintomatologia na populacdo infantil pode ter ocorrido em funcdo da alta e
continua circulacdo viral na regido, o que parece ser reforcado pelo fato de nédo

haver sido observado sazonalidade para os agentes.

Uma vez que este é o primeiro estudo realizado na regido Centro-Oeste no
contexto de deteccédo de virus entérico em populagéo idosa, os dados devem servir

de subsidios para medidas de melhoria de condicGes de vida dessa faixa etéria.

Finalmente, consideramos que os resultados obtidos com este estudo
reforcam a necessidade do estabelecimento de vigilancia regional para avaliar o
impacto dos virus entéricos na etiologia da gastroenterite viral, considerando a
recente inclusdo da vacina para rotavirus do grupo A no calendario de imunizagéo

infantil.
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