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RESUMO: No período de 1984 a 1986, 285 amostras de fezes de crianças com
sintomatologia diarréica foram submetidas às provas diagnósticas de ensaio
imunoenzimático, eletroforese em ge1 de poliacrilamida e microscopia eletrônica. Destas
amostras, 15,4070foram positivas para rotavírus e 3,2070para adenovírus. Das 44 (15,4070)
amostras positivas para rotavírus pelo método imunoenzimático, 37 apresentaram perfil
eletroforético do RNA característico dos rotavírus. Destas últimas, 27 foram analisadas
segundo o esquema de Lourenço et alii, 1981, tendo sido verificada grande heterogeneidade
de perfis e predominância dos rotavírus do subgrupo 2. No período estudado, apenas uma
amostra do rotavírus do subgrupo 1 foi detectada.

DESCRITORES: diarréia infantil; adenovírus; rotavírus; genoma viral; RNA viral;
infecção por adenovírus; infecção por rotavírus.

INTRODUÇÃO

Nunerosos trabalhos foram realizados sobre a
incidência, distribuição e importância da gas-
troenterite infantil em todo o mundo, destacan-
do-se os de HOLMES15, 1979 e WIATT et alíí»,
1981. Em nosso país, este problema tem sido in-
vestigado com mais freqüência após os trabalhos
iniciais de UNHARES et alii>, em 1977, em Be-
lém do Pará, CANDEIAS et alii3, em 1978 e
BALDACCI et alii2, em 1979, em São Paulo. Vá-
rios autores nacionais 10. 16,21,22,23 têm apresentado
ou publicado dados referentes a surtos isolados
ou provenientes de materiais encaminhados para
diagnóstico etiológico da gastroenterite de pacien-
tes hospitalizados em enfermarias de pediatria, de
berçários, creches e de visitantes de postos de saú-
de. Raramente são encontrados na literatura na-
cional estudos etiológicos e soroepidemológicos

de surtos ou da freqüência da infecção em popu-
lação normal de localidades ou de cidades brasi-
leiras 17,32.

A introdução, em 1983, por PEREIRA et alii '!
do estudo eletroforético do genorna dos rotavírus
humanos no Brasil despertou, conseqüentemente,
o interesse por novos trabalhos que vêm sendo
publicados com sua colaboração sobre os tipos
eletroforéticos dos rotavírus encontrados em nos-
so país!e. O conhecimento da circulação desses ti-
pos eletroforéticos é de grande importância para
estudos epidemiológicos.

Recentemente, em novembro de 1986, comuni-
cações sobre a incidência, distribuição e impor-
tância da infecção por rota vírus em crianças e em
animais foram apresentados ao 3~ Encontro Na-
cional de Virologia, realizado em São Lourenço,
M.a., Brasil.

* Realizado na Seção de Vírus Respiratórios, Entéricos e Outros do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz.
*** Da Fundação Intituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ.
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Nosso trabalho apresenta os resultados obtidos
com o estudo virológico das amostras de fezes en-
viadas ao nosso Serviço, provenientes de pacien-
tes com diagnóstico clínico de gastroenterite, per-
tenéentes ao grupo etário de O a 5 anos, morado-
res da Grande São Paulo. Os resultados obtidos
são comparados aos encontrados em outras áreas
do país para indicação da incidência da infecção e
dos tipos eletroforéticos dos rotavírus humanos
prevalentes nestas áreas geográficas.

MATERIAL E MÉTODOS

Durante o período de janeiro de 1984 a dezem-
bro de 1986, recebemos 285 amostras de fezes de
crianças de O a 5 anos de idade, que apresentavam
sintomatologia diarrêica. Estes materiais eram
provenientes de hospitais e creches das redes pú-
blicas estadual e municipal, de alguns hospitais
particulares, laboratórios regionais e centros de
saúde da Grande São Paulo, que previamente fo-
ram incentivados a enviar fezes para o diagnósti-
co etiológico.

Estes materiais, quando não eram manipulados
no dia, eram estocados a baixa temperatura
(-70°C) até o momento de uso. Oportunamente,
as amostras de fezes eram suspensas a 10070 em
tampão TR1S-HCI 0,01 M, pH 7,3, hornogeneiza-
das vigorosamente com igual volume de
FREON-113 e centrifugadas a 5.000 rprn, durante
20 minutos, a 4°C. A fase aquosa era estocada a
-70°C.

O método empregado para a detecção de rota-
vírus e adenovírus foi o ensaio imunoenzimático,
pela técnica de duplo sandwich, de VOLLER et
alii> e YOLKEN et alijJ6,modificada por PEREI-
RA et alii-".

A eletroforese em gel de poliacrilamida para a
análise do ARN viral foi feita pelo método de
LAEMMLl20, modificado por PEREIRA er aliPo.
A detecção do rotavírus foi feita pela microscopia
eletrônica, ou pela imunornicroscopia eletrônica,
onde foi usada diluição ótima do soro hiperimune
de coelho anti-SA-ll. A técnica usada foi a de co-
loração negativa pelo silicotungstato de sódio, pH
7,213•

No ensaio imunoenzimático (ElE) foi utilizado
conjunto de reagentes fornecido pela Fundação
Instituto Oswaldo Cruz, onde os antígenos são
captados em fase sólida por soros hiperimunes de
cabras; a captura é detectada por soros hiperimu-
nes de cobaias e revelada por soro de coelho an-
ti-IgG de cobaia conjugado com peroxidase.
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Na eletroforese em gel de poliacrilarnida
(EGPA), os RNA virais foram extraídos das sus-
pensôes fecais com clorofórmio - fenol e precipi-
tados com álcool etílico a -20°C, por 18 horas. A
corrida eletroforética foi feita de acordo com téc-
nica descrita por PEREIRA et aliPo. Em cada cor-
rida foi incluído como padrão o RNA do rotavi-
rus símio, amostra SA-ll. A coloração do gel foi
feita segundo HERRINGI4, com pequenas modi-
ficações, utilizando-se como corante o nitrato de
prata.

As amostras positivas para rota vírus no EGP A
foram classificadas segundo KAUCA et alii18 e
LOURENÇO et alii25.

RESULTADOS

Das 285 amostras de fezes analisadas, 44
(15,4%) foram positivas para rotavírus e 9 (3,2%)
forma positivas para adenovírus. Estes resultados
que podem ser visualizados na tabela 1 exibem
grande número de amostras até um ano de idade e
razoável número de amostras na faixa etária de I
a 2 anos, sendo o número de amostras inexpressí-
vo nas restantes idades.

Ao estratificarmos a faixa etária de O a 2 anos,
verificamos que esta não possui variação apreciá-
vel de positividade até o primeiro ano de vida; en-
tretanto, verifica-se queda apreciável da positivi-
dade na faixa etária de I a 2 anos, para novamen-
te se elevar esta positividade na faixa de 2 a 3
anos. Embora o número de amostras seja peque-
no na faixa etária de 3 a 5 anos, não foi detectado
qualquer rotavírus (tabela 2).

Na tabela 1, se considerarmos somente os da-
dos de O a 3 anos, que são as amostragens de nú-
meros mais consistentes, verificaremos que houve
maior incidência de positividade tanto para rota-
vírus (23,H'o) como para adenovírus (7,0%) na
faixa etária de 2 anos.

Das 44 amostras de fezes positivas para rotavi-
rus, 42 (95,4%) foram obtidas através de EIE, e
37 (84,0%) através da EGP A. De 97 amostras tes-
tadas pela microscopia eletrônica ou pela imuno-
microscopia eletrônica (ME/1ME), 22 (22,7%)
foram positivas para rotavírus e somente uma
(i,O%) para adenovírus. Também foram detecta-
das pela ME em 6 materiais (6,2%) partículas vi-
rais de cerca de 25-27 nanômetros que não pude-
ram ser identificadas.

Em relação à concordância dos resultados nas
285 amostras examinadas, verificou-se que houve
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TABELA 1

Número e percentagem de amostras fecais positivas para rotavirus e adenovtrus analisadas no penado
1984·1986, na Grande São Paulo

Amostras positivas

Grupo N9 de Rotavírus Adenovírus
etário amostras
(anos) analisadas n<? % n9 %

0-11 177 30 17,0 3 1,7
1 -12 51 4 7,8 2 4,0
2 -13 43 10 23,3 3 7,0
3 -14 10 O 0,0 1 10,0
4 -15 3 O 0,0 O 0,0
5 -16 1 O 0,0 O 0,0

Total 285 44 15,4 9 3,1

TABELA 2

Distribuição por faixa etdria das amostras [ecais positivas para rotavirus e adenovtrus analisadas no periodo
1984·1986, na Grande São Paulo

Amostras positivas

Grupo N9 de Rotavírus Adenovírus
etário amostras
(meses) analisadas n<? % n9 %

O -I 6 143 24 16,8 3 2,1
6 -112 34 6 17,6 O 0,0

12 -I 24 51 4 7,8 2 3,9
24 -136 43 10 23,2 3 7,0
36 -160 14 O 0,0 1 7,1

Total 285 44 15,4 9 3,1

entre os métodos de EIE e EGP A concordância
em 271 amostras (95,1070)e discordância em 14
amostras (4,9%).

Se nos limitarmos à concordância entre eis três
métodos, e considerarmos os resultados somente
positivos, verificaremos que, de 28 materiais posi-
tivos pelo menos em um dos três métodos, somen-
te 19 amostras (67,8%) foram positivas nos 3 mé-
todos utilizados. Isto porque em 2 amostras a ME
foi negativa e o EIE e o EGP A foram positivos;
em uma amostra, a ME foi positiva enquanto
que, nos outros métodos, foi negativa. Em três
amostras, a ME foi negativa juntamente com o

Das 97 amostras examinadas pela ME, 23 fo-
ram positivas para rotavírus ou adenovírus e as
restantes 74 amostras foram negativas para estes
dois vírus. A concordância entre ME, EIE e
EOPA para rotavírus foi de 90,70/0(88 amostras)
e a discordância foi de 9,2% (9 amostras).
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TABELA 3

Comparação das técnicas imunoenzimática (ElE), eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) e microscopia
eletrônica ou imunomicroscopia eletrônica (ME/IME) para a deteção de rotavírus

EIE EGPA ME/I ME

Amostras Amostras Amostras Total de
N<?de amostras positivas N<?de amostras positivas N<?de amostras positivas amostras positivas

testadas testadas testadas
n<? % n? % n? %

19 6,66 19 6,66 19 19,58 19
2 0,70 2 0,70 ° 0,00 2
3 1,05 ° 0,00 ° 0,00 3

285 2 0,70 285 ° 0,00 97 O 0,00 2

° 0,00 ° 0,00 1 1,03 1
15 5,26 15 5,26 (***) (***) 15
1 0,35 ° 0,00 (***) (***) 1

° 0,00 1 0,35 ° 0,00 1

Total 42 14,72 Total 37 12,97 Total 20 20,61 44

(***) = Exame não realizado.

EGPA, enquanto o ElE foi positivo. Finalmente,
em outras 2 amostras a ME foi positiva juntamen-
te com o ElE, e o EGPA foi negativo. Houve dis-
cordância em 9 (32,1070) das 28 amostras em que
pelo menos um método resultou positivo para ro-
tavírus. Estes dados podem ser visualizados na ta-
bela 3. Por motivos técnicos algumas amostras
não puderam ser analisadas pela IME.

Dos 37 casos positivos para EGP A, 27 foram
estudados em ralação ao seu perfil eletroforético.
A tabela 4 demonstra os vários tipos eletroforéti-
cos detectados na Grande São Paulo nos anos de
1984 a 1986.

No decorrer de 1984, em doze amostras o perfil
eletroforético F(bcda) foi detectado em janeiro, o
D(bbfa) em abril, o C(bbca) em junho e os dois
B(bbba) em agosto e dezembro. Em 1985 foram
detectados somente perfis eletroforéticos do tipo
Btbbba) nas onze amostras positivas, assim distri-
buídas: uma em março, uma em agosto e quatro
em setembro. Em 1986, de 21 amostras positivas
uma Etbcba) e outra B(bbba) foram detectadas
em fevereiro; em março, uma A(baba), uma H
(caba) e cinco G(cbba); em abril, uma B(bbba);
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em junho, julho, agosto e dezembro, uma
A(baba) cada mês.

A única amostra do subgrupo I(cacb), perfil
curto, foi detectada em outubro de 1986, entre to-
das as 37 amostras positivas estudadas nestes três
anos. Todas as outras, com exceção de duas de
perfil não determinado, pertenciam ao sub-
grupo 2.

Das onze amostras de 1985, quatro B(bbba) fo-
ram procedentes de surto de gastroenterite no De-
partamento de Pediatria do Hospital Emílio Ri-
bas, São Paulo, nos meses de agosto e setembro.

Em 1986, a partir de um surto de diarréia numa
creche da prefeitura, foram estudadas 19 amos-
tras de fezes, incluídas no presente trabalho, das
quais 7 foram positivas para rotavírus no ElE;
destas 7 amostras, 5 apresentaram perfil eletrofo-
rético compatível com o subgrupo 2 do tipo
G(cbba).

Na figura da página seguinte apresentamos a
incidência de rotavírus e adenovírus durante o pe-
ríodo de 1984a 1986, distribuídos nos doze meses
do ano.
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FIGURA I - Somatória de casos positivos para rotavirus e adenovirus distribuídos nos díferentes meses de
1984 a 1986.
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TABELA 4

Resultados das eletroforeses dos RNA das amostras de fezes humanas positivas para
rotavirus, da Grande São Paulo (1984-86)

Grupos
Tipos

Distribuição de casos
Rotavírus eletroforéticos nos anos

eletrofo- Total
Sub-grupos réticos(*)

I II m IV 1984 1985 1986

1 c a c b - O O 1 1

b a b a A O O 5 5
b b b a B 2 6 2 10
b b c a C 1 O O 1

2 b b f a D 1 O O 1
b c b a E I O O 1 1
b c b a F 1 O 1 2
c b b a G O O 5 5
c a b a H O O 1 1

Indetermínados ... '" ... ... - 4 3 3 10

Eletroforeses negativas 3 2 2 7

Total de amostras analisadas 12 11 21 44

(*) = As letras maiúsculas são denominações dadas pelos autores para facilitar a compreensão do texto.

DISCUSSÃO

Embora tenhamos recebido 480 amostras no
período fixado, somente 285 puderam ser avalia-
das porque preenchiam os requisitos necessários
para identificação, isto é, dados como sexo, idade
e qualquer sintoma ou sinal compatível com '0
diagnóstico de gastroenterite.

Os resultados de 15,4070 de pacientes positivos
para rotavírus e 3,2% para adenovírus na faixa de
O a 5 anos de idade eram esperados e comparáveis
com outros achados de autores nacionais2,3,22,23.

No exterior, vários autores têm estudado a inci-
dência de rota vírus e adenovírus em crianças com
diarréia, SEN et alii», em Calcutá, encontraram
7,6070 de positividade para rotavírus; FAGBAMI
et alii", na Nigéria, encontraram 21,0% e PA-
NON et alij28, em New Caledonian, encontraram
14,2% para o mesmo vírus. Na Itália, CEVENI-
NI et alii+, estudando crianças de 6 a 24 meses,

82

durante dois anos, encontraram 26,7% de rotaví-
rus e 17,6% de adenovírus,

Recentemente, em 1986, no Rio de Janeiro,
GUIMARÃES et aliill,12 estudaram crianças de
favelas, achando 6,7% de positividade para rota-
vírus e 3,5% de positividade para adenovirus, Em
Ouro Preto, M.G., LANNA et alii-! descreveram
que no período de 1985 e 1986 foram encontrados
15,6% de amostras positivas para rotavíruse
4,1% de amostras positivas para adenovírus de
pacientes com diarréia, GONTIJO et aliilO, em
Belo Horizonte, encontraram 21,05% de rotaví-
rus positivos e 4,6% de adenovírus positivos no
período de 1984 a 1985.

Nossos resultados para rotavírus apontam per-
centagem similar aos achados de GONTIJO et
alii 10 em relação à incidência na faixa etária de ze-
ro a 11 meses.

Em relação à distribuição dos números mate-
riais (amostras testadas) nestes três anos, 1984 a
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1986, agrupados nos respectivos meses, não pude-
mos inferir qualquer caráter sazonal da gastroen-
terite causada pelos rotavírus porque estes resul-
tados são de materiais cuja sistematização de co-
lheita infelizmente não esteve sob nosso controle.
Entretanto, como se pode observar pelo gráfico
construído (p. 81) na base da somatória de resul-
tados positivos para rotavírus e adenovírus sepa-
radamente, e considerando arbitrariamente os re-
sultados naqueles meses em que o número de ma-
teriais foi maior que uma dezena, verificamos que
a distribuição dos casos positivos se mantém em
patamares sem grandes variações mensais. Obvia-
mente, não foi considerado o número apresenta-
do em fevereiro e julho para os dois vírus pela exi-
güidade da amostragem.

Em geral, a sensibilidade dos métodos utiliza-
dos também mostrou resultados semelhantes aos
relatados por outros autoresl.II.30.

Nossos resultados mostraram, tendo em vista o
perfil eletroforético dos rotavírus, que em 1984
circularam pela Grande São Paulo quatro tipos
eletroforéticos diferentes (bcda, bbfa, bbca,
bbba) pertencentes ao subgrupo 2, perfil longo.
Ademais, que em 1985 somente foi detectado o ti-
po eletroforético bbba, sendo que 4 amostras fo-
ram provenientes de surto de gastroenterite em
berçário do Hospital Emílio Ribas e outras
2 amostras, de locais diferentes. Das 11 amostras
positivas neste ano, 2 foram negativas em EGP A e
3 não foram analisadas quanto ao perfil eletrofo-
rético, por razões técnicas. Em 1986, circularam 6
tipos eletroforéticos diferentes de rotavírus do
subgrupo 2 (beba, bbba, baba, caba, cbba, bcda).
Somente foi constatada a presença de uma única
amostra positiva de rotavírus do subgrupo 1
(cacb).

É interessante comentar que em São Paulo, en-
tre 1979 e 1981, foram detectadas 5 amostras do

rotavírus pertencentes ao subgrupo 1, perfil
(cbcb), contrastando com nosso achado de so-
mente uma amostra do subgrupo 1, perfil (cacb),
nos três anos estudados (1984-1986). Cabe salien-
tar, ainda, que tanto o perfil eletroforético da
amostra do subgrupo 1 (cacb) quanto os perfis do
subgrupo 2 por nós detectados diferem daqueles
encontrados por PEREIRA et alii31, no Rio de Ja-
neiro, São Paulo e Pará em 1979-1981. Já os per-
fis eletroforéticos do subgrupo 2 (bbba, beba,
cbba) foram detectados por nós e por HOUL Y et
aliil6 em Maceió, no período de 1982-1983.

Em nosso trabalho como em outros sobre o as-
sunt05.6.8.19.26.27verificou-se a grande heterogenei-
dade nos perfis eletroforéticos apresentados, ates-
tando a grande variação genética do rotavírus, re-
fletindo a predominância das infecções pelo rota-
vírus do subgrupo 2.

Se determinados perfis do rotavírus correspon-
dem a maior ou menor infectividade, causando
surtos de maiores proporções, não sabemos; en-
tretanto, convém assinalar para futuras investiga-
ções' que os rotavirus do subgrupo 2, perfis (bbba
e cbba), foram responsáveis por surto de gas-
troenterite na enfermaria de hospital e na creche
estudadas.
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ABSTRACT: In a period of 19S4 to 1986, 285 faecal specimens from children with
diarrhea were submitted to enzyme irnrnunoassay, polyacriamide-gel electrophoresis and
electron-microscopy tests. 01' the total 285 specimens, 15.4070was positive for rotavirus and
3.2% positive for adenovirus. Of 44(15.4%) positive speeimens positive in enzyme
immunoassay, 37 showed electrophoretic patterns proper to human rotavirus. Of these, 27
were analysed according to Lourencos scheme (1981) showing a great heterogenicity of
electrophoretic patterns and predominance of rotavirus of subgroup 2. Only one sample of
rotavirus of subgroup 1 was detected in the study.

DESCRIPTORS: diarrhea, infantile; adenovirus; rotavirus; viral genomes; RNA, viral,
genes, viral; adenovirus infections; rotavirus infections.
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