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RESUMO

OBIJETIVOS: Detectar a presenca e definir os tipos de adenovirus humanos (HAdV) em individuos menores de 3
anos de idade, participantes de dois projetos de pesquisa sobre gastroenterites virais, realizados em Belém, estado
do Pard, Brasil: o primeiro, um estudo de vigilancia hospitalar e ambulatorial, pré-vacinacéo contra rotavirus
(RV), realizado pelo Instituto Evandro Chagas no periodo de marco a setembro de 2003; e o segundo, o projeto
"Rotavirus Caso-Controle', pés-vacinagdo, com criangas hospitalizadas apresentando quadro de gastroenterite
aguda no periodo de maio de 2008 a abril de 2009. MATERIAIS E METODOS: Foram testadas amostras fecais de
1.160 criancas, utilizando-se as técnicas de ensaio imunoenzimdtico e imunocromatografia para triagem, a reacdo
em cadeia da polimerase e sequenciamento de nucleotideos para tipagem e identificacdo molecular. RESULTADOS:
Os HAdV foram encontrados em 7,2% (84/1.160) das amostras e os adenovirus entéricos em 5,0% (58/1.160),
equivalendo a 69,0% (58/84) dos casos positivos. Desses, 3,3% (25/760) eram do estudo pré-vacinacdo contra
RV e 8,2% (33/400) do pés-vacinacdo. A reacéo de sequenciamento caracterizou a espécie F como a mais
prevalente na regido, equivalendo a 70,0% (21/30), com o tipo 41 encontrado em 85,7% (18/21) dos casos
positivos. CONCLUSAO: Esses resultados evidenciaram a circulacdo de HAdV entre a populacdo infantil de Belém,
demonstrando a sua importéncia como causa de gastroenterite com ou sem hospitalizacdo, tanto antes como apés
a infroducéo da vacina contra RV na rede piblica de sadde no Brasil.
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ABSTRACT

OBJECTIVES: To detect the presence and to define the human adenovirus (HAdV) types from individuals under
3 years old in two research projects on viral gastroenteritis in Belém, Pard State, Brazil: the first, an inpatient and
outpatient surveillance study on rotavirus (RV) pre-vaccination performed by Instituto Evandro Chagas from March
to September 2003; and the second, from the "Rotavirus Case-Control" (post vaccination) study, carried out from
May 2008 to April 2009, with hospitalized children due to acute gastroenteritis. MATERIALS AND METHODS: Faecal
samples were tested from 1,160 children using immunoenzymatic assay and immunochromatography techniques for
screening, polymerase chain reaction and nucleotide sequencing for typing and molecular identification. RESULTS:
HAdV were found in 7.2% (84/1,160) of the samples, and enteric adenoviruses in 5.0% (58/1,160), equivalent to
69.0% (58/84) of the positive cases. Of these, 3.3% (25/760) were from the RV pre-vaccination study and 8.2%
(33/400) from the post-vaccination. The sequencing reaction characterized the F specie as the most prevalent in
the region, equivalent to 70.0% (21/30), with the type 41 in 85.7% (18/21) of the positive cases. CONCLUSION:
These results showed HAdV circulation among the infant population in Belém, demonstrating its importance as
gastroenteritis agent either hospitalized or not, both before and after the RV vaccine introduction on the Brazilian
public health network.
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INTRODUCAO

As gastroenferites sGo causas relevantes de
doenca infantil em todo o mundo e constituem um
grave problema para a satde publica mundial’. Nos
paises em desenvolvimento, as doencas diarreicas
afetam sobretudo os menores de 5 anos de idade
e representam fator importante de mortalidade
infantil?2,

No Brasil, entre os anos de 2000 e 2010, houve
22.933 mortes de menores de 5 anos de idade
devido &s doencas diarreicas (80,3% em menores
de 1 ano) e 1.209.622 internacdes (62,6% entre 1
e 4 anos)*. As microrregides com maiores indices de
mortalidade por doenca diarreica aguda, na faixa
etdria entre os menores de 1 ano de idade, em 2009,
estavam situadas nas Regides Norte e Nordeste, que
apresentaram, respectivamente, cinco e quatro vezes
mais ébitos que a Regido Sul®.

Dentre as principais causas de gastroenterite
aguda estdo os agentes de origem infecciosa que
colonizam a mucosa intestinal e alteram a absorcéo
de d&gua, eletrdlitos e nutrientes, o que resulta em
desidratacdo grave e possivel evolugdo para Obito.
Mais de 20 tipos diferentes de virus sdo reconhecidos
como importantes causadores de doencas diarreicas
no mundo, o que provoca um grande impacto na
populacdo, principalmente em criancas’. Entre esses
virus, destacam-se os rotavirus (RV), os adenovirus
humanos (HAdV), os astrovirus e os norovirus®.

Os HAdV estdo amplamente distribuidos no
mundo e se relacionam a vdrios processos mérbidos,
incluindo doencas respiratérias, conjuntivite, uretrite e
gastroenterite”’.

A circulacgo de HAdV, causando diarreia, ¢ foi
demonstrada com toxas de incidéncia entre 1,2 e
12% em criancas do mundo todo'®. As menores de
2 anos de idade e os pacientes imunocomprometidos
de qualquer faixa etéria sdo os individuos mais
acometidos, podendo levar & morte®'". De acordo com
um estudo conduzido em Manchester, Inglaterra, 61,3%
dos pacientes infectados com HAdV eram menores de
5 anos, 24,2% eram adultos e 5,6% tinham entre 5 e
18 anos de idade'.

Os HAdV sdo virus ndo envelopados que possuem
simetria icosaédrica e diémetro de aproximadamente
90 nm. Seu genoma ¢é constituido por DNA de fita
dupla, linear e ndo segmentado, com 30 a 38 Kb'. O
capsidio é formado por 252 capsémeros. Desses, 240
sGo hexagonais (hexons) e 12 s@o pentagonais, a partir
dos quais se projetam os 12 filamentos (fibra). Os
determinantes antigénicos estdo localizados no hexon
e na fibra. Pertencem & familia Adenoviridae, género
Mastadenovirus e séo classificados em 57 sorofipos,
distribuidos em sete espécies divididas de A a G'.

Vérias estratégias para a diminuicdo do impacto
do RV na satde publica j@ foram adotadas no Brasil.
Entre essas, deve-se destacar o desenvolvimento e
a implantacéo, em larga escala, de uma vacina na
rede publica. Desde marco de 2006, a vacina oral

de rotavirus humano (VORH), Rotarix®, fabricada pela
GlaxoSmithKline  (Bélgica), faz parte do calenddrio
bdsico de imunizacdes para criancas e obteve
resultados satisfatérios contra gastroenterites graves e
hospitalizacdes por tais virus no Brasil'>117:18,

Apés a implementacdo da Rotarix®, diversos
agentes virais, como os HAdV, passaram a adquirir
maior importGncia como agentes causadores de
gastroenterites. Isso porque, a partir do momento
em que as criangas estdo imunizadas contra RV e
continuam adoecendo por gastrenterite, observa-se
uma mudanca no perfil epidemiolégico das infeccées,
a qual pode ter acontecido por diminuigdo dos casos
de rotavirus em nuUmeros absolutos, o que diminui a
proporcdo de infectados e faz com que outros agentes
virais, como os HAdV assumam uma significancia
maior. Por isso, existe a necessidade do estabelecimento
de uma vigiléncia epidemiolégica com a definicao
do agente etiolégico, objetivando o elaboracdo de
medidas que proporcionem melhorarias nas condicées
de saneamento da populacédo.

A literatura apresenta lacunas de tempo na pesquisa
de HAdV, pois sdo poucos os estudos que, além
da deteccdo, t8m como objetivo a caracterizacdo
dos sorotipos detectados, o que ampliaria a visdo
epidemioldgica da doenca'®.

O presente trabalho objetivou identificar a presenca
e definir os tipos de HAdV em amostras fecais de
1.160 criancas de até 3 anos de idade, participantes
de dois projetos de pesquisa em gastroenterites
virais, realizados em Belém, estado do Pard, pré e
pds-intfroducdo da vacina contra RV no Brasil.

MATERIAIS E METODOS
PARTICIPANTES DA PESQUISA

Foram testados 1.160 espécimes clinicos, oriundos
de dois projetos de pesquisa em gastroenterites virais
realizados em Belém, estado do Pard, antes e apés a
infroducdo da vacina contra RV no Brasil.

O grupo pré-vacinacéo envolveu 760 amostras
de criancas, na faixa etdria de 0 a 3 anos de idade,
com diarreia aguda que participaram de um estudo
de vigiléncia hospitalar/ambulatorial, coletadas entre
marco e setembro de 2003, diariomente, em 26
hospitais e 23 unidades de saldde. Todas as criangas se
encontravam com quadro de gastroenterite moderada
a grave. No momento da coleta, foram preenchidas
fichas de identificagcdo contendo informacées clinicas e
epidemioldgicas.

A andlise das amostras do periodo pds-vacinacdo
contra RV partiv do estudo "Rotavirus Caso-Controle",
realizado para avaliar primariomente a efetividade
da vacina contra RV em Belém, com criancas
hospitalizadas, nascidas apds 6 de marco de 2006.
Conduziu-se tal investigacdo no periodo de maio de
2008 a abril de 2009, quando se coletaram cerca de
4.000 espécimes fecais de criancas na faixa etdria de
3 meses a 3 anos, internados em quatro hospitais da
cidade. Para o estudo sobre HAdV, foram selecionadas



400 amostras, utilizando-se como critério o 'sorteio
aleatério" do programa BioEstat v5.0'7.

A presente investigacdo foi aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto
Evandro Chagas, em 17 de outubro de 2011, sob o
n° CAAE: 0013.0.72.000-11, em respeito as normas
nacionais e internacionais que regulamentam ftal
atividade.

METODOS LABORATORIAIS

A deteccGdo de HAdV foi realizada utilizando-se
suspensdes fecais a 10%, testadas pela técnica de
ensaio imunoenzimdtico (EIA), por meio do método
Premier® Adenoclone® (Meridian Bioscience, Obhio,
EUA). Esse método continha orificios sensibilizados com
anticorpos monoclonais especificos, dirigidos contra os
antigenos reativos compartilhados por todos os grupos
de HAdV. Os resultados positivos foram obtidos através
de leitura visual e quantitativamente com a utilizacdo do
espectrofotémetro (filtro A conforme especificagoes
do método?.

450) ’

Todas as amostras positivas obtidas pelo EIA foram
sorotipadas  para adenovirus entérico (EAdV) pelo
método Premier® Adenoclone® — Type 40/41 (Meridian
Bioscience, Ohio, EUA). Essa técnica tem o mesmo
fundamento do EIA global, no entanto consiste em
detectar apenas os antigenos especificos da porcdo de
EAdV 40/41.

A extracdo do DNA viral foi realizada nas amostras
positivas obtidas pelo EIA, utilizando-se o método
QlAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, Valencia,
EUA), que consiste na extracdo e purificacGo do DNA
da amostra, deixando-a livre de impurezas que possam
causar dificuldades & reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Em seguida, esse material foi encaminhado para
tipagem por meio de biologia molecular.

Para a PCR espécie-especifico, utilizaram-se
iniciadores consensuais?’. A reacdo foi realizada em
termociclador automdtico, com desnaturacéo a 94 °C
durante 900 s, seguindo-se 40 ciclos de desnaturacdo
(91 °C por 40 s), anelamento (40 °C por 20 s) e
extensdo (72 °C por 40 s); realizou-se a extensdo final
a 72 °C por 420 s.

Foi utilizado gel de agarose corado com SYBR Safe®
(Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA) e concentracdo
de 1,5% para a andlise do produto de amplificacdo da
PCR, por meio do método de eletroforese horizontal
em tampé&o TBE 1X pH 8,4 (120 V por 35 min). A
visualizagéo dos produtos amplificados foi efetuada em
aparelho de fotodocumentacdo Gel-Doc 1000® (Vilber
Lourmat, Franca), em sistema de captura de imagem
BioCapt®.

Apbs a caracterizacdo dos gendtipos, o DNA
foi purificado a partir do produto da PCR, visando
o sequenciamento de nucleotideos, utilizando-se o
kit QlAquick PCR Purification (QIAGEN, Valencia, CA,

EUA), segundo protocolo descrito pelo fabricante.

A quantificacgGo do DNA para a determinacéo de
sua concentracdo foi realizada com o uso do marcador

de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen,
Séo Paulo, SP Brasil). Apés a eletroforese horizontal,
as bandas de interesse no gel foram comparadas com
o peso molecular, segundo a intensidade da banda, e
a concentracdo do DNA — expressa em nanogramas
(hg) — serviu de parGmetro para a reacdo de
sequenciamento.

Para a reacdo de sequenciamento de nucleotideos,
foram utilizados os iniciadores hexldeg (5-GCC SCA
RTG GKC WTA CAT GCA CAT C-3) e hex2deg (5-CAG
CAC SCC ICG RAT GTC AAA-3)?%; a reacdo foi
conduzida segundo o protocolo descrito pelo fabricante
do kit BigDye Terminator (Applied Biosystems, MA, EUA).
As condicées de termociclagem foram as seguintes: 25
ciclos de 96 °C por 30 s (desnaturacao), 50 °C por 15
s (hibridizacao) e 60 °C por 3 min (extens@o).

O produto da reacéo foi purificado por precipitacéo
com isopropanol e foi centrifugado a 14.000 rpm por
30 min; o sobrenadante foi descartado e o sedimento
foi seco em aparelho Speedvac (Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha) a 60 °C por 15 min. A seguir, os produtos
foram armazenados a -20 °C, protegidos da luz para
posterior eletroforese. As amostras foram ressuspensas
em 10 pl de formamida, transferidas para uma placa
de 96 orificios, desnaturadas a 96 °C por 5 min
em tfermociclador e colocadas em banho de gelo a
0 °C por 3 min. Em seguida, a placa foi colocada no
sequenciador automdtico ABI PRISM 3130xl (Applied
Biosystems, MA, EUA), para a realizacdo da eletroforese
e obtengd@o das sequéncias.

Apés o término da eletroforese, foram obtidas
as sequéncias dos genes, os quais foram alinhados
e editados no programa BioEdit v6.05, obtendo-
se uma sequéncia consenso para cada amostra. Em
seguida, foi realizada uma pesquisa no banco de genes
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) no  programa  BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para comparar as
sequéncias de HAdV. As d&rvores filogenéticas foram
construidas, a partir das sequéncias alinhadas obtidas,
em programa Mega v5.0 (andlise neighbor-joining),
com boodstrap de 2.500 réplicas.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados deste estudo foram organizados em
gréficos nos programas Microsoft Office Excel 2010
e Harvard Graphics 98. As medidas de frequéncia
foram analisadas utilizando-se o programa BioEstat
v5.0, aplicando-se o teste estatistico do qui-quadrado
(¥?), para os resultados de prevaléncia e género
dos participantes; e o teste de particdo, para
andlise de série de dados, tais como as medidas de
sazonalidade e diferencas de faixa etdria. Adotou-se
o nivel de significincia naquelas amostras de grupos
que apresentaram valores de p menores que 5%

(p < 0,05)°.

RESULTADOS

Entre as 1.160 amostras envolvidas nos dois
estudos dos perfodos pré e pés-vacinacéo contra RV,
obteve-se uma positividade de 7,2% (84/1.160) quanto
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& presenca de HAdV e de 5,0% (58/1.160) de EAdV,
correspondendo a 69,0% (58/84) do total de positivas.

Os HAdV foram detectados em 5,8% (44/760) dos
espécimes testados por EIA provenientes do estudo
pré-vacinacéo e em 10,0% (40/400) dos espécimes
provenientes do estudo pds-vacinacdo (p = 0,0120).

Os EAdV estavam presentes em 3,3% (25/760) das
amostras do estudo pré-vacinagéo e em 8,2% (33/400)
dos espécimes do pds-vacinacdo (p 0,0004).
Considerando-se  somente as amostras  positivas
para HAdV, os EAdV estiveram presentes em 56,8%
(25/44) do pré-vacinacéo e em 82,5% (33/40) do
pds-vacinacdo (p = 0,0211).

Na andlise quanto ao género das criancas
afetadas da fase pré-vacinal, observou-se 6,4%
(26/403) de infeccdo por HAJV no género masculino
e 5,0% (18/357) no feminino. Na fase pés-vacinal, a
incidéncia de infeccdo por HAdV no masculino foi de
10,5% (22/209) e no feminino, de 9,4% (18/191).
Essa diferenca de positividade ndo foi estatisticamente
significativa.

Quanto & distribuicdo por faixa etdria da fase
pré-vacinacéo, destacaram-se as frequéncias de 11,5%
(14/122) de positividade para os HAdV entre 18 e 24
meses de idade e de 3,1% (2/64) entre 0 e 6 meses.
Na fase pds-vacinacdo, nenhuma faixa etdria mostrou
diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) de
positividade para HAdVY (Tabela 1).

Na distribuicGo temporal dos HAdV, no estudo
pré-vacinacéo, a prevaléncia de casos positivos foi de
6,7% (29/431) nos meses chuvosos (marco a junho),
contra 4,9% (16/329) nos meses menos chuvosos
(julho a setembro) (p=0,3553). Para o periodo
pds-vacinacdo, a prevaléncia nos meses menos
chuvosos (julho a dezembro) foi de 10,4% (19/183),
contra 9,7% (21/217) nos meses mais chuvosos (maio
a junho/2008 e janeiro a abril/2009) (p = 0,9467)
(Figura 1).

A PCR identificou 24 amostras positivas para a
espécie F (54,6%; 24/44), e uma amostra positiva
tanto para a espécie C quanto para a F (2,3%; 1/44).
Um total de cinco amostras ndo foi tipado por nenhum
dos iniciadores testados (11,4%; 5/44) (Tabela 2).

Tabela 1 - Frequéncia de HAdV, de acordo com a faixa etdria das criancas, em amostras coletadas nos estudos
pré e pds-vacinagdo, em Belém, estado do Pard, Brasil

Faixa etdria Estudo pré-vacinacdo* Estudo pés-vacinacaot

(meses) Frequéncia P Frequéncia p
0-6 3,1% (2/64) 0,0122 6,2% (2/32) 0,7039
6-12 6,7% (15/222) 0,2731 11,9% (12/101) 0,3548
12-18 3,8% (8/210) 0,3145 12,0% (14/117) 0,7050
18-24 11,5% (14/122) 0,0064 8,7% (7/80) 0,5249
Acima de 24 2,3% (3/128) 0,0803 7,1% (5/70) 0,3803
Né&o consta data de nascimento 14,3% (2/14) 0,1695 - -
Total 5,8% (44/760) 0,0122 10% (40/400) 0,7039

Periodo de coleta: *
resultante de arrendondamento.
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Figura 1 — DistribuicGo mensal e anual dos HAdV detectados em 1.160 espécimes fecais provenientes de estudos pré e
pds-vacinacdo contra RV, conduzidos no periodo de marco a setembro de 2003 e de maio de 2008 a abril de

2009 em Belém, estado do Pard, Brasil



Tabela 2 — Resultados  dos  testes  especificos para
tipagem de HAdV, utilizando-se a PCR em
amostras positivas provenientes de estudo
pré-vacinagdo contra RV, conduzido no
periodo de marco a setembro de 2003, em
Belém, estado do Pard, Brasil

Espécie Sorotipo Frequéncia
A 12,18 e 31 4,5% (2/44)
B 3,7,11,14,16,21,34,35e 50 13,6% (6/44)
C 1,2,5e6 9.1% (4/44)
8,9,10,13,15,17,19, 20, 22,
D 333,37, 36, 39, 47, 43, 5% (2/4)
44,45,46,47,48,49 ¢ 51
E 4 2,3% (1/44)
F 40, 41 52,3% (23/44)
FeC 2,3% (1/44)
ﬂF’faz% i 11,4% (5/44)

Um total de 30 amostras positivas para HAdV
foi definido pela técnica de sequenciamento de
nucleotideos. O resultado apontou 70,0% (21/30)
positivas para a espécie F, sendo 85,7% (18/21) do
subtipo 41 e 14,3% (3/21) pertencentes ao subtipo
40. Observou-se um percentual de 30,0% (9/30) das
criancas infectadas com HAdV do tipo néo entérico,
sendo 20,0% (6/30) da espécie A e 10,0% (3/30)
agrupadas com a espécie C. Entre as que foram
positivas para espécie A, trés eram do tipo 31, duas do
tipo 12 e uma amostra do tipo 18. Por sua vez, entre
as agrupadas com a espécie C, duas eram do tipo 2 e
uma do tfipo 1 (Figura 2).
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Figura 2 — Resulfado da genotipagem por espécie e fipo
de HAdV pela técnica de sequenciamento de
nucleotideos, de 30 amostras positivas para
HAdV oriundas de projetos pré e pds-vacinagéo
contra RV, em Belém, estado do Pard, Brasil, nos
perfodos de marco a setembro de 2003 e de
maio de 2008 a abril de 2009, respectivamente

A reacéo de sequenciamento de nucleotideos foi
realizada com a selecdo de seis amostras provenientes
do estudo pré-vacinacdo, para comparacdo de
similaridade com 16 amostras sequenciadas do

pds-vacinacdo, utilizando-se os iniciadores hex1deg
e hex2deg. Os resultados da andlise filogenética
desses espécimes estdo representados na figura 3 e
demonstram o agrupamento das amostras selecionadas
entre as espécies A (tipos 31, 12 e 18), C (tipos 1 e 2)
e F (tipos 40 e 41).

Houve oito amostras (cinco pré e trés
poés-vacinacdo) que foram sequenciadas e ndo
puderam ser agrupadas na drvore filogenética

demonstrada na figura 3. Isso ocorreu porque foram
sequenciadas  utilizando-se  os  iniciadores  hex]
e hex2, os quais amplificam uma regiGo apds o
nucleotideo 321 do gene hexon, aproximadamente do
nucleotideo 356 ao 842. No entanto, também houve a
possibilidade de se diferenciar as espécies e respectivos
tipos de amostras positivas para HAdV. Os resultados
da andlise filogenética dessas oito amostras podem ser
visualizados na figura 4.

As  amostras  caracterizadas  como  tipo 41
apresentaram-se bem coesas em um braco da drvore,
com similaridade de nucleotideo entre elas, variando
de 94,0% a 100,0%, e o valor de confiabilidade do
agrupamento inferido por bootstrap foi de 99,0%. Ao
comparar essas amostras do tipo 41 com amostras
obtidas no Brasil (DQ504433/RJ/97), a similaridade de
nucleotideos foi de 98,0%. Com relacdo as amostras
do tipo 40, quando relacionadas as descritas na Tunisia
(F1905452/2005)?%, a similaridade de nucleotideos
observada foi de 98,6%.

Ao comparar as amostras do presente estudo, nos
periodos pré e pds-vacinacdo contra RV, observadas
nas figuras 3 e 4, constatou-se que a similaridade entre
essas variou de 97,5% o 100,0%, o que demonstra
que, apesar de pertencerem a diferentes espécies de
HAdV e terem sido coletadas em diferentes periodos,
ndo apresentaram grandes divergéncias entre si.

DISCUSSAO

Os HAdJV foram detectados em 7,2% das amostras
testadas, sendo 5,0% destas EAdV; trata-se, portanto,
de parcela relativamente expressiva das amostras
testadas. Vale ressaltar que as amostras deste
estudo eram provenientes de criangas com quadro
de gastroenterite moderada a grave, logo, j& eram
esperados resultados mais elevados para EAdV.

Estudos  anteriores  conduzidos em  Belém,
envolvendo dados obtidos em trabalhos realizados na
comunidade e no hospital, exibiram uma positividade
menor de EAdV de 2,4% e 2,2%, respectivamente?*?5,
Analogamente, em estudos realizados em outras
cidades brasileiras, com amostras de criancas diarreicas
provenientes do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro),
Niteréi (Rio de Janeiro), Londrina (Parand) e Juiz de
Fora (Minas Gerais), obteve-se uma positividade
de 1,55% para EAdV?. lIsso também foi verificado
em amostras de criancas diarreicas provenientes de
duas cidades da Argentina: Cérdoba, com 1,5% de
frequéncia para EAdV?; e Buenos Aires, com 3% de
positividade?®.
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Figura 3 — Andlise filogenética baseada na sequéncia nucleotidica do gene hexon, envolvendo 22 amostras positivas para
HAdV provenientes de projetos pré e pés-vacinacdo contra RV, em Belém, estado do Pard, Brasil, nos periodos de
marco a setembro de 2003 e de maio de 2008 a abril de 2009, respectivamente
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Figura 4 — Andlise filogenética baseada na sequéncia nucleotidica do gene hexon, envolvendo oito amostras positivas para
HAdV provenientes de projetos pré e poés-vacinacdo contra RV, em Belém, estado do Pard, Brasil, nos periodos de
marco a setembro de 2003 e de maio de 2008 a abril de 2009, respectivamente

Um trabalho realizado em Paris, Franca, por dois
anos, mostrou uma positividade de 3,5% para os HAdV
dos tipos 40/41%?, também inferior aos encontrados nas
amostras utilizadas neste estudo. No entanto, os EAdV
foram encontrados em percentuais mais elevados na
cidade de Shenzhen na China (2,65%), no Iran (6,7%)
e em Berlim na Alemanha (14%), infectando criancas
diarreicas hospitalizadas®%?'%2, Qutro estudo, realizado
na Tunfsia, encontrou uma positividade de 6% para
HAdV, com os EAdV correspondendo a 57% (20/35)
das amostras positivas®.

A comparacdo de positividade entre a deteccdo de
HAdV e de EAdV mostrou que os espécimes testados
provenientes do estudo pré-vacinacdo contra RV tiveram
resultados menores que os do pds-vacinacdo, que
foram significativamente mais elevados. Esse resultado
leva a refletir sobre a importancia da implementacéo e
do uso, em larga escala, da vacina contra RV a partir
de 2006, uma vez que todas as criangas participantes
do estudo 'Rotavirus Caso-Controle" haviam sido

imunizadas com a vacina Rotarix®. Nesse caso, pode
ser que a gastroenterite que levou & hospitalizacdo
desses menores fosse causada, de fato, pelos HAdV,
uma vez que apenas um caso de coinfeccdo de EAdV
com RV foi identificado no estudo pds-vacinagao.
No entanto, deve-se considerar também o fato
de que todas as criancas participantes do estudo
pds-vacinacdo  estavam  hospitalizadas,  enquanto
as participantes do pré-vacinago eram pacientes
ambulatoriais e hospitalares. Isso leva a postular que
i@ eram esperados percentuais maiores no segundo
estudo, uma vez que havia uma gravidade maior de
gastroenterite entre as 400 criancas incluidas no estudo
pds-vacinagdo.

Abordando a técnica de PCR, detectou-se maior
prevaléncia de HAdV da espécie F (54,6%). Um
caso de coinfeccdo por F/C foi detectado. Os dados
obtidos no presente estudo s@o semelhantes a outro
realizado nos estados do Rio de Janeiro e da Bahia,
onde os espécimes positivos foram testados por PCR
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e, desses, 65% foram positivos para a espécie F. Vdrios
casos de coinfeccGo foram detectados, entre esses
por F/C3435,

A caracterizacdo  molecular  das  amostras
positivas para HAdV, neste estudo, demonstrou a
maior prevaléncia da espécie F (70,0%), com clara
predomindncia do fipo 41 (85,7%). Esse resultado
estd de acordo com o observado em outros estudos
conduzidos em vdrios paises, os quais demonstram
o predominio do tipo 41 em relacGo ao 403373837,
O tipo 41 esteve presente em 32 de 37 amostras de
HAdV de um estudo conduzido no Vietna*°; além disso,
representfou 94,5% do total de amostras positivas
na Tunisia®. Na Austrélia, a frequéncia do tipo 41
aumentou bastante no periodo de 1981 o 1992,
passando de 25% em 1981 até atingir 100% em
19924, No entanto, um estudo realizado com criancas
alemas demonstrou um perfil similar de circulacdo entre
os dois sorotipos, 40 e 4142, Ao contrério do que foi
observado no presente estudo, os resultados obtidos em
pesquisa efetuada com criancas egipcias demonstraram
os EAdV tipo 40 como mais frequentes?.

Os HAdV da espécie A corresponderam a 20,0%
das amostras sequenciadas, sendo trés do tipo 31,
duas do 12 e uma do 18. Esse resultado estd préximo
ao observado por outro estudo, conduzido em Ghana,
o qual obteve 17,8% das amostras positivas agrupadas
com a espécie A dos HAdAV*. As manifestacoes
clinicas causadas por esses tipos de HAdV ainda néo
estdo muito bem elucidadas; no entanto, a espécie A,
assim como a F, tem sido relacionada & etiologia da
gastroenterite aguda, sobretudo os tipos 31, 12 e 18
obtidos em amostras fecais de criancas*.

Este estudo também encontrou um percentual de
10,0% daos amostras agrupadas com a espécie C,
sendo esse valor menor que o observado em 2008,
em Gana, o qual obteve 15,1% de cepas da espécie
C de HAdV*. Essa espécie estd relacionada & etiologia
de manifestacdes respiratérias e infeccdes latentes
do tecido linfoide. Portanto, pode ter havido excrecéo
de maneira assinfomdtica por meio das fezes dessas
criangas participantes da investigacdo pds-vacinagéo
contra RV no Brasil.

Todos os 1.160 espécimes incluidos no estudo
foram previamente testados quanto & presenca de RV.
Os resultados obtidos apresentaram o percentual de
0,4% de casos de infeccdo mista (HAdV e RV), ou 5,9%
do total de amostras positivas, sendo quatro no estudo
pré-vacinacdo e apenas um caso no pds-vacinacdo
contra RV. Esse dado sugere que essas criangas
provavelmente estavam excretando HAdV de maneira
assinfomdtica, j& que a diarreia pode também ter sido
causada pela infeccdo por RV. Os resultados obtidos
na avaliacdo dos casos de coinfeccdo deste trabalho
foram menores que o esperado, quando comparados
aos observados em outro estudo realizado no estado
de Rondénia, o qual encontrou 10,1% e 1,7% de
amostras  contendo HAdAV e RV, respectivamente®.
Do mesmo modo, foram mais altos os indices de
coinfeccdo encontrados na cidade de Mersi, na costa

da Turquia, em estudo que obteve 7,2% e amostras
positivas tanto para RV quanto para HAdV*.

Em relacdo as diferencas quanto ao género das
criancas participantes deste trabalho, foi observado
que ambos os estudos pré-vacinagéo e pds-vacinacdo
mostraram  uma  positividade maior no  género
masculino. No entanto, essa diferenca entre os dados
obtidos ndo se revelou estatisticamente significativa.
Esse fato estd de acordo com o observado no
estudo realizado na Turquia, o qual também obteve
resultados mais prevalentes de HAdV para criancas
do género masculino, mas o valor ndo chegou a ser
estatisticamente significativo®’.

Os resultados da distribuicdo por idade do estudo
pré-vacinacdo demonstraram que a faixa etdria mais
acometida por HAdV foi a compreendida entre 18 e
24 meses, com 11,5%. Semelhante resultado foi obtido
em um estudo realizado no estado do Maranhéo, o
qual demonstrou que a faixa etdria mais acometida
para HAdV foi a de 12 a 18 meses, com 14,3%".
Qutro estudo, conduzido em Goidnia, estado de
Goids, mostrou que a faixa etdria de maior prevaléncia
para HAdV estava entre 1 e 3 anos, diferentemente
dos RV, em que a maior frequéncia foi na faixa entre
1 e 11 meses de idade*”. No entanto, entre as criancas
participantes do estudo pds-vacinacdo, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa no que concerne
& positividade para HAdV por faixa etdria. Esse dado
corrobora um estudo realizado em Botsuana, o qual
também ndo demonstrou diferenca entre as idades das
criangas com amostras positivas para HAdV®C,

A andlise quanto & distribuicio temporal de
positividade dos HAdV mostrou que, no estudo
pré-vacinacdo, o més de marco apresenfou maior
percentual, com 8,7%. Cabe registrar, contudo, a
limitagdo para se avaliar esse parGmetro, uma vez
que este estudo de vigilancia hospitalar e ambulatorial
aconteceu no periodo de marco a setembro de
2003, ndo abrangendo os 12 meses do ano. No
entanto, a selecdo das 400 amostras provenientes do
estudo "Rotavirus Caso-Controle" ano | abrangeu a
cobertura didria ao longo dos 12 meses, tornando
mais fidedigna a avaliacdo do parGmetro em andlise.
Os resultados dessa varidvel (distribuicdo mensal),
no estudo pods-vacinacdo, foram divergentes em
relacdo aos dados apresentados pelo pré-vacinacéo,
pois mostraram que o periodo de maior prevaléncia
foi o més de junho de 2008, com 21,0% dos casos
positivos. Essa diferenca de positividade observada
ao longo dos meses, em ambos os estudos, ndo foi
estatisticamente significativa.

O estado do Paré nédo apresenta diferenca entre as
quatro estacdes climdticas (verdo, outono, inverno e
primavera), conforme se observa em outras partes do
Brasil. Por conseguinte, a divisGo sazonal nessa drea
segue os critérios relativos aos indices de precipitacéo
pluviométrica, com periodos de mais ou menos chuvas,
além de variacGo da temperatura, com épocas de mais
ou menos calor. Na avaliacdo do perfil sazonal de
distribuicéo de HAdV, observou-se que sua prevaléncia,



na cidade de Belém, nédo sofre alteracées significativas
quanto as varidveis de temperatura e precipitacdo
pluviométrica observados na regiéo.

Os dados apresentados anteriormente estdo de
acordo com os resultados obtidos por outros estudos,
os quais ndo demonstraram sazonalidade para esse
virus, como jd relatado em investigacdes conduzidas
em paises de clima temperado, onde se configurou
um cardter endémico dessa patologia®*23, Também
se observou similaridade dos dados locais com os de
outros estudos realizados no Rio de Janeiro e na Bahia,
onde ndo houve variacdo sazonal significativa®#%.
Resultados obtidos em Botsuana a respeito da
prevaléncia de HAdV em criancas de baixa idade
também ndo demonstraram diferenca estatisticamente
significativa entre a positividade de HAdV ao longo dos
meses do ano®.

CONCLUSAO

Néo houve diferenca estatisticamente significativa
de positividade para HAdV em relacéo as distribuicoes
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