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RESUMO

Os rotavirus (RV) sGo os principais agentes virais causadores de gastroenterite (GE) aguda na inféncia, sendo
responsdveis por milhares de &bitos em criancas com diarreia, em dmbito global, especialmente nos paises em
desenvolvimento. Estudos recentes demonstraram a presenca de antigenos de RV no soro (antigenemia) e nas
fezes de animais e seres humanos, podendo esse achado estar relacionado a manifestacées clinicas extraintestinais
e maior gravidade da doenca. Este estudo foi realizado em uma clinica infantil em Belém, Estado do Parg,
Brasil, com o objetivo de detectar antigenemia causada por RV entre criancas hospitalizadas com GE aguda.
De 566 criancas, foram coletadas 452 amostras pareadas de fezes e soro para andlise por meio do método
imunoenzimadtico (ELISA). A pesquisa de RV nas fezes revelou-se positiva em 24% (109/452) das amostras, sendo
detectada antigenemia em 37,5% (41/109) desses pacientes. A gravidade da doenca foi analisada utilizando-se
o escore universal de Ruuska e Vesikari, ndo sendo observada diferenca estatisticamente significativa entre os
pacientes com e sem antigenemia (p = 0,120); entretanto, observou-se maior nimero de episédios e duracdo dos
vémitos nos pacientes com antigenemia (p = 0,015 e p = 0,002, respectivamente). A antigenemia é frequente
em criangas hospitalizadas com GE aguda causada por RV, em Belém, e estd associada a um maior nimero de
episédios e duracdo dos vémitos. Os resultados permitiram um melhor entendimento acerca da patogenia das
rotaviroses, especialmente em criancas vacinadas. Entretanto, faz-se necessdria uma andlise mais abrangente
envolvendo testes moleculares para complementacdo dos resultados alcancados no que tange aos gendtipos
envolvidos.
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ABSTRACT

Rotaviruses (RV) are the main causative agents of acute gastroenteritis (AGE) during childhood and are responsible
for thousands of deaths due to diarrhea worldwide, especially in developing countries. Recent studies have indicated
the presence of RV antigens in the serum (antigenemia) and feces of animals and humans, which may be related to
extraintestinal clinical manifestations and increased disease severity. This study was conducted in a children's clinic
located in Belém, Pard State, Brazil, and aimed to detect antigenemia caused by RV in children hospitalized for
AGE. The study population was composed of 566 children, from whom 452 paired fecal and serum samples were
collected for RV antigen detection using immunoassays (ELISA). Positive results were found in 24% (109/452) of
fecal samples; antigenemia was detected in 37.5% (41/109) of children. Disease severity was analyzed using Ruuska
and Vesikari's scoring system and no statistically significant difference was observed between patients with or without
antigenemia (p = 0.120); however, a greater number of vomiting episodes and longer duration of vomiting were
observed in patients with antigenemia than those without antigenemia (p = 0.015 and p = 0.002, respectively).
Antigenemia is frequently identified in children hospitalized for AGE caused by RV, and is associated with a greater
number of vomiting episodes and longer duration of vomiting in Belém, Brazil. The results enabled a better
understanding of the pathogenesis of RV infections, especially in vaccinated children. However, a comprehensive
analysis is necessary, including molecular tests for the genotypes involved for completing the achieved results.
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INTRODUCAO

Os rotavirus  (RV) s@o os principais agentes
virais causadores de gastroenterite (GE) aguda com
desidratagdo grave em nivel global. Estima-se que,
em 2008, ocorreram 453.000 obitos entre criancas
menores de 5 anos de idade devido & diarreia causada
por esse agente em todo o mundo'.

O mecanismo de transmissdo mais frequente é
pela via fecal/oral, diretamente de pessoa & pessoaq,
ou indiretamente através de fémites. Os sintomas
associados & infecco por RV sdo principalmente
diarreia e vémitos, resultantes da acdo do virus nos
enterécitos maduros do  dpice das vilosidades do
intestino delgado, o que ocasiona a lise das células
responsdveis pelo mecanismo de absorcdo e secrecdo
intestinal, desencadeando-se o processo diarreico?.

Desde 6 de marco de 2006, a vacina de origem
humana monovalente, designada  comercialmente
Rotarix®  (GlaxoSmithKline  Biologicals), ¢é utilizada
no Programa Nacional de Imunizacées do Brasil sob
a denominacdo de vacina oral de rotavirus humano
(VORH), sendo administrada a lactentes em duas doses,
por via oral, aos 2 e aos 4 meses de idade®.

Em Belém, Estado do Pard, ao se compararem
as hospitalizacdes por GE de qualquer etiologia
entre criancas menores de 5 anos de idade, antes
(1998-2005) e apdés (2007) a introducdo da vacina
no sistema publico de satde, observou-se reducdo de
31,3%; particularmente naquelas criancas menores de
1 ano de idade, a reducdo foi de 48,2%. No Brasil,
Costa et al® observaram reducdo sustentavel nos ébitos
relacionados & GE por RV na faixa etéria inferior a 1
ano e entre 1 e 5 anos de idade, depois da introducéo
da vacina contra RV em larga escala, fornecendo
evidéncia adicional do beneficio direto e indireto da
vacinacdo.

Embora ainda prevaleca o conceito de que as
rotaviroses constituem doencas puramente entéricas,
diversos estudos demonstram a ocorréncia de
antigenemia/viremia nas infeccdes em animais e seres
humanos, podendo ser responsdveis por manifestacdes
clinicas  extraintestinais, como  ofites,  quadros
respiratérios, hepatite transitéria, intussuscepcdo e
enterite necrotizante®7 891011,

O objetivo deste estudo foi avaliar a intensidade
dos sintomas de GE aguda causada por RV associada
& possivel antigenemia entre criancas hospitalizadas em
uma clinica infantil em Belém.

MATERIAIS E METODOS

No periodo de 2012 a 2015, foram incluidos neste
estudo pacientes nascidos apés 6 de marco de 2006
(data da introducé@o da vacina contra RV no calendério
oficial de imunizacées do Brasil) e com pelo menos 12
semanas de idade, hospitalizados devido & GE aguda
em um hospital infantil de Belém.

Apds assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido — aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do Instituto Evandro

Chagas (IEC), sob protocolo n® 0039/2011 — amostras
de fezes e sangue foram obtidas at¢é 48 h apéds a
hospitalizacao.

Considerou-se como um caso de GE a ocorréncia
de diarreia (passagem de trés ou mais evacuacdes de
consisténcia mais amolecida que o normal dentro de
24 h). Foram excluidos da pesquisa pacientes com
sinftomas de diarreia crénica (mais de 14 dias de
doenca) e diarreia nosocomial, bem como aqueles que
ndo coletassem amostras pareadas de fezes e soro ou
cuja coleta desses espécimes ultrapassasse 48 h de
hospitalizacao.

As  andlises  laboratoriais  foram  realizadas
na Secdo de Virologia do [EC, adotando-se o
método imunoenzimdtico (ELISA), com base no kit
RIDASCREEN® (R-Biopharm AG, Darmstadt, Alemanha),
para a pesquisa do antigeno de RV nas fezes e no soro,
com a utilizacgdo de anticorpos monoclonais para o
produto do sexto genoma viral, qual seja, a proteina
VP4, seguindo-se as recomendacdes do fabricante,
incluindo-se determinacdo das densidades 6ticas (DOs)
com espectrofotémetro utilizando filtro de 450 nm.

Com relacGo as DOs das amostras do soro,
observou-se o preconizado por Ray et al®, Blutt et al®,
Chitambar et al® e Patel et al'’, adotando cerca de
20 amostras de fezes e de sangue (soro/plasma) com
resultado negativo para RV a fim de estabelecer a
validacéo local do método. Foram definidas como
positivas as amostras de sangue cujas DOs mostrassem
2-3 desvios-padréo acima da média da DO obtida nas
amostras negativas de sangue.

A pesquisa de antigenos de RV foi realizada nas
fezes e no soro dos pacientes. Foram obtidos dados
demogrdficos, sinfomas da doenca e dados vacinais
por meio de enfrevista com os pais e/ou consulta ao
prontudrio médico local.

Os dados coletados foram comparados entre os
grupos com e sem antigenemia. A andlise dos dados
clinicos foi realizada adotando-se o escore universal de
Ruuska e Vesikari'?, sendo a intensidade classificada em
moderada, grave e muito grave, ao serem atingidas as
pontuagdes 1-10, = 11 e = 15, respectivamente.

Para a realizaco das andlises estatisticas, foi
utilizado o programa BioEstat v5.0. A avaliagéo das
proporcdes, envolvendo os parémetros citados e
a presenca de antigeno viral nas fezes e/ou soro,
compreendeu  andlise  "bivariada",  aplicando-se
os testes do Qui-quadrado (x?), com intervalo de

confianca correspondendo  a  95%. O nivel de
significdncia adotado foi expresso por p < 0,05
(0 = 5%).
RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 566 pacientes

hospitalizados com GE em um hospital infantil de
Belém, dos quais foram coletadas 452 amostras
pareadas de fezes e soro. A pesquisa de RV nas fezes
(ELISA) revelou-se positiva em 24% (109/452) das
amostras testadas (Figura 1).



566 pacientes elegiveis
incluidos

452 amostras pareadas
de fezes e soro coletadas

109 RV ELISA positivo

nas amostras de fezes

109 amostras
correspondentes de
soro testadas por ELISA

41 RV 68 RV
ELISA ELISA
positivo negativo
no soro no soro

343 RV ELISA negativo
nas amostras de fezes

Figura 1 — Fluxograma a partir da entrada de pacientes e amostras biolégicas coletadas

A maioria (58%) das criancas cuja amostra de
fezes foi positiva para a pesquisa de RV apresentava
idade inferior a 2 anos (63/109). O estado vacinal
quanto & imunizacdo contra RV estava disponivel
em 96 pacientes; desses, 84% (81/96) haviam
recebido pelo menos uma dose da vacina e 70%
receberam o esquema de vacinacdo completo (duas
doses).

A antigenemia foi detectada em 37,5% (41/109)

dos pacientes cujas amostras de fezes foram
positivas para RV. A intensidade dos sintomas
apresentados pelos pacientes, de acordo com
o escore de Ruuska e Vesikari'?, foi classificada

como muito grave em 70% dos que apresentaram
antigenemia e em 55% daqueles sem antigenos de RV
circulantes no soro; entretanto, ndo houve diferenca
estatisticamente  significativa entre ambos os grupos
(Tabela 1).

Ao se analisarem os sinftomas de GE isoladamente,
observou-se  diferenca quanto ao nimero de
episédios e duracdo dos vémitos, maiores nos
pacientes com antigenemia (p = 0,015 e p = 0,002,
respectivamente)  comparativamente  dqueles  sem

antigenemia e com positividade para RV nas fezes.
Néo foi observada diferenca entre os grupos quanto
ao numero de episédios e duragcdo da diarreia

(Tabela 1).

Em ambos os grupos analisados, 70% dos pacientes
apresentaram febre (= 37,5° C), porém ndo foi
detectada relag@o entre antigenemia e a presenca de
febre.

A duracdo média da hospitalizagéo foi de cinco
dias, tanto no grupo com antigenemia quanto naquele
sem antigenemia, e a maioria dos pacientes apresentou
contagem de leucdcitos/mm? até 10.000 em ambos os
grupos (70% e 80%, respectivamente).

Registrou-se que 80% dos participantes da pesquisa
ndo haviam sido hospitalizados anteriormente devido a
GE, sendo o episédio atual o primeiro de intensidade
grave. O tempo de doenca decorrido, entre o inicio
dos sinftomas da GE e a coleta de soro, foi em média
de 3,4 dias nos pacientes com antigenemia e 2,95
dias naqueles sem antigenemia, ndo havendo diferenca
significativa entre os grupos.
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Tabela 1 — Andlise dos parédmetros clinicos e laboratoriais nos grupos com e sem antigenemia causada por rotavirus

em Belém, Pard, no periodo de 2012 a 2015

Antigenos de RV no soro (ELISA)

Parametros clinicos e laboratoriais Positivos Negativos Valor de p*
N % N %

Leucécitos/mm?
< 10.000 12 70,7 13 81,0 0,221
> 10.000 29 29,3 55 19,0

Escore Ruuska e Vesikarit*
> 11 (grave) 12 30,0 29 45,3 0,120
= 15 (muito grave) 28 70,0 35 54,7

Temperatura axilar (°C)
< 37,5 30 73,0 48 70,0 0,772
> 37,5 11 27,0 20 30,0

NUmero de episddios de vomitos/24 hé
<3 7 17,5 25 40,3 0,015
>3 33 82,5 37 59,7

Duracéo dos vémitos (dias)®
<3 21 52,5 50 80,6 0,002
>3 19 47,5 12 19,4

Numero de episédios de diarreia/24 h
<3 22 53,6 37 54,4 0,939
>3 19 46,4 31 45,6

Duracéo da diarreia (dias)!!
<3 30 75,0 47 69,0 0,514
>3 10 25,0 21 31,0

* Andlise de varidncia, teste Qui-quadrado (¥?);  Escore 20 pontos Ruuska e Vesikari'?, 1990; *Néo disponivel para cinco pacientes; ¢ Néo disponivel

para sete pacientes; !l Ndo disponivel para um paciente.

DISCUSSAO

No atual contexto, duas vacinas orais contra
RV, Rotarix® e RotaTeq®, s@o comercializadas em
diversos paises do mundo e, dada a possibilidade
de que a anfigenemia esteja relacionada & maior
gravidade clinica da doenca diarreica e a presenca
de manifestacbes extraintestinais, faz-se necessdrio
compreender melhor o achado de antfigenemia em
populagdes vacinadas.

Desde 2006, a vacina oral contra RV humano
(VORH) estd disponivel no calenddrio bdsico de
imunizacdo do Brasil, alcancando 83% de cobertura
vacinal na Regido Norte (2015)'. No presente estudo,
84% das criancas receberam pelo menos uma dose
da vacina contra RV, 70% receberam duas doses, e
ndo se observou diferenca estatisticamente significativa
quanto ao estado vacinal entre criancas com e sem
antigenemia.

Embora a maioria dos estudos®78911.141516,17,18,19

demonstrasse indices de antigenemia mais elevados
(entre 50% e 90% dos casos) no soro de criangas com
GE aguda, neste estudo a deteccdo de antigenos de RY
no soro ocorreu em 37,5% dos pacientes que também
o apresentavam nas fezes, corroborando a hipdstese
da disseminagdo dos RV para a corrente sanguinea em
criangas com diarreia aguda.

Sabendo-se que a infeccdo primdria causada
por RV costuma ser mais grave e que sucessivas
infeccées promovem imunidade protetora, conferindo

cardter mais brando as infecgdes subsequentes®,
seria razodvel postular que o grande proporcéo de
criancas vacinadas incluidas nesta andlise possa ter
influenciado na frequéncia com que a antigenemia foi
detectada.

A vacinacdo realizada em fases iniciais da vida
(2 a 4 meses de idade) seria responsdvel pela
exposicdo prévia e precoce aos RY, o que poderia ser
um fator protetor contra a antigenemia no presente
estudo, uma vez que a maioria das criancas avaliadas
ndo possuia histérico de GE anterior. Tal hipétese
¢ sustentada por achados que demonstraram uma
correlagdo negativa entre antigenemia e fitulos de
anticorpos especificos de fase aguda contra RV no
sangued!42!,

Entre outros possiveis determinantes de protecéo,
acredita-se que os anficorpos presentes no soro,
de origem materna ou produzidos a partir de uma
exposicdo anferior, atuariom eventualmente tolhendo
uma disseminacdo hematogénica viral e limitando a
infeccdo ao infestino®. Questiona-se, entretanto, se a
ligacdo de anticorpos a antigenos dos RV no sangue
seria realmente capaz de prevenir a antigenemia ou
apenas influenciaria na habilidade para se detectar o
antigeno por ELISAS.

Estudos publicados®'®"? relataram maior ocorréncia
de antigenemia entre criancas menores de 2 anos de
idade, corroborando os achados desta pesquisa, cuja
maior frequéncia de antigenemia foi proporcionalmente
maior entre os lactentes.



Estudos adicionais em populacdes vacinadas
sGo necessdrios e falvez possibilitem uma melhor
compreenséo do papel exercido por anticorpos séricos
frente & antigenemia causada por RV.

Os resultados obtidos neste estudo nédo detectaram
associacdo entre antigenemia causada por RV e a
gravidade clinica de acordo com o escore de Ruuska e
Vesikari'?; entretanto, outros estudos'®'? correlacionaram
a antigenemia & doenca mais grave ao observarem
escores de gravidade'? significativamente mais elevados
entre criancas com antigenos de RV no sangue, porém
ndo vacinadas contra esse agente viral.

Por ocasido deste estudo, ndo se demonstrou
qualquer associacdo  estatisticamente  significativa
entre antigenemia e a maior ocorréncia de febre,
havendo compatibilidade com os resultados de outros
estudos'>?2, Entretanto, a significativa associagéo entre
a antigenemia e o maior ndmero de episdédios e a
duracéo dos vémitos, por si s6, indica maior gravidade
clinica, visto que a presenca de vémitos repetidos
dificulta a terapia de reidratacdo oral e a alimentacéo
continuada e encontra-se relacionada &  maior
ocorréncia de distirbios eletroliticos (particularmente
a hipernatremia), levando & maior necessidade de
reidratacdo  endovenosa, tratamento intensivo e
hospitalizacdo prolongada?324252¢,

No tocante & contagem de leucécitos, os resultados
indicam que a antigenemia n&o se correlaciona com
eventual incremento da leucocitose (> 10.000/mm3),
fato também observado por Yu et al??.

Nenhuma manifestacdo extraintestinal foi observada,
apesar de todas as criancas incluidas apresentarem
GE classificada como grave ou muito grave, sugerindo
que o possivel comprometimento de outros 6érgdos
e sistemas ndo estaria acentuado na presenca de
antigenemia associada & infeccdo causada por RV?1622,

A propésito, nesta andlise ndo houve diferenca
significativa em relacdo ao tempo de hospitalizacéo,
quando comparadas criancas com e sem antigenemia,
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