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RESUMO

Estima-se que nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento ocorram 23 milhdes de
atendimentos ambulatoriais e 2,3 milhdes de internacdes por ano e que o rotavirus do grupo A
(RVA) cause Obito em mais de 197.000 criangas a cada ano. Esse virus acomete,
principalmente, criancas menores de 5 anos de idade, particularmente nos paises em
desenvolvimento. Os RV sdo classificados no género Rotavirus, familia Reoviridae, sendo
constituidos por 11 segmentos de acido ribonucleico de fita dupla (dsSRNA) os quais se
encontram inseridos no core viral. Os RV sdo classificados em nove grupos ou espécies
designados de A a I. O objetivo do presente estudo foi o de detectar os RV em criangas
diarreicas e ndo diarreicas de 0 a 5 anos no municipio de Macapa, Amapa.O estudo envolveu
161 amostras fecais colhidas de criangas com até cinco anos de idade no periodo de janeiro de
2014 a agosto de 2015 com ou sem diarreia atendidos em niveis ambulatorial e hospitalar no
municipio de Macapa, Amapa. O RVA foi identificado pelo Ensaio Imunoenzimatico (EIE)
seguido pela Reacdo em Cadeia da Polimerase precedida de transcricdo Reversa (RT-PCR) e
Nested PCR para amplificar os genes VP7 (tipos G) e VP4 (tipos P). A positividade
encontrada para RVA foi de 18,6% (30/161), sendo encontrado somente o perfil eletroforético
longo nas amostras estudadas (60%). Houve predominéncia do gendtipo emergente G12P[8]
circulando em criancas de Macap4, estado do Amapa. Das criangas diarreicas, 43,3% (13/30)
associaram febre e vémito ao quadro clinico viral. Com relacdo ao quadro vacinal, houve
associacdo significante entre a infeccdo por RVA e o0 nimero de doses da Vacina Oral de
Rotavirus Humano (VORH) recebidas (p < 0,05), pois entre as criancas que tiveram infec¢do
70% (21/30) ndo completaram o esquema vacinal. Os resultados obtidos neste estudo refletem
a importancia da gastrenterite aguda por RV no estado do Amapa, onde, o gendtipo circulante
no periodo estudado foi o tipo emergente G12P[8], circulante na Europa, América e em
algumas regides do Brasil. Desta forma, h4 a necessidade de estudos adicionais na regiéo,
para contribuir com a rede de vigilancia em saude, visando a ado¢do de medidas educativas e

de controle.

Palavras - chave: Diarreia, Rotavirus, Amapa,



ABSTRACT

It is estimated that in developed and developing countries there are 23 million outpatient visits
and 2.3 million hospital admissions per year and that the group A rotavirus (RVA) causes
death in more than 197,000 children each year, affecting mainly children 5 years of age,
particularly in developing countries. RV are classified in the genus Rotavirus, Reoviridae
family being composed of 11 segments of double-stranded ribonucleic acid (dsRNA) which
are inserted into the viral core. RV are classified into nine groups or species designated A
through 1. The objective of this study was to detect the RV in diarrheal and non-diarrheal
children 0-5 years in the city of Macapa, Amapa. The study involved 161 fecal samples from
children up to five years from January 2014 to August 2015 with or without diarrhea treated
at outpatient and inpatient levels in the city of Macapa, Amapa. The RVA was identified by
enzyme immunoassay (EIA) followed by reaction Polymerase Chain preceded by reverse
transcription (RT-PCR) and Nested PCR to amplify the VP7 genes (types G) and VP4 (P
type). The positivity found for RVA was 18.6% (30/161), only being found throughout the
electrophoretic profile in the studied samples (60%). There was a predominance of emerging
genotype G12P [8] circulating in children Macapa, State of Amapa. Of diarrheal children,
43.3% (13/30) were associated with fever and vomiting to viral clinical picture. Regarding the
vaccine frame, there was a significant association between infection RVA and the number of
incoming VORH of doses (p <0.05), as among children who had infection 70% (21/30) did
not complete the vaccination schedule. The results of this study reflect the importance of
acute gastroenteritis caused by RV in the state of Amapa, with the circulating genotype in the
studied period was the emerging type G12P [8], circulating in Europe, America and some
parts of Brazil thus confirming the need additional studies in the region, thus contributing to

the health surveillance network aimed at the adoption of educational and control measures.

Keywords: diarrhea, Rotavirus, Amapa
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1 INTRODUCAO

A doenca diarreica aguda (DDA) é um problema de satde publica, sendo uma das
principais causas de morbimortalidade infantil, principalmente nos paises em
desenvolvimento. Estima-se que, em 2010, ocorreu 1,7 bilhdo de casos de diarreia em
criancas, sendo que 36 milhdes evoluiram para casos graves e em 2011, cerca de 700.000
casos de diarreia evoluiram para 6ébito, embora se registre intervengdes altamente eficazes
para o tratamento da diarreia (WALKER et al., 2013). Entre criangas menores de cinco anos,
estima-se que a cada dia ocorram 1.205 6bitos por RV o que corresponde a 37% das mortes
ocasionadas por diarreia e 5% de todos os Obitos (MBUH et al., 2013; PATTON, 2012;
TATE etal., 2012).

Entre os principais agentes etioldgicos causadores das doencas diarreicas destacam-se
as bactérias, toxinas, parasitas e 0s virus entéricos como os rotavirus (RV), os quais acometem
principalmente criancas menores de cinco anos, além de outros virus como: norovirus (NoVs
), sapovirus (SaVs), adenovirus entéricos (EAdVS) sorotipos 40 e 41, astrovirus (AstVs),
parechovirus humanos (HPeVs), aichivirus (AiVs), picobirnavirus, bem como menos
frequententemente os torovirus (TOVS) e os coronavirus (CoVs ). O rotavirus é o principal
agente causador de diarreia severa em criancas (ENSERINK et al., 2015; SHOJA et al., 2014;
YU etal., 2015).

A manifestacdo predominante da gastrenterite € caracterizada pelo aumento do nimero
de evacuacOes, com fezes aquosas ou de pouca consisténcia, podendo ser acompanhada de
nausea, vomito, febre e dor abdominal. Em geral, a doenca é autolimitada e tem duracdo de 2
a 14 dias variando desde as formas leves até as graves. Sdo observadas ainda desidratacdo e
disturbios hidroeletroliticos, principalmente quando associadas a desnutricdo (BRASIL,
2005).

O Brasil, embora tenha alcancado importantes avancos no que diz respeito a
prevencéo e controle das doencas infecciosas, a DDA, ainda continua como um dos principais
problemas de salde publica e representando um grande desafio as autoridades sanitéarias.
Nesse contexto, embora o registro de numero de oObitos por DDA esteja declinando
progressivamente em todas as regides brasileiras, os indices ainda permanecem elevados nas
regides Norte e Nordeste do pais (ARAUJO et al.,, 2010; RIPSA, 2008) e o nimero de
hospitalizagdes de criangas com menos de cinco anos por diarreia, caiu de 230 mil (média dos
anos 2002-2005) para 187 mil (média dos anos de 2007-2009) casos anuais (DO CARMO et
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al., 2011), assim como o nimero de casos notificados de 6bitos infantis associados a diarreia,
que diminuiu de 12.317 em 1990, para 2.490 em 2005 e 756 em 2011 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2012). Mesmo assim, a diarreia aguda ainda representa uma importante causa de
morbidade e mortalidade infantil.

As infegBes causadas por RVA tém sido associadas a 3,5 milhdes de episddios de
DDA, 650 mil visitas ambulatoriais, 92 mil internacbes e 850 mortes anualmente, entre
criancas menores de cinco anos. Estudos envolvendo os niveis secundarios e terciarios de
atencdo a saude conduzida com individuos da mesma faixa etaria registraram prevaléncias de
diarreia causada por RVA que variaram de 20,7% a 30,9% (BERNSTEIN, 2009; SARTORI
et al., 2008).

Estima-se que nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento ocorram 23 milhdes de
atendimentos ambulatoriais e 2,3 milhdes de internacBGes por ano e que 0s rotavirus do grupo
A (RVA) causem 6bito em mais de 197.000 criancas a cada ano, acometendo principalmente
criangas menores de 5 anos de idade, particularmente nos paises em desenvolvimento, sendo
que mais de 80% dessas mortes sdo registradas na Africa Subsaariana e no Sudeste Asiatico.
Na India ocorrem ainda 100.000 6bitos por ano em decorréncia de infecgdes causadas por RV
(LANATA et al., 2013; PARASHAR et al., 2009; PATTON, 2012; TATE et al., 2012,
WHO, 2013).

De acordo com os indicadores de mortalidade do Brasil, no ano de 2011 ocorreram
3.449 oObitos relacionados a diarreia e a gastrenterite de origem infecciosa presumivel
(BRASIL, 2013). No Para, o indice de infeccdo chegou a 40% de positividade para RVA
(LINHARES; ARAUJO; JUSTINO, 2013). Portanto, os RV continuam sendo considerados
uma importante causa de internacdo hospitalar.

Segundo Patton (2012), quase todas as criancas com até cinco anos de idade serdo
infectadas por RV, pelo menos uma vez, independentemente da condi¢do socioeconémica e
do pais de origem. A morbidade causada por RV em criancas é semelhante em ambos os
paises, desenvolvidos e em desenvolvimento. No entanto, a mortalidade de criancas dos
paises em desenvolvimento é maior, possivelmente devido a fatores incluindo o abandono
precoce do aleitamento materno, baixo nivel educacional e mas condices higiénico-
sanitarias. Associado a isso, 0 crescimento populacional que, na maioria das vezes ndo &
acompanhado da melhoria das condi¢bes de vida da populagdo, contribui substancialmente

para o agravamento deste problema conforme demonstrado na figura 1.
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Figura 1 — Paises que registram mortalidade por RV em criancas menores de cinco anos de idade.

3 <10 mortes om-100009
3 10-30 mortes =m-100009
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Adaptada de Tate et al.,(2012).

Tém-se registros de que nos paises em desenvolvimento houve melhora das condi¢des
sanitarias, de higiene e de acesso ao abastecimento de agua potavel e que tais fatores possam
contribuir efetivamente para determinar a prevencédo e controle das DDA, embora isso ainda
ndo seja suficiente para evitar a gastrenterite causada por RVA. Desta forma, o
desenvolvimento de vacinas, a serem utilizadas em larga escala, se constitui na principal
estratégia para a prevencdo da doenca grave causada por rotavirus, uma vez que a vacina
oferece protecdo contra a reinfeccdo oferecendo significativo resultado sobre o impacto da

doenca, principalmente nos paises mais pobres (YEN et al., 2011).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORICO

A procura por agentes etiologicos que causavam diarreia grave em criangas despertou
o0 interesse de pesquisadores a investigar bactérias, virus ou parasitas. No entanto, apesar de
significativas descobertas, até meados da década de 60, ndo havia sido detectado um agente
responsavel pela ocorréncia da maioria dos casos graves de gastrenterite (ESTES;
KAPIKIAN, 2001).

A importancia dos agentes virais comegou a ser elucidada no inicio da década de 70
com a descoberta do virus Norwalk, em 1972 e posteriormente do RV, em 1973,
comprovando-se dessa maneira, a participacdo desses patdgenos na maioria dos casos
diarreicos de origem nao bacteriana (BISHOP et al., 1973).

A partir da década de 70 quando Bishop et al.(1973), analisaram por microscopia
eletrénica (ME) cortes histologicos da mucosa duodenal de nove criangas foi evidenciada a
presenca de uma particula de 70 nm de diametro, a qual acreditou-se ser uma importante
causa de gastrenterite esporadica em criancas em Melbourne, Australia. Tal agente foi
denominado de Orbivirus-like. No ano seguinte, dois estudos independentes, foram
realizados, um no Reino Unido por Flewett et al.(1974) e outro na Austrélia realizado por
Bishop et al.(1974), que detectaram por ME, particulas virais com caracteristicas semelhantes
aos RV em amostras fecais de criancas com gastrenterite aguda. Esta particula de 70nm
descrita em casos de gastrenterite aguda (GA) foi recebendo diferentes denominagdes, como
Reovirus-like (WYATT et al., 1974), Duovirus (DAVIDSON et al., 1975), e finalmente
Rotavirus (FLEWETT et al., 1974). O nome RV foi oficializado em 1979 pelo Comité
Internacional de Taxonomia Viral, denominag&o esta devido a sua semelhanca morfoldgica a
uma roda quando observado em ME, conforme demonstrado na figura 2 (MATTHEWS,
1979).
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Figura 2 - Particulas de rotavirus humano semelhante ao formato de “roda” quando visualizadas por ME

Fonte: Adaptada de Kapikian, Hoshino, Chanock (2001)

No Brasil, os RV foram detectados pela primeira vez em 1976 na cidade de Belém,
Pard, em amostras de fezes de criancas com quadro de diarreia aguda diagnosticadas por
Linhares et al. (1977) que visualizaram por ME e Ensaio imunoenzimatico (EIE) o RVA. A
partir do achado de Linhares e colaboradores, diversos pesquisadores descreveram a
ocorréncia de RV como causador de GA e inimeros estudos epidemiolédgicos foram
realizados no pais, integrando um espectro que abrange desde os primeiros achados por ME
até a caracterizacdo molecular das estirpes virais circulantes (ANDREASI et al., 2007,
ARAUJO et al., 2001; BALDACCI et al., 1979; LINHARES et al., 2011; LUZ et al., 2005;
MASCARENHAS et al., 1997; PEREIRA et al., 1983; SANTOS et al., 2003; STEWIEN et
al., 1991).

Nesse contexto, os RV tém sido considerados como importantes agentes etiol6gicos na
génese da gastrenterite aguda, alcancando percentuais que variaram de 30% a 50% das
diarreias graves tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento (ESTES;
KAPIKIAN, 2007).
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2.2 O ROTAVIRUS

2.2.1 Classificagéo taxonémica

Segundo o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), os RV sao
classificados no género Rotavirus, familia Reoviridae e subfamilia Sedoreovirinae
(DESSELBERGER, 2014).

2.2.2 Organizacdo gendmica

Os RV estdo organizados dentro de um genoma formado por 18.500 pares de base (pb)
(DESSELBERGER, 2014) sendo constituidos por 11 segmentos de acido ribonucleico de fita
dupla (dsRNA) os quais se encontram inseridos no core viral. Apresentam pesos moleculares
que variam de 0,6 a 3,3 pares de kilobase (Kbp), caracteristica esta que permite a separagdo
dos segmentos de RNA por técnicas de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (EGPA)
(MUNFORD; CARUSO; RACZ, 2008). Os 11 segmentos de RNA codificam para seis
proteinas estruturais denominadas com a sigla VP (viral protein) que sdo designadas por um
namero arabico correspondente ao segmento gendmico codificante que lhes originou (VP1,
VP2, VP3, VP4, VVP6 e VP7) e seis proteinas ndo-estruturais, denominadas NSP (non-
structural protein) designadas de NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6 (ESTES;
KAPIKIAN, 2007; GUNN et al.,, 2012). Cada segmento do gene € monocistrénico com
excecdo do segmento 11, que é policistrénico e codificam para dois polipeptidios (NSP5 e
NSP6) conforme esquematizado na figura 3 (ESTES; GREENBERG, 2013; GUNN et al.,
2012).
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Figura 3 — Reconstrugdo tridimensional da particula de rotavirus e esquema estrutural do material gendmico.
Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) demonstrando a migracdo dos 11 segmentos de RNAdf
(visualizados também na particula central em vermelho) que codificam seis proteinas estruturais (VP1-VP4,
VP6-VP7) e seis ndo estruturais (NSP1-NSP6) de RV.
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VP6
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Fonte: Adaptada de Parashar et al., (2006).

Os segmentos gendmicos dos RV apresentam fita de polaridade positiva e possuem na
sua extremidade uma sequéncia 5’-guanidina seguida de uma sequéncia conservada que faz
parte da regido 5’ ndo-codificante. Cada gene possui uma fase de leitura aberta (ORF) que é
importante para codificacdo da proteina, seguido por um cdédon de finalizacdo além de outra
regido ndo codificadora, que fica na extremidade 3’, a qual ¢ finalizada pela sequéncia 3’-
citidina terminal como mostra a Figura 4 (ESTES; KAPIKIAN, 2007). Todos os onze
segmentos de RNA apresentam sequéncias de nucleotideos terminal 5°- GGC...ACC-3’

extremamente conservadas (DESSELBERGER, 2014).
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Figura 4 - Representagdo da estrutura dos genes dos RV.
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Fonte: Adaptado de Estes e Kapikian, (2001).

2.2.2 Morfologia e estrutura dos RV

A particula viral dos RV tem simetria icosaédrica medindo cerca de 100 nandmetros
(nm) de didmetro, desprovido de envelope lipoprotéico e dotado de nucleo capsideo sendo
composto por trés camadas concéntricas de proteinas (COSTA et al.,, 2012; ESTES;
KAPIKIAN, 2007). Nos 12 eixos de simetria icosaédrica existem canais que atravessam as
trés camadas proteicas. Estes canais permitem a importacdo de metabdlitos necessarios para a
transcricdo do genoma viral e a exportacdo dos transcritos de &cido ribonucleico (RNA) viral
(HARRISON, 2007).

2.2.3 Classificagéo

Os RV sdo classificados em nove grupos ou espécies designados de A a I, com base
nas propriedades antigénicas e, mais recente, na sequéncia de aminoacidos da proteina VP6
do capsideo intermediario (TROJNAR et al., 2013). Atualmente, o grupo | foi registrado
durante um estudo realizado com fezes de cdes da Hungria (MIHALOV-KOVACS et al.,
2015).

Os RVA sdo os mais importantes epidemiologicamente, sendo responsaveis pelo
maior numero de episddios diarreicos e representando o alvo dos programas vacinais ora

vigentes. Representam os principais agentes etioldgicos causadores de DDA infantil em todo
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0 mundo sendo responsaveis por aproximadamente um quarto dos ébitos associados a diarreia
entre criangas abaixo de 5 anos de idade, com énfase para os paises em desenvolvimento
(PARASHAR et al., 2006). Sao virus cosmopolitas e também infectam animais de varias
espeécies incluindo mamiferos e aves (CHANDLER-BOSTOCK et al., 2015; LUCCHELLI et
al., 1992).

Os RV dos grupos B, C e H também ja foram identificados causando doenga diarreica
em seres humanos, engquanto os demais foram identificados apenas em animais (ATTOUI; J
BECNEL, 2012; ESTES; KAPIKIAN, 2007; TROJNAR et al., 2010).

Dentro do grupo A, sdo definidos subgrupos (SG) e sorotipos/genttipos. Os SG sao
designados de SGI, SGII, SGI+1I e SG ndo-1/ndo-11. Com base na caracterizagdo molecular da
proteina VP6, os mesmos podem ser distinguidos em dois genogrupos: Genogrupo |
correspondendo ao SGI e Genogrupo IlI, os quais reunem os demais SG (ITURRIZA-
GOMARA et al., 2002).

Com base na combinacdo binaria envolvendo os gendétipos G e P, 0s que apresentam
maior relevancia epidemioldgica global pertencem ao grupo A e incluem os tipos: G1P[8],
G2P[4], G3P[8], G4P[8] e G9P[8], considerado emergente e classificado como o0 quinto em
importancia global (SIQUEIRA et al., 2010); WHO, 2011). Em paises desenvolvidos essas
cepas comuns podem causar aproximadamente 100% das infeccBes em alguns periodos
(ITURRIZA-GOMARA et al., 2011). Contudo, muitas, se ndo todas, podem co-circular
criando condicdes a favor da formacao de virus recombinantes (PAYNE et al., 2009; WHO,
2011).

Notavelmente, os tipos G e P de cepas incomuns mostram variagcdo de uma regido para
outra. A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) registrou que em 2010 as cepas incomuns
predominantes foram: G12P[8] e G12P[6] no sudeste da Asia, G2P[6], G3P[6], e G1P[6] na
Africa subsaariana, G1P[4] e G2P[8] no oeste do Pacifico e GOP[4] e G12P[6] nas Américas
(DA SILVA SOARES et al., 2012; SOARES et al., 2012; WHO, 2011).

Mais recentemente, os RV tém sido classificados em diferentes genotipos baseados
nas caracteristicas moleculares dos genes VP7- VP4- VP6- VP1- VP2- VP3- NSP1- NSP2-
NSP3- NSP4- NSP5/6, designados de  Gx-P[x]-IX-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-HX,
respectivamente. Até o presente momento 0s seguintes gendtipos tém sido descritos: 27G,
37P, 161, 9R, 9C, 9M, 16A, 9N, 12T, 14E e 11H. Essa nova classificacdo permite um melhor
entendimento da funcdo de cada proteina e o relacionamento evoluciondrio entre as espécies
(MATTHIINSSENS et al., 2011; TROJNAR et al., 2013).
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O RVA do tipo G12 foi detectado pela primeira vez em criangas com diarréia nas
Filipinas em 1987 (TANIGUCHI et al., 1990). No Brasil, estirpes de G12 foram descritas na
regido Sul em 2003 e na regido norte no periodo de 2008-2010, em combinacdo com 0s
gendtipos P[9] e P[6], respectivamente (SOARES et al., 2012).

Recentemente, este gendtipo foi descrito em vérias estudos realizados em todo o
mundo e sua disseminagdo global foi demonstrada na ultima década (MATTHIJNSSENS et
al., 2010; RAHMAN et al., 2007). Pelo fato do G12 ter sido encontrado em muitas partes do
mundo durante a Ultima década, ele provavelmente ird em breve tornar-se o sexto maior
genotipo. Além disso, a completa caracterizacdo do genoma de estirpes de RV G12 deve ser
encorajada a fim de se ampliar a compreensdo sobre a sua evolucdo e possivel impacto no
desenvolvimento de vacinas (SOARES et al., 2012)

2.2.4 As proteinas

Na figura 3 é possivel a visualizacéo da particula viral do RV evidenciando o capsideo
interno ou core, o qual circunda o genoma viral e € formado pelas proteinas VP1, VP2 e VP3.
O capsideo intermediario é constituido pela proteina VVP6, a qual confere especificidade para
grupo e subgrupo, e o capsideo externo pelas proteinas VP4 e VP7, as quais estdo
relacionadas a producdo de anticorpos neutralizantes que sdo essenciais para a protecao contra
a infeccdo (COSTA etal., 2012; MATTHIINSSENS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2007).

A VP6 ¢ a proteina mais abundante do virion e € importante para a classificacdo do
RV em nove espécies (A-1), sendo também alvo de deteccdo do RV por ensaios
imunoenziméticos (MBUH et al., 2013; MIHALOV-KOVACS et al., 2015; PATTON,
2012).

As duas proteinas que compdem o capsideo externo do virion, a VP7 (Glicoproteina)
em maiores concentracbes e a VP4 (sensivel a Protease) em pequena quantidade, sdo
importantes para a diversidade genética dos RV e formam a base para a classificagdo binaria
em sorotipo/gendtipo G e P, respectivamente. Segundo Matthijnssens et al. (2011), até o
momento foram descritos 27 genoétipos G e 37 gendtipos P. A proteina VP4 é formada por
776 aminodcidos, € imunogénica e variagdes nessa proteina levam a diferentes
sorotipos/gendtipos P. Os sorotipos P sdo assim denominados quando identificados por
métodos soroldgicos; e 0s genotipos P, por métodos moleculares. A nomenclatura dos

sorotipos de VP4 é realizada utilizando a letra P seguida de algarismo arabico, enquanto que,
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para genotipos, utiliza-se também a letra P, mas com o numeral dentro de colchetes (ESTES;
KAPIKIAN, 2007).

A proteina VP4 sofre a acdo de enzimas proteoliticas, originando os polipeptideos
VP5*, com 529 aminodcidos e o VP8*, com 247 aminoacidos o0s quais desempenham
importante papel no processo de reconhecimento dos receptores (integrina e acido sialico)
levando ao aumento da infectividade viral e da entrada do virus na célula (KAPIKIAN;
HOSHINO; CHANOCK, 2001; SANTOS; SOARES, 2008).

O peptidio VP5* se associa com a atividade de neutralizacdo cruzada entre 0s
diferentes tipos de VP4 e, possivelmente, possui 0s epitopos responsaveis pela adsor¢do do
virus a célula, j& que possui atividade lipofilica. J& o peptidio VP8*, tem sido encontrado
exercendo um significativo papel no potencial infeccioso viral e no processo de neutralizagdo
0s quais se localizam nas posi¢cbes M1-L10, 135-R44, 155-D66, V115-G123 e L223-P234
(KOVACS-NOLAN; MINE, 2006), além de possuir a maioria dos epitopos associados as
reacOes tipo-especificas. Portanto, a proteina VP4 tem importante papel na aderéncia e
penetracdo do virus na célula hospedeira, também estando implicada na hemaglutinizacao,
neutralizacéo e viruléncia (ESTES; KAPIKIAN, 2007; RUIZ et al., 2009).

No que diz respeito a proteinas ndo-estruturais, elas possuem vérias funcdes virais,
incluindo replicacdo do genoma, montagem de particulas, regulacdo da resposta inata do
hospedeiro (FENG et al., 2008) e estimulacdo da expresséo génica viral (PATTON, 2012).
Entre estas, destaca-se a NSP4 - produto do gene 10, cujo potencial enterotoxigénico
desencadearia processo diarreico secretorio na vigéncia da infeccdo pelos RVA (LINHARES;
ARAUJO; JUSTINO, 2013).

O Quadro 1 demonstra a localizacdo e as principais funcGes das proteinas que

compdem a estrutura viral.



Quadro 1 — Localizagdo e fungdes das proteinas dos rotavirus
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Segninen.tn Proteina Localizacio Funcao
Gendmico
1 VP1 Core RNA-polimerase -RNA-dependente
2 VP2 Core Ligacdo ao RNA viral
3 VP3 Core Guanililtransferase
4 VP4 (VP5* e Capsideo Hemaglutmina, proteina de ligacio a
VP8¥*) externo célula, peptideo de fusdo, antigeno neutralizante
5 NSP1 Nao-estrutural Ligacdo ao RNA viral
6 VP6 Capsideo Antigeno de subgrupo necessario para a
interno Transcrigio
7 NSP3 Nio-estrutural Inibe a traducdo de proteinas celulares, ligacdo
ao terminal do mRNA wviral
8 NSP2 Nio-estrutural Ligacdo ao RNA, helicase, NTPase, forma
viroplasmas com NSP5
9 VP7 Capsideo Glicoproteina antigeno neutralizante
externo
10 NSP4 Nao-estrutural Glicoproteina, papel na morfogénese, modula
célcio intracelular, enterotoxina
11 NSP5 Nio-estrutural Ligacio ao RNA, forma viroplasma com NSP2,
Interage com VP2 e NSP6
NSP6 Nao-estrutural Interage com NSP5, presente no viroplasma

Fonte: Santos e Soares, 2008.



26

2.2.5 Replicagéo viral e patogénese

Os RV possuem dois mecanismos basicos de invaséo celular: a penetracéo direta por
meio da membrana ou a endocitose. De modo geral, esse virus possui um tropismo celular
natural pelos enterdcitos maduros do epitélio superior e médio das vilosidades do intestino
delgado. Apos a invaséo celular, os enterdcitos infectados séo eliminados no sentido do Iimen
intestinal, havendo substituicdo de tais células por enteroblastos que migram das criptas
intestinais, as quais tém a capacidade de absorcdo reduzida, resultando em diarreia (ESTES;
KAPIKIAN, 2007; TAFAZOLI et al., 2001).

Tais mecanismos tém sido propostos para explicar a diarreia e incluem a ma absorcao
secundaria, a destruicdo dos enterdcitos, a interrupcdo da fungdo de absorcdo enterocitica, a
isquemia das vilosidades, a enterotoxina NSP4 e a ativacdo do sistema nervoso entérico
(ESTES; GREENBERG, 2013).

A enterotoxina NSP4 do RV aumenta o0s niveis intracelulares de calcio
desestabilizando a permeabilidade da membrana plasmética. Este processo promove o
aumento da passagem de agua e eletrolitos para dentro da luz intestinal e o processo
inflamatdrio da submucosa causando a diarreia secretoria (ESTES; GREENBERG, 2013).

Durante a infeccdo por RV ha também a reducdo da atividade inerente das enzimas
dissacaridases, principalmente da lactase, comprometendo o desdobramento dos dissacarideos
e sua absorcdo, promovendo um aumento da osmolaridade do lamen intestinal e,
consequentemente, aumento do fluxo de liquido e diarreia caracterizada pelo mecanismo
osmotico (VRANJAC, 2004).

A replicacdo deste agente ocorre principalmente no trato gastrintestinal onde o mesmo
desestabiliza a funcdo de absorcdo dos enterdcitos presentes nas microvilosidades intestinais.
Este virus também mostrou a capacidade de transpor o trato gastrointestinal causando
manifestaces clinicas atipicas tendo sido encontrado em celulas mononucleares do sangue
periférico durante a fase aguda da infeccdo causando antigenemia (BLUTT et al., 2007;
ESTES; GREENBERG, 2013; PATEL et al., 2010). O processo de replicacdo do RV esta
elucidado na Figura 5.
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Figura 5 - Modelo esquematico e etapas da replicagdo dos rotavirus.
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Fonte: Adaptado de Trask, Mcdonald, Patton 2012.

2.2.6 Transmissao

Os RV sdo transmitidos pela via fecal-oral. Nesse contexto, a agua e os alimentos
contaminados exercem papel fundamental na disseminacao deste agente viral, embora outras
vias tenham sido estudadas, como contato com fomites e secrecdes respiratdrias também
tenham sido especuladas como uma fonte de infeccdo (GANIME et al., 2012; MBUH et al.,
2013). Estudo in vitro conduzido em suinos inoculados por via intranasal com RV humano
levou a observacao de diarreia nesses animais (AZEVEDO et al., 2005)

A transmissdo fecal-oral tem sido classicamente descrita, reforcada pela elevada
excrecdo viral consubstanciada pela eliminacdo de até um trilhdo de particulas virais por mL
de fezes e com a dose minima infectante de até 10 virions (OLIVEIRA et al., 2007). As
particulas infecciosas do RV sdo altamente estaveis podendo permanecer viaveis por longos
periodos (1 a 10 dias) sobre superficies e em ambientes com pouca umidade (GLEIZES et al.,
2006). As particulas virais s@o resistentes aos desinfetantes comuns mantendo seu potencial

infeccioso por varios meses, em temperaturas que variam entre -40°C e -200°C, sendo ainda
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capazes de se manterem viaveis nas maos durante horas (PARASHAR et al., 2003;
VRANJAC, 2004).

Esta é uma das razbes pela qual é dificil se realizar o controle desse virus em
ambientes de cuidados pediatricos, onde eles séo introduzidos a partir da comunidade. No que
diz respeito a infeccdo nosocomial, os RV se constituem na causa mais comum de
gastrenterite viral adquirida no hospital. Estudos demonstram que 11-32% das infec¢Oes por
RV sdo adquiridas no hospital sugerindo que as infeccbes nosocomiais representam um
percentual significativo da doenca mostrando que aproximadamente 1 em 35 pacientes
pediatricos hospitalares sdo acometidos por um episédio de gastrenterite em ambiente
nosocomial (BRUIJNING-VERHAGEN; QUACH; BONTEN, 2012; GLEIZES et al., 2006).

Nesse contexto, a principal investigacdo sobre as infeccBes nosocomiais por RV no
Brasil refere-se ao estudo de Gusmaéo et al, (1994) conduzido no periodo de 1992 a 1994, o
qual envolveu 237 criancas atendidas em um hospital pablico de Belém. Os dados obtidos
neste estudo demonstram que os RV foram responsaveis por 30% dos episddios diarreicos
ocorridos no periodo da internacdo, assim como 7% das infeccBes assintomaticas entre
criangas menores de cinco anos.

Estudos demonstram ainda rearranjos genéticos entre cepas de RV que infectam
animais e seres humanos como aquele envolvendo cepas com rearranjos bovino-humana (1321
e 116E) e uma cepa recombinante suino-humana (G5) que foram consideradas endémicas
causando gastrenterites na India e no Brasil, respectivamente (ESTES; GREENBERG, 2013).
Tais eventos possibilitam a geracdo de novas variantes de RV. Acredita-se que a possivel
transmissdo entre as espécies seja facilitada pelo convivio do homem com animais de
diferentes espécies, sendo que tal fenbmeno ocorre com mais frequéncia nos paises em
desenvolvimento (GHOSH et al., 2011; MARTELLA et al., 2010; MASCARENHAS et al.,
2007).

Em Belém do Para, Mascarenhas et al.(2007) identificaram amostra fecal de neonato
com rearranjo entre cepas de origem humana e suina. Esta combinacdo foi posteriormente
analisada envolvendo todos os genes durante um estudo realizado em Belém por Maestri et
al., (2012). Esta relacdo de rearranjo envolvendo estirpes humana e animal é importante e
requer estudos de vigilancia intensiva deste agente, principalmente no que diz respeito ao

monitoramento dos gendtipos circulantes em um cenario pos introducao da vacina.
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2.2.7 Sintomatologia e Tratamento

A infecgdo por rotavirus varia desde a forma assintomatica até a forma moderada ou
grave sendo que a maior incidéncia da infec¢do sintomética ocorre na faixa etaria dos 6 aos 24
meses com registro dos casos de gastrenterite grave nessa idade variando de 12 a 71% dos
casos (O’RYAN et al., 2001). As infeccdes assintomaticas séo mais comuns em neonatos e
criangas com até quatro meses de idade, provavelmente por conta da protecdo conferida pelos
anticorpos maternos (KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK, 2001; LINHARES et al., 1989).

O periodo de incubacéo da infec¢do por rotavirus em geral ocorre de 1 a 3 dias sendo a
doenca caracterizada pelo inicio abrupto de diarreia, febre, vémitos, irritabilidade e letargia
(LINHARES; BRESEE, 2000). Os sintomas mais proeminentes sdo caracterizados pela
diarreia e o vémito, muitas vezes levando a desidratacdo, choque e ébito se nao for tratado
adequadamente principalmente quando se tratar de idosos e criancas desnutridas (MBUH et
al., 2013).

N&o existe até o presente momento um tratamento especifico contra os RV, embora a
OMS preconize a reidratardo oral, objetivando a reposicao hidroeletrolitica ocorrida devido a
desidratacdo e naqueles casos mais graves, a administracdo por via endovenosa,
principalmente nos casos de desequilibrio acido-basico (ALAM; ASHRAF, 2003; ESTES;
KAPIKIAN, 2007).

Ainda no que diz respeito a tratamento, estudo mais recente realizado sobre a atividade
antiviral da nitazoxanida aponta que os thiazolides inibem a replicagcdo do rotavirus ja que
podem interferir na morfogénese viral. Tais achados podem representar uma nova classe de
drogas antivirais eficazes contra a gastrenterite por RV (LA FRAZIA et al., 2013).

Portanto, o recurso mais efetivo de profilaxia das diarreias por RVA esta no uso de
uma vacina eficaz. Dessa maneira, a introducdo de um imunizante eficaz contra RVA tem
melhorado substancialmente o impacto da mortalidade atribuida a diarreia causada por RVA
em todo o mundo (TATE et al., 2012). Porém, mesmo com o advento de novas vacinas
seguras e eficazes, o uso do soro oral preconizado pela OMS bem como a manutencdo do
aleitamento materno ainda se configura em procedimentos basicos e insubstituiveis que se
revestem de extrema importancia (LINHARES; ARAUJO; JUSTINO, 2013).
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2.2.8 Imunizacéo

A primeira vacina contra RVA foi licenciada nos Estados Unidos da América (EUA)
em 1998 e denominada de Vacina Tetravalente de Rotavirus Rhesus (RRV-TV) sendo
comercializada para uso em humanos com o nome de Rotashield™. Tal imunizante reunia as
especificidades genotipicas G1, G2 e G4 de origem humana, adicionadas ao G3 da amostra
original de rotavirus de origem simia. Entretanto, um ano depois de sua comercializacdo a
mesma foi suspensa devido ao aumento no numero de casos de intussuscep¢do, que é um tipo
de obstrucdo intestinal que ocorreu nas crianc¢as vacinadas (BRICKS, 2005).

Desde 2006, duas vacinas orais contendo cepas atenuadas tém sido licenciadas e estdo
disponiveis comercialmente: uma vacina humana bovina, pentavalente e especifica para os
genotipos G1, G2, G3, G4 e P[8] e designada de RotaTeq ™ a qual ¢ produzida pela Merck
&Co, e a outra, de origem humana, monovalente, genétipo G1P[8], designada de vacina oral
de rotavirus humano (V.O.R.H.), denominada de Rotarix™ que ¢ produzida pela
GlaxoSmithKline Biologicals (O'RYAN; LINHARES, 2009; YEN et al., 2011). Ambas sdo
recomendadas pela OMS para uso em todos os paises, em particular naqueles com alta
mortalidade por rotavirus. A vacina monovalente € a Unica que esta disponivel no calendario
de vacinacdo do Ministério da Salde e é administrada em duas doses. Ja a vacina
pentavalente, estd disponivel somente em clinicas privadas. A reducdo da morbidade e
mortalidade foi notdria naqueles paises que adotaram tais vacinas em seus calendarios de
imunizacdo (TATE; PARASHAR, 2014).

Até setembro de 2015, 82 paises em todo o mundo haviam introduzido a VORH no
Plano Nacional de Vacinacdo (PNI) além de cinco paises (Canada, Suécia, Mali, Filipinas e
Tailandia) que introduziram a vacina apenas regionalmente (WHO, 2015), conforme mostra a
figura 6. Por outro lado, esta vacina ainda ndo foi introduzida no setor publico em varios
paises latino-americanos como Argentina, Chile, Cuba e Uruguai (LINHARES; ARAUJO;
JUSTINO, 2013). Nesse contexto registra-se que o Brasil foi o primeiro pais da América
Latina a introduzir a vacina contra RVA no calendéario de vacinagdo do PNI, em mar¢o de
2006, o que resultou num cenario epidemiolédgico unico (LEITE; CARVALHO-COSTA,;
LINHARES, 2008).
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Figura 6 — Paises com programa de imunizac&o nacional contra o Rotavirus até 29 de setembro de 2015.
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Fonte: Adaptado de WHO (2015).

Estudos prévios com ensaios clinicos com ambas as vacinas foram realizados na
América Latina, EUA e Europa demonstrando eficacia protetora contra as gastrenterites
graves causadas por RV. O Brasil e 0 México, ap0s introduzir a vacina RVA apresentaram
declinio substancial, ressaltando o potencial destas vacinas para salvar vidas (DESAI et al.,
2011; LINHARES; VILLA, 2006; TATE et al., 2012).

Trés estudos conduzidos no Brasil e no México registraram reducdo na mortalidade
por gastrenterite entre criangcas menores de cinco anos de idade na era pos-vacina da ordem de
22-41%, correspondendo a reducgdes de aproximadamente 700 e 1.30 ébitos anuais no México
e no Brasil, respectivamente (DO CARMO et al., 2011; LANZIERI et al., 2011;
RICHARDSON et al., 2010).

Com o estabelecimento dos programas universais de vacinagdo contra o0 RV, um novo
cenario emergiu em relagdo a saude publica no Brasil. Tem-se observado que houve um
deslocamento no pico de incidéncia de RV de junho-agosto para setembro. Além disso, os RV
foram detectados com menor frequéncia entre criangas < 5 anos (19,5%) quando comparado
as criancas com mais idade e adolescentes de 6-18 anos (40,6%). A distribuicdo genotipica
mostrou ainda um perfil diferente a cada ano: a cepa G2P[4] foi a mais prevalente durante os
anos de 2007-2010, G9P[8] em 2011 e G12P[8] em 2012. Além disso, infec¢bes mistas
(G1+G2P[4], G2+G3P[4]+P[8], G2+G12P[8]), combinac¢des ndo usuais (G1P[4], G2P[6]) e

cepas atipicas (G3P[3]) também foram identificadas. Portanto, a tendéncia dos RV em
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infectar criancas mais velhas e adolescentes apds a implementacao da vacina tem sido relatada
em todo o mundo (LUCHS et al., 2015). No Brasil, a possibilidade de sele¢éo para um de um
imunizante devido a vacinacdo em massa do RV tem sido sugerido, embora ainda existam
debates em curso sobre possiveis diferencas genotipicas apds a introducdo da VORH
(GURGEL et al., 2014).

Estudo conduzido em Belém, Brasil por, Justino et al. (2011) demonstrou a eficacia de
duas doses da VORH para evitar a hospitalizacdo de criancas com gastrenterite grave, causada
pelo gendtipo G2P[4], foi de 75,8% (IC 95%: 58,1-86,0) para individuos controles da
vizinhanca e de 40% (IC 95%: 14,2-58,1) para controles hospitalares. Neste estudo, as
criangas menores de trés anos de idade mostraram uma consideravel reducdo na proporcaode
hospitalizacBes graves atribuidas ao RV.

Embora tais vacinas tenham sido implantadas em varios paises do mundo, existe uma
escassez de estudos de custo efetividade dos programas de vacinacdo para RV e isso
representa uma preocupacdo quanto a execucdo destes em paises da Europa e da América do
Norte (BRUIINING-VERHAGEN; QUACH; BONTEN, 2012).

Embora tenha se registrado uma reducdo nos indices de hospitalizacdo dos casos de
gastrenterite aguda ap6s a introducdo da vacina contra RVA no Sistema Unico de Saude
(SUS) do Brasil no ano de 2006, verificou-se que esta situacdo ainda se mantém expressiva,
pelo fato de que alguns municipios brasileiros registram menor cobertura vacinal (LANZIERI
et al., 2011). Portanto, 0 monitoramento constante das cepas de RV circulantes é de extrema
importancia, uma vez que 0s gendtipos emergentes podem surgir como mecanismo de escape
vacinal (DORO et al., 2014; MORILLO et al., 2010).

2.2.9 Epidemiologia do virus

Segundo Patton, (2012), quase todas as criangas com até cinco anos de idade serdo
infectadas por RV, pelo menos uma vez, independentemente da condic¢do sécio-econdmica e
do pais de origem. A morbidade causada por RV em criangas é semelhante tanto nos paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento. Nos paises em desenvolvimento, a mortalidade de
criangas & maior, provavelmente devido a fatores incluindo o abandono precoce do
aleitamento materno, baixo nivel educacional e mas condic¢Oes higiénico-sanitérias, em

decorréncia das precarias condi¢cGes de saneamento basico. Associado a isso, 0 crescimento
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populacional que, na maioria das vezes ndo é acompanhado da melhoria das condi¢des de
vida da populagéo, contribui substancialmente para o agravamento deste problema conforme
demonstrado na figura 7 (PODEWILS et al., 2004).

Figura 7- Paises que registram mortalidade por RV em criangas menores de cinco anos de idade
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Fonte: Adaptada de Tate et al., 2012.

A infecgdo causada por RV em geral exibe um padrdo sazonal variando desde os
climas temperados, em que a infeccdo se estabelece nos meses mais frios, até os climas
tropicais, em que a infeccdo ocorre durante todo o ano, com maior prevaléncia durante a
estacdo mais seca (ARAUJO et al.,, 2010; BERNSTEIN, 2009; LINHARES; ARAUJO;
JUSTINO, 2013; MBUH et al., 2013).

Durante as ultimas trés décadas, tem-se observado uma grande diversidade gendmica e
antigénica causada pelos RV. Os tipos G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], e mais recentemente
0s genotipos GOP[8] e G12P[8] tém sido registrados co-circulando em frequéncias de 80-90%
se consideradas todas as infeccBes causadas por RV na América do Norte e Europa (BANYAI
etal., 2012; ITURRIZA-GOMARA et al., 2011; MARQUES et al., 2011).

Ja nos paises da Africa, Asia e América do Sul os gen6tipos mais prevalentes s&o o
G5, G6, G8 e G9 (KANG et al., 2013; LUCHS; TIMENETSKY, 2014; MARQUES et al.,
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2011). Uma variedade de genotipos, se ndo todos, podem co-circular criando condicGes
favoraveis para a formacéo de virus recombinantes (PAYNE et al., 2009; WHO, 2011).

Diversas pesquisas conduzidas no Brasil no periodo apds a introducdo da vacina
indicaram uma predominancia do genétipo G2P[4] nas regides Norte, Nordeste e Sudeste do
Brasil levantando-se a hipdtese de que a vacina estaria causando uma pressao seletiva
(GURGEL et al., 2008). Contudo, esta elevada prevaléncia do G2 provavelmente esteja
refletida no padréo ciclico de ocorréncia deste genotipo no Brasil bem como em outros paises
do mundo (LINHARES; VELAZQUEZ, 2008).

O primeiro gendtipo G12 foi identificado nas Filipinas, em 1987 em criangas com
diarreia aguda, (TANIGUCHI et al., 1990). No Brasil, este tipo em combinagdo com o P[9] e
o P[6] foi descritos nas regibes Sul (2003) e Norte (2008-2010), respectivamente
(PIETRUCHINSKI et al., 2006; SOARES et al., 2012). Nos tltimos dez anos o genétipo G12
emergiu em escala global, predominando em combinag¢do com tipos P[6] ou P[8] e menos
frequentemente com os tipos P[4] e P[9], assumindo o sexto genotipo associado a infeccBes
gue acometem seres humanos (MATTHIIJNSSENS et al., 2010; RAHMAN et al., 2007). A
completa caracterizacdo do genoma do RV G12 ¢é importante e ampliara a compreensao sobre
a sua evolucdo e o possivel impacto no desenvolvimento de vacinas (SOARES et al., 2012).

A introducdo da vacina contra 0 RV na América Latina levou a um significativo
impacto da gastrenterite grave. Nos paises de renda média da América Latina tais como
México, Brasil, EI Salvador e Panama, a vacina contribuiu para a reducdo de 17-51% nos
indices de hospitalizacdo associada as gastrenterites e na reducdo de 59-81% nas taxas de
hospitalizacdo entre aquelas criangas menores de cinco anos de idade. No que diz respeito a
reducdo da mortalidade associada a gastrenterite a taxa foi de 22-41% (DESAI et al., 2011).

A Vigilancia Epidemiolodgica para o rotavirus no Brasil foi estruturada em um modelo
de Vigilancia Sentinela, no qual, foi recomendada a criacdo de uma Unidade hospitalar
Sentinela por estado, onde os casos séo resultantes da demanda esponténea por atendimento
médico nessas unidades. Os dados registrados servirdo de base para o levantamento das
caracteristicas epidemioldgicas e viroldgicas do rotavirus e a determinacgdo das estimativas de
carga da doenca nas populagfes sob vigilancia. Adicionalmente, subsidiardo as decisGes
politicas de vacinagdo contra o rotavirus (OLIVEIRA, 2011). Desta forma, e visando atender
aos objetivos propostos para a vigilancia epidemiologica deste agravo foi implantada no ano
de 2006 no Estado do Amapé a Rede Sentinela hospitalar de rotavirus.

Segundo a Coordenadoria de Vigilancia em Saude do Estado do Amapa (CVS/SESA)

a cobertura vacinal para 0 RVA tem sido homogénea nos ultimos cinco anos alcangando
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aproximadamente 70,92%, portanto, abaixo da cobertura preconizada pelo Ministério da
Saude (MS) para o esquema béasico de vacinacdo para menores de 1 ano de idade que é de
95% (GUIMARAES; ALVES; TAVARES, 2009).

2.3.0 Diagnéstico laboratorial

O diagnostico laboratorial dos RV se constitui numa importante ferramenta visando o
seu preciso diagnostico e controle. Nesse contexto, a utilizacdo de testes laboratoriais
sensiveis e especificos visando a confirmacdo de um quadro clinico suspeito é de extrema
importancia. Tais exames devem ser realizados durante a fase aguda da doenca que
compreende o periodo dos primeiros sintomas, possibilitando assim um diagnéstico mais
rapido (OLIVEIRA et al., 2007).

A microscopia eletronica (ME) foi o método pioneiro utilizado para o diagnostico de
RV. Tal metodologia permite a visualizacdo das particulas virais nas fezes, e apresenta
elevada especificidade em razdo da morfologia distinta que este virus apresenta. Esta técnica
ndo € mais tdo utilizada por necessitar de profissionais qualificados e equipamentos de custo
muito elevado (ESTES; GREENBERG, 2013).

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) é considerado o padrdo ouro para a deteccdo do
antigeno de RV visando a deteccdo de antigeno de RVA nas fezes. Tal metodologia encontra-
se disponivel em kits comerciais para os quais utilizam anticorpos policlonais ou monoclonais
que sdo dirigidos ao antigeno comum de grupo, o VP6, procedimento este de facil execucdo.
Existem ainda outros métodos diagndsticos que também sao utilizados, ja que possuem boa
sensibilidade e especificidade, como os testes imunocromatograficos que sdo rapidos e se
baseiam na detec¢do qualitativa de antigenos virais em amostras de fezes (LINHARES;
ARAUJO; JUSTINO, 2013; OLIVEIRA et al., 2007).

A Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (EGPA) é uma técnica que exibe elevada
especificidade e permite a visualizacdo dos perfis genémicos de todos os grupos de RV. Tais
padrdes eletroforéticos sdo classificados com base na migragdo dos segmentos genémicos 10
e 11, sendo classificados em longo, curto ou super curto (ESTES; GREENBERG, 2013). A
diversidade dos eletroferotipos de rotavirus apds analise dos 11 segmentos génicos pode
eventualmente evidenciar recombinacgdes (ou permutas) que dao origem a padrbes ndo usais,

como ja observados na Amazoénia por Mascarenhas et al. (1997).
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A genotipagem de RV ¢é realizada pela reacdo em cadeia mediada pela polimerase
precedida de transcrigdo reversa (RT-PCR), seguida pela seminested PCR com o uso de
iniciadores especificos (GENTSCH et al., 1992; GOUVEA et al., 1990). Esta metodologia
exibe alta sensibilidade e especificidade e se fundamenta na amplificacdo enzimatica dos
genes, utilizando-se iniciadores ou primers consensuais especificos. Pelo fato dos RV, terem
seu material genético constituido por acido ribonucléico é necessaria a conversao do RNA em
DNA complementar (cDNA) por meio de uma enzima de transcricdo reversa para posterior
amplificacdo com o uso de iniciadores especificos (LINHARES; ARAUJO; JUSTINO,
2013).Tal técnica se tornou o padrao-ouro no diagnoéstico dos RV (DESSELBERGER, 2014).

Outra técnica bastante utilizada atualmente é a RT-PCR quantitativa (RT-qgPCR) que
é uma variacdo da RT-PCR a qual permite aumentar a deteccdo do RNA, além de quantificar
a carga viral durante uma infeccdo (NOVAIS; PIRES-ALVES; SILVA, 2004).
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3 JUSTIFICATIVA

Na Amazbnia brasileira, varios estudos ja foram conduzidos objetivando o
esclarecimento do agente etioldgico da DDA como virus, bactérias e parasitas. Contudo,
muitos casos de diarreia ainda continuam sem uma etiologia definida. Assim, as elucidacfes
das diarreias virais apresentam certas dificuldades no que diz respeito ao diagndstico, pois
exigem técnicas mais sensiveis e especificas, uma infraestrutura laboratorial adequada e
técnicos qualificados, que ndo estdo ao alcance da grande maioria dos municipios da regido.

O RV é a maior causa de diarreia em criangas menores de 5 anos no Brasil. Dados da
Vigilancia em Saude relativos a DDA no Estado do Amapa demonstram que embora tenham
sido notificados 97.222 casos de DDA neste estado no periodo de 2007 a 2010, o recebimento
de espécimes fecais para o esclarecimento diagndstico dos RV ainda é baixo em razdo do
namero insuficiente de amostras fecais colhidas. Dessa forma, o conhecimento da prevaléncia
das gastrenterites virais causadas por RV baseado em um estudo clinico-laboratorial
fundamentado que defina a etiologia e 0 comportamento desse agravo na populagdo infantil
abaixo de cinco anos é fundamental para a construcdo de indicadores epidemioldgicos,
possibilitando assim a implementacéo de politicas publicas que contemplem essa populagéo.

O estado do Amapa implantou em 2006 a Rede Sentinela hospitalar do rotavirus,
proposta pelo Ministério da Salde, que possibilitaria assim, tracar as caracteristicas
epidemioldgicas e viroldgicas do rotavirus e a determinacdo da estimativa de carga da doenca
nas populacdes sob vigilancia. Contudo, as dificuldades enfrentadas na implementacdo dessa
medida de saude publica, evidenciam a necessidade de fortalecimento da rede sentinela do
rotavirus no estado do Amapa. Some-se a isso, a necessidade de se estabelecer no LACEN,
AP, uma metodologia para a identificacdo dos genoétipos circulantes no estado do Amapa,
imprescindivel para a vigilancia epidemioldgica dos RV ap06s a introducdo da vacina.

O Laboratério Central de Saude Publica do Amapa (LACEN-AP) enfrenta problemas
no que diz respeito a elucidacdo dos casos suspeitos de RV devido ao Nucleo de Vigilancia
Epidemiologicas das unidades hospitalares sentinelas néo realizarem devidamente o
preenchimento da ficha epidemioldgica do paciente e consequentemente, a ndo colheita do
espécime fecal ocasionando uma ndo conformidade para o envio posterior das amostras fecais
ao Instituto Evandro Chagas (IEC) que atua como laboratorio de referéncia, ficando desse
modo sem dados sobre os gendtipos de rotavirus circulantes no Estado. Considerando o
contexto apresentado, o presente estudo propds readequacdes e implementagdes no fluxo de

envio de amostras para 0 LACEN-AP.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer metodologia para identificacdo dos genotipos G e P de RV, no LACEN,
AP.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Identificar os grupos, eletroferotipos e genotipos G e P de rotavirus em criancas de
Macapa, Amapa;

b) Determinar a frequéncia, distribuicdo etaria e temporal das infeccdes causadas por
rotavirus em criangas com e sem diarreia;

c) Comparar 0s gen6tipos circulantes com o estado vacinal;

d) Comparar o quadro clinico apresentado pelos menores com os geno6tipos circulantes
na regiao.

e) Elaborar Procedimento Operacional Padrdo modelo para as redes sentinelas do RV
com instrucBes para a colheita, processamento, armazenamento e transporte do espécime
clinico.

f) Elaborar Procedimento Operacional Padrdo para realizacdo dos testes moleculares
para deteccdo e genotipagem do RV em amostras fecais humanas.

e) Auxiliar o servico de vigilancia em saude para doencas diarreicas causadas por RV

em criancas de 0 a 5 anos no municipio de Macapa, Amapa.
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5 MATERIAL E METODOS

O estudo é do tipo analitico observacional, transversal e integrante de uma
investigacdo epidemioldgica e molecular que abrange o Hospital da Crianga, a Unidade de
Pronto Atendimento Infantil (PALI).

5.1 AREA DE ESTUDO

O Estado do Amapa encontra-se localizado na regido Norte do Brasil e possui 16
municipios conforme demonstrado na figura 8. Segundo o censo de 2010, a populacdo
estimada no estado em 2013 foi de aproximadamente 734.996 habitantes, com 142.828.521
km? de extensdo territorial e densidade demogréfica de 4,69 habitantes/km2. Tem Macapa
como sua capital, a qual representa o centro econdmico, cultural e administrativo do Estado,
com uma populacdo estimada em 2013 de 437.256 habitantes, com 6.408.545 km?2 de
extensdo territorial e densidade demografica de 62,14 habitantes/km? (IBGE, 2011).

Figura 8 - Mapa do Estado do Amapa.
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Fonte: Arquivo elaborado-por Dr. Fred Monteiro, 2015.
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5.2 POPULACAO DO ESTUDO

O estudo envolveu 161 amostras fecais de criangas com até cinco anos de idade com
ou sem gastrenterite aguda (135 amostras provenientes de criangas com gastrenterite aguda —
grupo diarréico e 26 especimes provenientes de criangas assintomaéticas para diarreia — grupo
ndo diarréico ou controle) definida como a presenca de diarreia com trés ou mais evacuagdes
liquidas ou semi-liquidas num periodo de 24 horas, acompanhada ou ndo de febre e vomitos.
As amostras de fezes foram colhidas, na proporgéo de seis criangas diarreicas para uma
crianca nédo diarreica. O pareamento foi formado por criangcas de 0 a 5 anos atendidas por
outras causas (sem diarreia) no Hospital da Crianca do Estado do Amapa, no ambulatério da
Unidade de Pronto Atendimento Infantil (PAI), situado no centro de Macapa (figura 8).

A participagdo das criangas no estudo foi condicionada a permissdo dos seus
responsaveis, mediante o conhecimento dos objetivos do estudo e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), reunidos no APENDICE A.

5.3. CRITERIOS DE INCLUSAO

- Ter idade entre 0 a 5 anos e apresentar quadro de DDA (grupo diarreico);
- Ter idade entre 0 a 5 anos e ndo apresentar quadro de DDA (grupo controle);
- Ser residente no Estado do Amapé;

- Ter o TCLE assinado pelos pais ou responsaveis legais.

5.4. CRITERIOS DE EXCLUSAO

- Ndo assinatura do TCLE pelo responsavel;
- Criangas com idades acima de 5 anos;

- Néo ser residente no Estado do Amapa;
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5.5. MATERIAL

Durante o atendimento ambulatorial e hospitalar foi realizado a colheita dos espécimes
fecais em frascos estéreis. Os espécimes fecais foram colhidos no Hospital da Crianca e na
Unidade de Pronto Atendimento Infantil (PAI). O estudo foi desenvolvido em parceria com o
LACEN-AP e Instituto Evandro Chagas (IEC) em Belém, Para. Durante este periodo foram
colhidas amostras de fezes acompanhadas das fichas clinico epidemiolégicas de criangas com
idade de até cinco anos (APENDICE B).

Os resultados dos exames foram entregues aos participantes em até 48 horas apos a
colheita das amostras. O restante do material fecal foi congelado a - 20°C e posteriormente
analisado no Laboratério de Virologia do IEC/PA, onde foram realizados os testes
moleculares para identificacdo genética do RV.

5.6 METODOS

5.6.1 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccdo de antigeno de RVA

Para o ensaio de ELISA nas amostras fecais dos pacientes empregou-se o kit
RIDASCREEN (R-BIOPHARM AG-Alemanha), que utiliza placa de microtitulacdo com
orificios revestidos por anticorpos monoclonais contra RVA. Como controle positivo foi
usado antigeno de RV recombinados; prontos para uso. O kit possui dois conjugados:
Conjugado 1: Anticorpos conjugados em biotina contra RV em solucdo protéica estabilizada.
Conjugado 2: Conjugado de poli-estreptavidina-peroxidase em solugdo protéica estabilizada.
O diluente de amostras € composto por solucdo de cloreto de sodio (NaCl) tamponado de
proteina e o tampdo de lavagem (WASH), por solugdo de NaCl tamponado de fosfato
(concentracdo de 10X); contendo 0,1% de thimerosal;Substrato: Peroxido de hidrogénio
/ITMB e o reagente bloqueador da reacdo (STOP) que é o &cido sulfarico 1N.

As amostras fecais foram previamente diluidas e pipetadas em volume de 100uL nos
orificios da placa, acrescentando-se em seguida 100uL de controle positivo e 100uL de
controle negativo. Apos a adi¢do dos controles e amostras na placa acrescentou-se 100uL do

conjugado 1 em todos os orificios da placa e incubou-se por 60 minutos em campo escuro e
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em temperatura ambiente (20 a 25 graus). Ap6s o intervalo lavou-se a placa em lavadora
automatica ou manual com pipeta multicanal por 5 vezes e acrescentou-se 100uL do
conjugado 2 em todos os orificios seguido de incubagcdo em campo escuro por 30 minutos em
temperatura ambiente (20 a 25 graus). Apos essa incubacao lavou-se a placa em lavadora
automatica por 5 vezes e acrescentou-se em todos os orificios da placa 100uL do substrato,
seguido de incubacgdo por 15 minutos em campo escuro e em temperatura ambiente (20 a 25
graus). Ap0s esta Ultima etapa pipetou-se 50uL de reagente bloqueador em todos os orificios
interrompendo-se a reacdo. A densidade Otica foi medida em aparelho fotométrico equipado
com filtro de 450nm.

Todas as amostras positivas por ELISA foram submetidas as técnicas moleculares

apos treinamento realizado no Instituto Evandro Chagas descritas a seguir:

5.6.2 Preparo da suspensdo fecal

As suspensdes fecais foram preparadas a 10% em tampéo Tris-Ca++ 0,01M pH 7,2,
homogeneizadas e centrifugadas a 2.370 gravidade (Xg) durante 10 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi colhido e estocado a -20° C.

5.6.3 Extracdo do genoma viral

Segundo protocolo descrito por Boom et al. (1990), a extracdo do acido nucleico
consiste na adicao de 300 uL de suspensédo fecal, 20uL de proteinase K e 800uL de tampéao
L6. O produto foi homogeneizado e incubado a 56°C por 10 minutos seguido da adigéo de
200uL de etanol absoluto, 20ul de silica e homogeneizado e centrifugado a 18.620 Xg,
descartando o sobrenadante em solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) 10N. Posteriormente,
foram realizadas sucessivas lavagens em tampdao L2, etanol 70% gelado e acetona gelada com
0 sobrenadante sendo desprezado e o sedimento incubado em banho-maria a 56°C por 15
minutos. Ao dsRNA puro, foi adicionado 60uL de agua livre de RNAse, incubagéo em banho-
maria a 56°C por 15 minutos, homogeneizacdo e centrifugacdo, seguido da colheita do

sobrenadante em tubos estéreis os quais foram posteriormente armazenados a 20°C.
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Durante o processo de extracdo, todas as medidas de controle de contaminagdo foram
realizadas, inclusive com a utilizag&o de controle positivo (amostra sabidamente positiva para
rotavirus) e negativo (4gua ultra pura).

5.6.4 Determinacdo dos eletroferotipos por EGPA

A caracterizacdo do grupo e eletroferotipos de RVA foi realizada de acordo com a
técnica descrita por Pereira et al.(1983). A corrida eletroforética foi conduzida em campo
elétrico de 100 Volts (V), 21milli-Amperes (mA) e 100 Watts (W) durante duas horas.
Posteriormente, foi realizada a fixacdo do dsRNA com etanol e &cido acético absolutos,
seguido de coloracdo com nitrato de prata e revelagdo com hidroxido de sédio e formaldeido.
Apbs o aparecimento dos segmentos de dsRNA, o revelador foi desprezado e foi adicionado o
etanol para interromper a reacdo seguido da visualizacdo do perfil eletroforético do RV
realizada em negatoscopio de luz branca (HERRING et al., 1982).

5.6.5 Reacgédo em cadeia pela polimerase, precedida de transcricdo Reversa (RT-PCR)

Esta técnica foi desenvolvida em duas etapas segundo protocolo descrito por Gentsch
et al. (1992) e Gouvea et al. (1990). O material genético do RV é constituido por RNA foi
necessaria a producdao de um cDNA por meio de transcrigdo reversa empregando-se pares de
iniciadores para o tipo G de rotavirus humano (Beg9 e End9) e para o tipo P (4con3 e 4con2)
como mostra 0 Quadro 2, visando amplificar fragmentos de 1062 pb e 875 pb para 0s genes
VVP7 e VP4, respectivamente. Os iniciadores foram desnaturados a 97°C em termociclador por
5 minutos, seguido de imersdo em banho de gelo (0°C) por 5 minutos. Apds desnaturacao, foi
adicionada uma primeira mistura contendo a Transcriptase Reversa (RT) conforme
demonstrado no Quadro 3, a qual foi incubada em termociclador durante 1 hora a 42°C,

visando a obtencéo do cDNA.



Quadro 2 - Iniciadores utilizados na RT-PCR para os genes VVP7 e VP4 de RV.
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Iniciador | Sequéncia(5°—3’) Gene | (pb)* | Referéncia
Beg9(-) | GGC TTT AAA AGA GAG AATTTCCGTCTG G |VPY Gouvea et al. (1990)
End 9 (+) | GGT CAC ATC ATACAATTC TAATCT AAG VP7 | 1062 | Gouvea et al. (1990)
4con3(+) | TGGCTTCGC CATTTT ATAGACA VP4
4con2 (-) | ATTTCG GAC CAT TTATAACC VP4 | 875 Gentsch et al. (1992)
Gentsch et al. (1992)
Fonte: (AUTOR, 2015)
Quadro 3 -Reagentes necessarios para realizacéo da RT-PCR
RT TAQ
REAGENTES Por reacdo em pL | Por reagcdo em pL
Produto da extracédo 2 -
dNTP 2,5mM 1 1
Tampdo 10X sem Mg 2,5 2,5
MgCl> 50mM 1 1
RT 20 U/uL 0,25 -
Tag DNA polimerase 5 U/pL - 0,25
AguaDNAse/RNAsefree g.s.p. 17,25 20,25

Fonte: (AUTOR, 2015)

Apobs a obtencdo do cDNA, foi adicionado a cada tubo 20,25 pL da segunda mistura

contendo a Tag DNA polimerase (TAQ) conforme o Quadro 3. Em seguida, os tubos foram

colocados no termociclador de acordo com o programa especifico para RT-PCR sob as

seguintes condigoes:
94°C por 2 minutos
94°C por 30 segundos
42°C por 30 segundos
72°C por 1 minuto
72°C por 10 minutos
4°C

} 1 ciclo = Desnaturagéo inicial
35 ciclos de amplificacao

} 1 ciclo = Extensao final

} Armazenamento do produto
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5.6.6 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da RT- PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
corado com Sybe Safe, juntamente com o marcador de peso molecular e submetidas a um
campo elétrico (120V e 400mA) durante 20 minutos. Os amplicons apresentando diferentes
tamanhos foram visualizados em um transiluminador de luz ultravioleta e fotografados em um
aparelho de foto documentacdo de gel (VilberLourmat). Por fim, os produtos da RT-PCR

foram armazenados a -20°C.

5.6.7 Semi Nested-PCR

Esta técnica foi realizada para genotipagem do RV, na qual uma segunda etapa de
amplificacdo foi empregada com um mesmo iniciador utilizado na RT-PCR, além de
iniciadores internos do gene a ser amplificado, visando aumentar a sensibilidade e
especificidade do método (GENTSCH et al., 1992). Uma aliquota do produto do primeiro
ciclo de amplificacdo (RT-PCR) foi submetida a um segundo ciclo de amplificacdo, agora
utilizando outros iniciadores que definiram os genotipos G e P. Os reagentes utilizados nesta
etapa constam no Quadro 4. O programa especifico para a realizagdo da técnica foi de acordo

com as seguintes condicdes:

94°C por 2 minutos } 1 ciclo = Desnatur acdo inicial
94°C por 30 segundos
50°C por 30 segundos 30 ciclos de amplificacao

72°C por 1 minuto
72°C por 10 minutos } 1 ciclo = Extenséo final

4°C } Armazenamento do produto



Quadro 4 -Reagentes necessarios para realizacao da SEMI NESTED-PCR .
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REAGENTES Por reacdo em pL
Produto da PCR 2

dNTP 2,5mM 2
Tampéo 10X sem Mg 2,5

MgCl2, 50Mm 1
Primers especificos tipo G ou P(RVG9, 4con3) 1

Pool G (G1-G4, G9 e G12) 1

Pool P (P[4], P[6], P[8] e P[9]) 1

Taq DNA polimerase 5 U/uL 0.25
AguaDNAse/RNAse freeq.s.p. 15,25

Fonte: (AUTOR, 2015)

Quadro 5 - Tamanho dos fragmentos de amplificagdo dos tipos G e P de RVA. .

Tipo Gene Amplificacdo em Referéncia
pares de base (pb)
G1 VP7 749 Gouvea et al., (1990)
G2 VP7 652 Gouvea et al., (1990)
G3 VP7 374 Gouvea et al., (1990)
G4 VP7 583 Gouvea et al., (1990)
G9 VP7 306 Gouvea et al., (1990)
G12 VP7 515 Banerjee (2007)
P[4] VP4 483 Gentsch et al., (1992)
P[6] VP4 267 Gentsch et al., (1992)
P[8] VP4 345 Iturriza-Gomara., (2000)
P[9] VP4 391 Gentsch et al., (1992)

Fonte: (AUTOR, 2015)
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5.6.8 Aspectos éticos e de biosseguranca

Os espécimes clinicos e as fichas clinico-epidemiolégicas dos sujeitos incluidos no
estudo sdo oriundos do projeto intitulado: “IMPLANTACAO DA TECNICA DE
GENOTIPAGEM PARA A DETERMINACAO DOS GENOTIPOS DE ROTAVIRUS TIPO
A CIRCULANTES EM CRIANCAS NO AMAPA EM APOIO A VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da Fundagio
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ/IOC seguindo a Resolugdo CNS 466/2012 e a Norma Operacional
N° 001/2013 do CNS, tendo recebido parecer de aprovacdo de n® 922.408 (ANEXO A).

Em relacdo aos aspectos de biosseguranca, no decorrer dos procedimentos foram
utilizados Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs) e todo material potencialmente
contaminado foi manipulado em laboratério de seguranga NB2 com o uso de cabine de fluxo

laminar tipo 2.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados, processados em banco de dados criado pelo software Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) para Windows versdo 20.0 (nivel de significancia do estudo de 5%),
foram submetidos a andlise descritiva para obtencdo das frequéncias absoluta e relativa das
variaveis analisadas, e da prevaléncia dos desfechos investigados. Na andlise bivariada,
verificou-se a associacdo entre cada uma das variaveis independentes e com a variavel
dependente, pelo teste qui-quadrado (y2).

As variveis pesquisadas foram dicotomizadas para se obter a razdo de prevaléncia
bruta (RP bruta). Na analise multivariada, utilizou-se a regresséo de Poisson para a analise das
variaveis independentes associadas ao desfecho, controladas por possiveis fatores de confusédo

(RP ajustada). Nesta etapa, foi aplicado o programa STATA 12.0.
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6 RESULTADOS

No periodo de 2014 a 2015, 161espéecimes fecais foram colhidos a partir de criancas
menores de cinco anos de idade residentes no Estado do Amapa, participantes do presente
estudo. A positividade para RVA foi de 18,6% (30/161) com o uso do EIE/Ridascreen®. Das
161 criangas participantes, 135 eram diarreicas, as quais apresentaram 22,2% (30/135) de
positividade para RVA sendo que o maior nimero de casos ocorreu no més de marcgo. Ja entre

as 26 criangas ndo diarreicas ndo houve registro de positividade para RVA (figura 9).

Figura 9 — Distribuicdo temporal de Rotavirus no periodo de 2014-2015. Macap4, Estado do Amap4, Brasil.
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Fonte: (AUTOR, 2015)

6.1 ANALISE MOLECULAR

6.1.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)

Todos os espécimes fecais positivos para RVA por ELISA foram submetidos a

EGPA. Por esta metodologia foi possivel se identificar os eletroferotipos de RV em 60%
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(18/30) dos casos com a identificacdo somente do eletroferotipo longo. Em 40% (12/30) das

amostras ndo foi possivel se identificar o eletroferotipo circulante (Figura 10).

Figura 10 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (EGPA) em amostras de rotavirus evidenciando o padrdo

eletroforético longo e curto.
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Colunas 1, 2 e 5 — amostras positivas em que ndo foi possivel a visualizagcdo do perfil eletroforético dos RV;
Colunas 3 e 4 — amostras positivas com perfil eletroforético longo; 6 — controle de perfil curto; 7 — controle de
perfil longo.

Fonte: (AUTOR, 2015).

6.1.2 Gendtipos G e P de RVA

Todas as amostras positivas para RVA foram submetidas a RT-PCR e seminested-PCR para
genotipagem do RVA com identificagdo do genotipo emergente G12 em 100% (30/30) das
amostras. Com relacdo ao gene VP4, o genotipo P[8] foi identificado em 93,3% (28/30) dos
espéecimes analisados enquanto que em 6,7% (2/30) dos casos ndo foi possivel se identificar o
genotipo circulante. No que diz respeito a combinacdo binaria envolvendo os genotipos G e P,

em apenas dois espécimes ndo foi possivel se identificar a combinacdo (Figura 11).



50

Figura 11 — Diagndstico molecular das amostras positivas para Rotavirus. Macapa, Estado do Amapa, Brasil.
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Fonte: (AUTOR, 2015).

6.2 VARIAVEIS EPIDEMIOLOGICAS E OS FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A
OCORRENCIA DE GASTRENTERITE POR RVA

Cento e sessenta e uma criancas, diarreicas e nao diarreicas com idade inferior a cinco
anos participaram do estudo, sendo a positividade para RVA de 18,2% (30/161) somente para
o grupo diarreico. A andlise bivariada da triade classica, demonstrou associacdo entre a
diarreia e a infeccdo por RVA somente nas criancas diarreicas as quais expressaram
positividade para RVA como uma das manifestacdes clinicas da infeccdo apresentando p
valor <0,008 (100%; 30/30). Além da diarreia, o vomito e a febre assumiram a maior
frequéncia entre os achados clinicos estando associados a 80,0% (24/30) e a 60,0% (18/30)

dos casos, respectivamente.

Das criangas que apresentaram diarreia, 43,3% (13/30) associaram febre e vomito ao
quadro clinico viral e 3,3% (1/30) registraram a diarreia de forma isolada. Demonstrando a

associacao entre a triade classica e a infecgdo por RVA (p < 0,05).
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Tabela 1 - Infeccdo por rotavirus segundo caracteristicas clinicas apresentadas pelas criangas
hospitalizadas. Macap4, Estado do Amap4, Brasil, 2014-2015.

Infecgdo por Rotavirus

Sim Né&o Total
Variaveis n % N % N % p
Diarreia
Sim 30 100,0 105 80,2 135 83,9 0,008
Nao 0 0,0 26 19,8 26 16,1
Febre
Sim 18 60,0 79 60,3 97 60,2 0,975
Néo 12 40,0 52 39,7 64 39,8
Voémito
Sim 24 80,0 78 59,5 102 63,4 0,036
Néo 6 20,0 53 40,5 59 36,6
Total 30 100,0 131 100,0 161 1000  -----

Fonte: (AUTOR, 2015)

No que diz respeito a idade e sexo, 83,3% (25/30) das criancas que desenvolveram
infeccdo por RVA se situavam na faixa etaria entre 6 e 24 meses e a idade média de 17,5
(mais ou menos 14,6 meses) sendo 63,3% do sexo masculino. No que tange a variavel renda
familiar, 63,3% (19/30) dos participantes recebiam até 1 salario minimo com no valor de R$
788,00(reais) estipulado pelo Ministério do Trabalho e Emprego para o ano do estudo. Vale
ressaltar que nenhuma destas variaveis apresentou-se associacdo estatisticamente significante
(Tabela 2).
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Tabela 2- Caracteristicas demogréaficas relacionadas com a infeccdo por rotavirus em criangas
hospitalizadas. Macap4, Estado do Amap4, Brasil, 2014-2015.

Infecgdo por Rotavirus

Sim Né&o Total
Variaveis n % N % N % p
Faixa etaria
<6 meses 1 3,3 16 12,2 17 10,6 0,357
6 a 24 meses 25 83,3 98 74,8 123 76,4
>24 meses 4 13,3 17 13,0 21 13,0
Sexo
Feminino 11 36,7 61 46,6 72 447 0,325
Masculino 19 63,3 70 53,4 89 55,3
Renda Familiar
Sem renda 4 13,3 29 22,1 33 20,5 0,244
Até 1 salario minimo 19 63,3 61 46,6 80 49,7
1 até 3 salarios minimo 7 23,3 41 31,3 48 29,8
Total 30 100.0 131 100.0 161 1000  -----

Fonte: (AUTOR, 2015)

O Aleitamento Materno Exclusivo foi registrado durante os primeiros meses de vida
em 80,0% (24/30) das criangas infectadas por RVA, enquanto que 20,0% (6/30) das criangas
ndo realizaram essa pratica, ndo havendo diferenca estatisticamente significante com o grupo

de criancas ndo infectadas.

Com relagdo ao quadro vacinal, houve associagdo significante entre a infec¢do por
RVA e 0 nimero de doses da VORH recebidas (p < 0,05), pois entre as criangas que tiveram
infeccdo 46,7% (14/30) ndo tomaram nenhuma dose, e 23,3% (7/30) ndo completaram o
esquema vacinal. Ja das criancas sem infeccdo, 57,7% (75/131) tinham registro das duas

doses da vacina (Tabela 3).
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Tabela 3 - Infecgdo por rotavirus segundo ocorréncia de aleitamento materno exclusivo, vacinagao para
rotavirus e a quantidade de suas doses em criangas hospitalizadas. Macapd, Estado do Amapa, Brasil, 2014-

2015.
Infecgdo por Rotavirus
Sim Né&o Total
Variaveis n % N % N % p
Aleitamento Materno Exclusivo
Sim 24 80,0 113 86,3 137 85,1 0,385
Né&o 6 20,0 18 13,7 24 14,9
Vacina
Sim 16 53,3 101 77,7 117 73,1 0,007
Néo 14 46,7 29 22,3 43 26,9
NuUmero de doses da vacina
Nenhuma 14 46,7 29 22,3 43 26,9 0,011
Uma dose 7 23,3 26 20,0 33 20,6
Duas doses 9 30,0 75 57,7 84 52,5
Total 30 100,0 131 100,0 161 1000  -----

Fonte: (AUTOR, 2015)

Algumas caracteristicas ambientais, sociais e condi¢cBes de moradia das familias

responsaveis pelas criancas que participaram do estudo foram analisadas. Das variaveis

investigadas, 96,7% (29/30) moravam na zona urbana, 56,7% (17/30) residiam em terrenos

firmes, 66,7% (20/30) tinham abastecimento de agua da rede publica nas residéncias,

conforme demonstrado na tabela 4.Porém, 66,7% (20/30), o destino dos dejetos da maioria

das familias era realizado por meio da rede geral de esgoto/fossa séptica,
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Tabela 4- Caracteristicas de moradia relacionadas com a infeccdo por rotavirus em criangas
hospitalizadas. Macapé, Estado do Amap4, Brasil, 2014-2015.

Infeccdo por Rotavirus

Sim Néo Total
Variaveis n % N % N % p
Zona de residéncia
Urbana 29 96,7 127 96,9 156 96,9 0,936
Rural 1 33 4 3,1 5 31
Edificacao
Alvenaria 13 43,3 72 55,0 85 52,8 0,398
Madeira 15 50,0 55 42,0 70 43,5
Mista 2 6,7 4 3,1 6 3,7
Terreno
Alagado 13 43,3 41 31,5 54 33,8 0,218
Firme 17 56,7 89 68,5 106 66,2
Abastecimento de agua
Rede publica 20 66,7 85 64,9 105 65,2 0,737
Pogo escavado/aberto 6 20,0 32 24,4 38 23,6
Poco artesiano 1 3,3 7 5,3 8 50
Rio/lgarapé 3 10,0 7 53 10 6,2
Destino de dejetos
Rede geral de esgoto 18 60,0 91 69,5 109 67,7 0,623
Fossa séptica 2 6,7 8 6,1 10 6,2
Fossa rudimentar 3 10,0 6 4,6 9 5,6
Rio/lgarapé 7 23,3 26 19,8 33 20,5
Total 30 100.0 131 100.0 161 1000  -----

Fonte: (AUTOR, 2015)
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Na anélise multivariada por regressdo o fator que explica uma maior ocorréncia de
infeccdo por RVA é o uso da vacina VORH, onde a crianca que ndo tomou a VORH
apresentou 2,38 vezes maior prevaléncia de infeccdo em relagdo a crianca que havia

completado o esquema vacinal (ICes%1,27-4,46; p 0,007), conforme mostra a tabela 5.

Tabela 5 -Andlise de regressdo multivariada para a presenca de infecgdo por rotavirus em criangas
hospitalizadas. Macapa, Estado do Amap4, Brasil, 2014-2015.

Variavel RP p
(1Ce5%)
Vacina contra rotavirus
Nao 2,38 (1,27-4,46) 0,007
Sim 1

RP: razdo de prevaléncia. 1Cgsu: Intervalo de confianca de 95%. p: nivel

descritivo do teste de associacdo X2.

6.3 Elaboracéo do Procedimento Operacional Padrdo modelo para as redes sentinelas do RV e

Procedimentos Operacional Padrdo para o diagnostico molecular do RV no LACEN/AP.

Foi produzido o Procedimento Operacional Padrdo modelo para as redes sentinelas do
RV, como o objetivo de melhorar o fluxo de envio de amostras ao LACEN-AP. (APENDICE
C) e Procedimentos Operacional Padrdo para estabelecer o diagndstico molecular do RV no
LACEN/AP (APENDICE D).
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7 DISCUSSAO

7.1 PERFIL MOLECULAR DA INFECCAO POR RVA

Apesar da grande diversidade gendmica e antigénica de RV, a nivel mundial apenas
um pequeno ndmero de tipos de RV tém prevalecido em seres humanos durante os Gltimas 3
décadas: RVA de tipos G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], e, mais recentemente GIP[8] e
G12P[8] co-circularam em alta frequéncia, contribuindo 80-90% de todas as infec¢des de RV
na América do Norte, Europa e Australia (DESSELBERGER, 2014)

Em Macapa, estado do Amapa, foram analisadas 161 amostras fecais 2015
provenientes de criancas diarreicas e ndo diarreicas de 0 a 5 anos de idade no periodo de
janeiro de 2014 a julho de 2015, sendo que 22,2% (30/135) das criangas diarreicas
apresentaram infeccdo por RVA. Essa frequéncia foi elevada se comparada com os dados de
Neves et al., (2015) em estudo conduzido em Rio Branco no estado do Acre no periodo de
2011 a 2012 e de Gurgel et al., (2014) em Sergipe, no periodo de 2006 a 2012 os quais
encontraram frequéncias inferiores de 9,6% (47/488) e 12,5% (231/1841) de positividade para
RVA, respectivamente. Estes resultados provavelmente podem ser devido ao ndmero
amostral, a duracéo e ao periodo de conducéo do estudo.

No presente estudo observamos a circulacdo de RVA somente nas criangas diarreicas
em frequéncia de 22,2% (30/135). Estes achados foram similares aos encontrados em Belém,
Pard, regido norte do Brasil que mostraram 24,1% de positividade para RVA em criancas
hospitalizadas (JUSTINO et al., 2011) e na regido centro oeste com frequéncia de 23,2%
(ANDREASI et al., 2007). E possivel que essas diferencas entre os resultados obtidos deva-se
a fatores como periodo dos achados e a quantidade de criangas investigadas.

Vale ressaltar que a infeccdo por RVA em criangas assintomaticas ndo foi detectada
no presente estudo o que difere de achados conduzidos na regido norte que relataram a
presenca de RVA causando infecgdo nosocomial em neonatos internados em hospital publico
de Belém, Pard em 82,3% (42/51) dos neonatos (LINHARES et al., 2002) e em criangas com
RVA assintomaticas para diarreia em que os RVA foram detectados em 1,2% (3/247) dos
casos analisados em estudo conduzido em Rio Branco, Acre (NEVES et al., 2015).

Importantes estudos tém corroborado com a existéncia de infeccdo em individuos

assintomaticos o que representa uma importante fonte de transmissao do virus principalmente
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associada ao norovirus e ao rotavirus (PHILLIPS et al., 2010; RAMANI., 2010). A auséncia
de positividade nos espécimes fecais de criangas assintométicas analisadas na presente
investigacdo pode representar uma limitacdo do estudo relacionada ao periodo das colheitas
das amostras fecais, contudo, alerta-se para a necessidade do monitoramento continuo nas
redes sentinelas nos casos de infecgdo nosocomial por RVA.

A andlise por Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (EGPA) foi realizada em todas as
amostras do presente estudo que foram positivas pelo teste imunuenzimatico sendo detectado
0 padrao eletroforético de migracdo longa em 60% (18/30) dos casos. Vale ressaltar que todas
as amostras negativas para RV na EGPA foram submetidas a RT-PCR. O contrério foi
observado no estudo de Neves (2015) que observou tanto padrdes com perfil eletroforético
longo quanto curto, porém daqueles com padrdo longo (27% das situacBes), estavam
associados ao genotipo G12P[8].

O conhecimento da epidemiologia molecular dos RV € de grande relevancia para a
vigilancia das DDAs bem como o monitoramento dos genétipos de RVA no periodo ap6s a
vacina. O estado do Amapa atualmente ndo possui dados sobre os genoétipos circulantes de
RVA na regido e o presente estudo demonstrou a importancia de se conhecer o grupo e 0s
genotipos de RVA predominantes no estado. Durante o periodo analisado foi identificado um
unico tipo circulante, o gendétipo emergente G12P[8]. Tal achado pode ser atribuido a
introdugdo deste gendtipo na regido, a flutuacdo na circulacdo dos gendétipos ao longo do
tempo. Portanto, a monitorizacdo das cepas circulantes na regido € necessaria durante o
periodo pds vacina o que tem sido evidenciado em varios estudos conduzidos no Brasil e no
mundo (DELOGU et al., 2015; NEVES et al., 2015b; SOARES et al., 2012).

No presente estudo, foi demonstrada uma prevaléncia de 100% das criangas com
diarreia aguda infectadas pelo gendtipo G12P[8]. Estudo conduzido por Delogu et al., (2015)
em criancas hospitalizadas com e sem diarreia, relataram a disseminacéo do gen6tipo G12P[8]
em 75% das criancas investigadas com RVA principalmente associado com o0s cinco
gendtipos G1, G3, G4, G9P[8] e G2P[4] que sdo os mais comuns em todo o mundo, além das
amostras emergentes incluindo os genétipos G6, G8 e G12. Além disso, o G12P[8] foi
observado se disseminando em uma area limitada da Italia durante um estudo de vigilancia
conduzido em 2012-2013. Ao norte da Espanha este gendtipo foi detectado
predominantemente em 65% dos casos de gastrenterite por RVA no periodo de 2010 a 2011
(CILLA et al., 2013). Esses dados confirmam o aumento crescente deste gendtipo emergente
em varias regides do mundo, que possivelmente ocupara o sexto gendtipo do globo
(DELOGU et al., 2015)
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Em estudo conduzido em Rio Branco, Acre, no periodo de 2011 a 2012 em amostras
fecais de criangas diarreicas e ndo diarreicas o genotipo G12P[8] foi detectado em menor
proporcéo e associado a 23% dos casos (NEVES et al., 2015a) além de algumas regides da
Argentina no periodo de 2008 a 2009 com uma incidéncia de 24,8% das infec¢bes causadas
pelo RVA G12P[8] (STUPKA; DEGIUSEPPE; PARRA, 2012).

Segundo Matthijnssens et al. (2012) a distribuicdo de genotipos de RVA flutua tanto
no decorrer do tempo quanto nas diferentes regides geograficas. Contudo, 0s mecanismos
envolvidos neste fendmeno ainda ndo sdao bem estudados. Existem evidéncias de que tanto a
imunidade homotipica quanto a heterotipica contra a infec¢do natural por RVA desempenha
um papel importante tanto em nivel individual quanto populacional. Vérios fatores tais como
o fluxo migratério crescente de pessoas no mundo; a emergéncia de variantes de RVA; a
diversidade genética dos diferentes gendtipos; a facilidade de transmissdo e resisténcia do
virus; fatores relacionados ao hospedeiro (genéticos, anticorpos maternos, imunodeficiéncia,
parasitas intestinais, desnutrigdo, deficiéncia de zinco, entre outros). Tais fatores poderiam
também estar corroborando para a diversidade genética dos genétipos de RVA globalmente.

Mundialmente, antes da inclusdo da VORH no Programa Nacional de Vacinagdo do
Brasil, o gen6tipo mais predominante entre as amostras denominadas de usuais era o tipo
G1P[8] (CARVALHO-COSTA et al., 2009), porém, no periodo pds vacina, foi registrada a
circulagdo dos gendtipos ndo usuais G12, circulando em vérias regides do pais. Este fato,
provavelmente foi devido a uma sele¢do ocorrida apds a implantacdo da vacina (BUCARDO
etal., 2015; GOMEZ et al., 2014; LUCHS et al., 2015; SOARES et al., 2012).

Ainda com relacdo ao genotipo G12, este tem sido descrito desde 2003 na regido sul
do Brasil e de 2008-2010 na regido norte em combinacdo com o0s gendtipos P[9] e P[6],
respectivamente. Contudo, até 0 momento, poucos trabalhos tém relatado o genoma completo
do RVA G12. Silva et al. (2014) determinaram a constelacdo gendmica do gendtipo G12P[9]
e G12P[8] detectados no Brasil entre 2006 e 2011 e sugeriram que 0s genotipos G12P[9]
(AU-1-like) e G12P[8] (Wa-like) detectados em diferentes regides do Brasil néo
compartilham uma origem comum. Ja o G12P[8] compartilhou com a constelagdo RVA Wa-
like humana. (GOMEZ et al., 2014).

Soares et al. (2012), em estudo de vigilancia dos gendtipos de rotavirus identificaram
0 genoOtipo G12 na regido norte do Brasil coletados a partir de criangcas com diarreia aguda
menores de cinco anos de idade acompanhadas no periodo de janeiro de 2008 a outubro de
2010. O gendtipo mais prevalente foi 0 G2P[4] contribuindo com 45,6% (126/303) dos casos.

O genotipo G12P[6] foi identificado associado a cinco casos, e-este achado se constituiu na
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primeira deteccdo do genotipo G12 na América Latina mostrando a emergéncia deste
genotipo.

Ja na presente analise, o gendtipo G12 foi identificado em 100% dos casos. Esta alta
prevaléncia foi descrita pela primeira vez na regido norte por Neves et al. (2015a) em 23,4%
dos casos analisados, porém circulando concomitantemente com outros genotipos usuais e

ndo usuais de RVA.

7.2 PERFIL EPIDEMIOLOGICO DA INFECCAO POR RVA

Durante o periodo estudado foi demonstrado a triade classica associada a infec¢do por
RVA, diarreia, vomito e febre em 43,3% (13/30) dos casos. Segundo Lanata et al., (2013), a
gastrenterite pode ser causada por varios patdgenos, entre 0s quais, 0S Virus sao responsaveis
por mais da metade dos casos. No presente estudo todas as criancas que apresentaram
infeccdo por RVA estavam com quadro de diarreia aguda (p <0,008). Das criancas que
apresentaram febre e vomito associadas a infeccdo por RVA o indice foi de 43,3% (13/30).
Staat et al. (2002) e Neves et al. (2015) obtiveram resultados superiores quando relacionaram
febre e vOmito a infeccdo por RVA, com frequéncias de 63% e 55%dos casos,
respectivamente.

Durante as investigacdes do estudo atual, foi identificado somente positividade para
RVA por cepas emergentes G12P[8]. Trabalhos recentes que relatam este gen6tipo emergente
ainda ndo estdo bem estabelecidos e ndo mostram relacdo da triade classica com relacdo a este
genotipo ndo usual de RVA.

Em estudos de Vigilancia das gastrenterites agudas, Linhares et al. (2006) sugerem
gue o estado imunoldgico apds a introducdo de novas cepas em uma determinada regido e as
variagfes na viruléncia entre as linhagem podem estar relacionadas com a gravidade da
doenca. Desse modo, € comum ocorrerem casos mais graves do que aqueles associados com
0s tipos comuns de RV devido a ndo exposicao prévia aos tipos.

Dentre as criangas que apresentaram um percentual maior de ocorréncia da infeccéo
por RVA, estdo as do sexo masculino com 63,3% dos casos confirmados. Esta frequéncia foi
similar aos achados de Silva, Souza, Melo (2010) e Neves et al. (2015) que demonstraram
prevaléncia de 72% e 61,7% dos casos masculinos, respectivamente.

Existem poucos relatos de estudos longitudinais que demonstrem a prevaléncia das
cepas circulantes e a possivel pressdo exercida pela vacina e, portanto, tal possibilidade nédo

pode ser excluida apesar de evidéncias que sugerem que tal predominancia seja pela variacao
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secular, como nos estudos de Dor6 et al. (2014). Além disso, Justino et al.(2011) e Yen et
al.(2011), em pesquisa no periodo pés vacinal apontaram alta efetividade das vacinas
Rotarix™ (RV1) e RotaTeq™ (RV5) contra as cepas ndo vacinais.No estudo atual o genétipo
detectado circulando no estado do Amapa no periodo de 2014 a 2015 difere do gendtipo
usado na composicdo da vacina com 30% (9/30) das criangas tendo realizado as duas doses da
VORH.

De acordo com dados da literatura, as vacinas contra o0 RV demonstraram eficicia nas
duas doses para a prevencao de casos graves da infec¢do. No entanto, assim como nos estudos
de Bucardo et al. (2015) registraram um elevado aumento nos indices de hospitalizacéo
associado com a emergéncia do gendtipo G12 em populagdo vacinada da Nicardgua que 30%
(9/30) das cepas G12P[8] foram detectadas em criancas com esquema vacinal completo. Esse
fato pode estar relacionado com a baixa imunidade vacinal em criancas com idade acima dos
12 meses (CORREIA et al., 2010).

Pesquisas apontam para o declinio dos niveis de anticorpos maternos transplacentarios
durante os primeiros meses de vida (CLARK et al., 2004). O potencial papel protetor do leite
materno também foi relatado por (SANTOS et al., 2015), com a sugestdo de que politicas
publicas de satde devam ser direcionadas para o contexto de cada localidade, a fim de reduzir
os problemas que envolvem o desmame precoce. Uma possivel explicacdo para o ocorrido
neste estudo o qual demonstrou um indice de infeccdo para RVA de 20% (6/30), o que pode
sugerir maior probabilidade de contrair infeccdes gastrintestinais.

Os dados obtidos neste estudo registraram a infeccdo por RV em mais de 80% das
criancas na faixa etéaria de 6 a 24 meses, porém, ndo houve significancia estatistica (p<0,357).
Esta faixa etaria mais prevalente foi semelhante a outros estudos conduzidos aqui no Brasil
gue apontam que é na faixa entre 6 a 24 meses que se observa a maior incidéncia de diarreia
por RVA (LINHARES; ARAUJO; JUSTINO, 2013; LINHARES et al., 2011).

Observou-se que as caracteristicas da populacdo estudada sdo equivalentes com o
evento sob estudo, ou seja, considerando as diarreias como agravo de transmisséo fecal oral,
sdo encontradas com frequéncia em familia de baixa renda e que habitam em condi¢fes
precarias de moradia. Por outro lado, é importante considerar que as diarreias causadas por
RV podem acometer individuos de qualquer nivel socioecondmico. Tais resultados também
foram observados em estudos semelhantes, realizado em Recife, no Instituto Materno Infantil
de Pernambuco (CAUAS et al., 2006) e no Piaui, na cidade de Bom Jesus (ARAUJO et al.,
2010).
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Vale ressaltar que neste estudo mais da metade (63,3%) dos responsaveis pelas
criangas responderam que recebem uma renda mensal de até um saldrio minimo. As
condicgdes socioeconémicas precarias em que vive a populacdo investigada pode ser um fator
de risco de doencas infecto-parasitarias. Todavia, independente de raca ou condicGes
socioecondmicas, a infeccdo por RV atinge praticamente todas as criangas na faixa etaria de 2
a 3 anos (LINHARES; ARAUJO; JUSTINO, 2013).

O presente estudo constatou que o esquema completo da VORH influenciou
significativamente, na reducdo da infeccdo por RVA. Na andlise de regressdo multivariada o
nimero de doses (esquema completo e incompleto) teve associacdo dependente com a
infeccdo por RVA (Rp ajustada 2,38 IC 95% 1,27-4,46 p 0,007) mostrando uma possivel
protecdo entre criancas que fizeram o esquema completo. Contudo, entre as criancas que
foram idade elegivel para a vacina, 30% (9/30), foram positivas para RVA e receberam a
VORH, 100% delas foram infectadas pela cepa G12P[8].

Diversas investigacdes apontam que 0s riscos da saude publica aumentam sob
condi¢cdes ambientais diversas. A vasta disseminacdo dos RV caracteriza efetiva transmissédo
inter-humana facilitada pela reconhecida estabilidade desses virus no meio ambiente
(GANIME et al., 2012; LINHARES; ARAUJO; JUSTINO, 2013).

Portanto, no presente estudo observou-se que 66,7% (20/30) das criangas infectadas
por RVA possuiam abastecimento de d&gua no domicilio oriundo da rede publica, mas, devido
0 abastecimento precario na regido, estocavam a agua para consumo em cisternas
improvisadas e descobertas, favorecendo a contaminagdo. Outros 30%, referiram utilizar a
agua para consumo de poco escavado, rio e igarapé. Quanto ao destino de dejetos 67,7% dos
entrevistados responderam que usavam a rede geral de esgoto e 20,5% eliminam os dejetos
em rios e igarapés. Apesar de ser dificil se avaliar diretamente o impacto da contaminacéo
ambiental na incidéncia e prevaléncia das doencas infecciosas em determinada regido,
diversos relatos sugerem que 0s riscos para a saude publica aumentam em condicOes
ambientais adversas, acrescentando a falta de acesso a dgua potavel, esgotamento sanitario,
coleta de residuos sdlidos e moradia adequada (PAZ; ALMEIDA; GUNTHER, 2012;
RASELLA, 2013). Segundo Miagostovich e Prado, (2014), o acesso ao saneamento basico,
particularmente, esgotamento sanitario, ainda é bastante desigual no pais e este estd
diretamente ligado a qualidade de vida da populacéo. Dados sobre a distribuicdo e prevaléncia
de grupos virais de importancia médica no ambiente reforcam a importancia do saneamento

béasico no controle das doengas virais de veiculagéo hidrica.
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Concluindo, os resultados obtidos no presente estudo refletem a importancia da
gastrenterite aguda causada por RV no estado do Amap4, onde, o genotipo predominante no
periodo estudado foi o G12P[8] que circulou na Europa, América e em algumas regides do
Brasil. Tal achado, confirma a necessidade da implementacéo da rede de vigilancia no estado
do Amapa visando a adogdo de medidas educativas e de controle, além de estudos
moleculares adicionais para a caracterizagdo do genotipo G12P[8].

8 CONCLUSAO

- O RVA foi detectado apenas nas criancas diarreicas do estado do Amapéa no periodo de 2014

a 2015;

- Somente o padrao eletroforético longo de rotavirus A circulou entre as criancas estudadas;

- A prevaléncia do gendtipo ndo usual confirmou a introducdo de cepas emergentes de RVA
no estado do Amapa;

-As criangas infectadas com o rotavirus apresentaram febre, vomito e diarreia confirmando a
triade classica da doenca;

- As condicdes de abastecimento de &gua da rede publica as comunidades e o destino
adequado aos dejetos sdo fatores importantes para controlar a transmissdao do RVA no
Amapg;

- O uso do esquema completo da VORH representou uma importante estratégia para a

diminuicdo da infec¢do por RVA.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Durante as andlises epidemioldgicas sobre a infeccdo por RVA no Amapa foi
evidenciado a importancia desses agentes no desenvolvimento das diarreias agudas,
especialmente nas formas graves. Nesse contexto, se faz necessario a implementacdo de
medidas de vigilancia epidemioldgica das diarreias. No presente estudo, observou-se a adogéo
de um modelo de Procedimento Operacional Padrdo (POP) para envio de amostras ao
LACEN pelas redes sentinelas do RV e POPs para estabelecer o diagnostico molecular do RV
no LACEN. Finalmente, ressalta-se a importancia de se fazer o treinamento aos profissionais
de satde das unidades sentinelas para o enfrentamento dos casos de gastrenterite aguda na
regido, haja vista a relevancia dos problemas causados pelos RV bem como o0 monitoramento
dos genotipos circulantes na regido, principalmente no cenario pds introducdo da vacina

contra rotavirus.
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10 PERSPECTIVAS

A presente investigacdo demonstra que estudos moleculares adicionais sdo necessarios
para os genes VP7 e VP4, no que diz respeito ao sequenciamento de nucleotideos além da
elucidacdo dos gendtipos circulantes para 0s outros genes estruturais e ndo estruturais de RVA

gendtipo do G12P[8] ja que o crescimento deste tipo € global.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Implantacdo da Técnica de RT-PCR para a Determinacdo dos
Genotipos de Rotavirus A Circulantes em Criangas no Amapa em apoio a Vigilancia

Epidemiologica.

O seu filho, ou menor sob sua responsabilidade, estd sendo convidado a participar de uma
pesquisa. Por favor, leia as informacbes cuidadosamente e discuta com quem desejar.

Pergunte-nos se houver algo que ndo esteja claro ou caso queira mais informacdes.

1. Qual € o objetivo do estudo?

Identificar a presenca de Rotavirus presentes nas fezes de criancas com e sem o quadro
diarreico contribuindo assim com a Vigilancia Epidemioldgica junto a Secretaria de Satde do
Amapa com o intuito de melhorar o diagnostico, o tratamento e o esclarecimento a populagéo
sobre este virus.

2. O que esses virus podem fazem?

Os Rotavirus podem causar diarreia, dor de barriga, febre, enjéo, vomito e dor no corpo. Se
ndo tratada pode levar a desnutricéo.

3. Meu filho (ou menor sob minha responsabilidade) ndo estd doente. Por que ele foi
escolhido?

Porque criangas que nao estdo doentes também podem ter na barriga alguns virus e nao sentir
nada.

4. Meu filho (ou menor sob minha responsabilidade) tem que participar da pesquisa?
N&o. Vocé autoriza a participacédo do seu filho se quiser e sempre estara livre para retirar essa
participacao a qualquer tempo, sem a necessidade de apresentar explicacdes. A sua decisdo de
ndo deixar seu filho participar em qualquer tempo ndo afetard os cuidados médicos do seu
filho.

5. O que acontecerd se eu concordar que meu filho (ou menor sob minha
responsabilidade) participe desta pesquisa?

Vocé deverd assinar este termo de consentimento para que a crianga possa participar. Apos
assinar, ndés vamos entregar um frasco onde vocé devera colocar uma pequena quantidade de

fezes. VVocé ird nos devolver o frasco para que possamos realizar os exames. Sera também
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necessario que vocé nos dé algumas informagGes como: nome, idade e sintomas como:
diarreia ou cdlica,vomito, se ja é vacinado contra o rotavirus.

6. Quais sdo as possiveis desvantagens e riscos para quem participar?

N&o ha desvantagens em se participar do estudo. VVocé tera apenas o desconforto de colocar as
fezes no potinho. A crianga deve fazer “cocd” sobre um jornal e depois vocé deve colocar o
material dentro do potinho.

7. Quais sdo os possiveis beneficios para quem participar?

O exame de fezes serve para saber se a crianca tem algum virus na barriga que causa diarreia
e depois, se necessério, fazer o tratamento correto. O responsavel pela crianca tambem
receberd informacdes de como as pessoas se contaminam com o rotavirus e como fazer para
evitar. Vocé ndo ira pagar pelos exames realizados e pela consulta médica.

8. A participacdo do menor sob minha responsabilidade nesse estudo sera confidencial?
Sim. Todas as informacdes sobre a crianca serdo usadas apenas para analise dos resultados
pelos pesquisadores do projeto. O nome da crianca e de seu responsavel bem como todas as
informac@es que vocé nos der ndo serdo revelados fora das instituicGes de pesquisa.

9. O gque acontecera ap0s a entrega das fezes?

Seré realizado o exame de fezes e o resultado sera entregue a vocé. O Hospital da Crianca do
Amapa, na Unidade de Pronto Atendimento Infantil e no Laboratério Central de Saude
Publica do Amapa (LACEN-AP).

O que restou das fezes, bem como os isolados de microorganismos e amostras de RNA
obtidas a partir das fezes e culturas serdo armazenadas no LACEN-AP e fardo parte do
patriménio genético da Instituicdo. Os mesmos poderdo ser utilizados em estudos futuro a
serem desenvolvidos no LACEN-AP e no Instituto Evandro Chagas.

10. Quem esta coordenando e pagando pela pesquisa? O Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude juntamente com o LACEN-AP e o Governo do Estado do Amapa.

12. Como conseguir mais informagdes?

Procure a equipe de técnicos do LACEN-AP/ VIROLOGIA: 096-3212-6175, Coordenacéo de
projetos do LACEN-AP: 096-3212-6165 ou Resp. Técnica por rotavirus (autora do projeto):
96-81413610.

Leia também o que esta escrito abaixo, marque com um X no quadrado ao lado do texto que

VOCé esta de acordo e, em seguida, assine no local indicado ou dé a sua impresséo digital.
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Nome: Sexo ()M () F. Idade
Endereco: Bairro
Registro do domicilio N° do RG do adulto/responséavel

Para autorizar a PARTICIPACAO DA CRIANCA SOB SUA RESPONSABILIDADE
marque com um “X” se concordar com 0s termos:

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram

lidas para mim sobre o estudo no termo de consentimento livre e esclarecido e tive a

oportunidade de fazer perguntas. Por isso concordo que 0 menor, cujo nome esta descrito

acima, participe da pesquisa.

LOCAL: . e e 0[RRSI de..ovrinnne.
Assinatura do Responsavel Assinatura da pessoa que obteve 0
ou consentimento

Impressao digital
RUA TANCREDO NEVES, 1118 - BAIRRO SAO LAZARO . CEP: 68908-530.
MACAPA-AP. FONE: (96) 3212-6169/3212-6165/32126175.
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APENDICE B - FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA

FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA
Titulo do Projeto: IMPLANTACAO DA TECNICA DE RT-PCR PARA A
DETERMINACAO DOS GENOTIPOS DE ROTAVIRUS A CIRCULANTES EM

CRIANCAS NO AMAPA EM APOIO A VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

Registro n° Data do atendimento: / /

Categoria do Atendimento: () Demanda direcionada () Buscaativa

Classificacao (Preenchimento posterior): () Grupo diarréico () Grupo controle

DADOS PESSOAIS E OCUPACIONAIS

Nome:

Idade: Data de Nascimento: / / Sexo: () Masculino ( )

Feminino

Filiacdo:

Pai:

Mée:

Cidade de nascimento:
UF:

DADOS DE MORADIA E DE CONDICOES DE HABITACAO

Endereco: n°

Bairro:

Cidade: UF:

Zona: () Urbana ( ) Rural Tempo de moradia atual (anos) N° de co-
habitantes:

Tipo de edificagdo: ( ) Alvenaria ( ) Madeira ( ) Enchimento ( ) Mista ( )

Outros:

Tipo de terreno: ( ) Firme (Seco) ( ) Alagado

Forma de abastecimento de &gua no domicilio: () Rede Publica () Pocgo

escavado/aberto
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( ) Poco artesiano () Rio/igarapé/lago () Outros:

Origem da agua de consumo: ( ) Rede Publica ( )Poco ( ) Riol/lgarapé ()
Mineral

Tratamento da agua de consumo: ( ) Sim ( ) Naéo Qual?

Destino dos dejetos: () Rede geral de esgoto ( ) Fossa séptica () Fossa rudimentar
() Rioligarapé

() Outros:
Destino do lixo: () Coleta publica () Queimado ( ) Enterrado ( ) Céu Aberto ( )

Outros:

HABITOS ALIMENTARES

Faz refeices fora de casa? ( ) Sim ( ) Ndao Frequéncia (vezes): Semanal
Mensal

Nos ultimos dias comeu algum alimento que possa ter feito mal: ( ) Sim ( ) Néao

Qual? Onde?

Aleitamento materno: ( ) Sim - Por quanto tempo ( ) Néo

Quando costuma lavar as maos:
Antes de preparar os alimentos: ( ) Sim ( )N&o. Depois de usar o banheiro: () Sim
( ) Nao

Depois de trocar as fraldas do bebé: ( ) Sim ( ) Nao

Tempo de preparo dos alimentos ofertados a crianca:
Prepara os alimentos com mais de 2 horas de antecedéncia: ( ) Sim  ( )N&o
Oferece alimentacdo preparada de vespera (+ de 24h) ( )Sim ( )Nao
Oferece sobra (refeicdo anterior) de alimentos paraa criangca ( ) Sim () N&o
Uso de mamadeira:

Alimenta o bebé com mamadeira: ( ) Sim ( ) Nao

Como lava a mamadeira: ( ) Com agua e sabao () Com é&gua, sabdo e escova
apropriada
( ) Com 4&gua, sabdo, escova apropriada e fervura. Tempo
fervura
Outro produto esterilizante:

Tempo:
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HISTORIA DA DOENCA ATUAL

Ausentou-se da cidade que mora nos ultimos 30 dias? ( ) Sim ( ) Néo
Em caso afirmativo. Qual a cidade ou municipio?
UF:

Héa outro caso nacasa? ( )Sim ( ) N&o Quantos?

Esteve hospitalizado? ( ) Sim ( ) Né&o Quantasvezes? ( )1 ()2 ( )3
Fez uso de antibidticos/antiparasitario? ( ) Sim () Né&o Ha quanto tempo?
Se afirmativo. Qual? ( ) Cloranfenicol ( ) Ampicilina () Ciprofloxacina ( )
Amicacina

( )Benzetacil ( ) Vancomicina ( ) Sulfametoxazol com
trimetoprima
( ) Metronidazol ( ) Mebendazol ( ) Outros:

Tomou vacina contra rotavirus? () Néo ( )Sim2ldose ( )Sim2doses ( )

Procedéncia:

SINTOMATOLOGIA

Estacomfebre: ( )N ( )Sim Inicio: / / duracdo: __ dias
Esta com vomitos: ( ) Ndao ( ) Sim Inicio: / / duracdo: __ dias
Teve febre? ( ) Ndo ( ) Sim Inicio: / / Término: / /
duragdo: __ dias

Esta com diarréia? () Né&o () Sim Inicio: / / duracéo:

dias

Teve Diarréia? ( ) Ndao ( ) Sim Inicio: / / Término: / /
duragdo: ___ dias

Numero de evacuacdes/dia (24 horas):

Outros Sintomas: (Margue com X 0s sintomas presentes)

() Tosse seca () Tosse Produtiva
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( ) Cefaléia ( ) Calafrios ( ) Nauseas ( ) Dor abdominal

() Constipacéo ( ) Ictericia ( ) Mialgia ( ) Artralgia ( ) Prostracdo

() Anorexia ( ) Oliguria ( ) Dor retro-orbitaria

( ) Exantema () Petéquias ( ) Desidratacao

( ) Distenséo abdominal ( )Coriza () Sangue nas fezes

() Hepatomegalia () Esplenomegalia ( ) Déficit sensitivo/motor
( ) Dissociacgdo pulso/temperatura () Conjuntivite

ESTADO NUTRICIONAL

Peso: Altura:

() Eutrdficas(P/A e A/l normais) ( )Desnutrido agudo (P/A < -2 A/l
normal)

() Desnutrido pregresso (P/A normal e A/l <-2) () Obesas (P/A >2)

RESULTADO DA AVALIACAO DAS FEZES

Virus

Rotavirus () Reagente () Néo reagente

Outros patdgenos

observados:
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APENDICE - C - MODELO DE POP Critérios de sele¢io e envio de espécimes fecais
para pesquisa de rotavirus AO lacen/ap

p— ] POP  0.00.00.00
poservicobe | PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO Revis&o: 0
SAUDE Folha: 82 /123

CRITERIOS DE SELECAO E ENVIO DE ESPECIMES FECAIS PARA

Titulo: PESQUISA DE ROTAVIRUS AO LACEN/AP

Revisdo: 0 Data: 00/00/2016 Motivo: Primeira emissao

Elaborado por: Julia Pantoja Marques

Farmacéutica-Bioquimica

Referéncias: PGP 3.04.00.01 Diagnostico Laboratorial de Agravos

Executante da atividade: Profissionais de enfermagem e analistas de laboratorio.

Hora/freqiiéncia de execucao: Quando houver pacientes de até 5 anos com suspeita clinica de
rotavirus.

Local de execucéo: Laboratorio do servico de saude.

Resultado esperado: Selecdo de amostra de espécimes fecais em condi¢des

adequadas para envio ao LACEN para realizacdo de
pesquisa de rotavirus.

Caixa Térmica com gelo reciclavel,
Coletor universal;

Ficha de identificacéo, etiquetas e caneta;
Papel toalha;

Hipoclorito;

Gaze;

Equip. e materiais necessarios:

Luvas descartaveis;
Mascara;
Jaleco.

EPI necesséarios:

Cuidados Especiais - Seguir os cuidados especiais da norma de biosseguranca.

Passos:

1. Fundamento do procedimento

A qualidade dos resultados dos exames laboratoriais esta intimamente relacionada a fase pré-

analitica, que se inicia desde o preenchimento correto da requisicao, preparagéo do paciente, coleta e
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identificacdo da amostra, armazenamento temporario da amostra no local de coleta, transporte ao
laboratério, até o recebimento e cadastramento das amostras no Lacen. Esta fase deve ser
criteriosamente definida e constantemente monitorada em razdo do impacto significativo das

atividades realizadas durante este processo sobre a qualidade do resultado liberado.

2 Frascos de Coleta

Em coletor universal estéril.

3 Procedimento de Coleta

3.1 A colheita do espécime fecal deve ser realizada entre o primeiro e o quarto dia do aparecimento
da diarreia.

3.2 Nos casos de criangcas em uso de fraldas descartaveis, os profissionais de enfermagem devem
orientar os pais a forrar a fralda com gaze para melhor aproveitamento da amostra e acondicionar
no coletor universal,

3.3 Acondicionar as amostras de forma a evitar vazamento e contaminacao tanto no frasco de coleta
como na caixa térmica para o envio;

3.4 As amostras devem ser mantidas sob refrigeragdo e encaminhadas ao LACEN em até 48 horas
apos a coleta

4. Critérios de aceitacao/rejeicdo de amostra
4.1. Aceitacéo:
- A amostra devera estar refrigerada, devidamente identificada, lacrada e acompanhada da ficha

epidemiolédgica e solicitagdo médica (Apos o prazo de 24 horas,se a amostra ndo for enviada ao

LACEN,deve ser congelada);

- A amostra devera ser transportada em caixa térmica com gelo reciclavel;

- As requisi¢Bes de amostras fecais devem estar preenchidas adequadamente, sem rasuras e com as
condigdes a seguir:

a) Com letra legivel;

b) Com nome e endereco completo do paciente e telefone para contato (se houver);

c) Data de nascimento, idade e sexo,

d) Nome e carimbo do solicitante;



e) Exame solicitado.

4.2. Rejeicao:

As amostras fecais deverao ser rejeitadas quando encontrarem-se nas condicfes a seguir:

a) Material mal acondicionado;

b) Identificacdo incorreta ou incompleta;

¢) Material sem requisicdo de exame;

d) Requisicdo de exame sem material;

e) Falta de ficha de investigagéo epidemioldgica;

f) Transporte em temperatura inadequada;

g) Transporte em recipiente inadequado;

h) Amostra com coleta inoportuna para o exame solicitado;
i) Amostra chegou derramada ou quebrada;

) Amostra apresentou pendéncias documentais e sera retida no Servigco de Gerenciamento de
Amostras Bioldgicas.

84
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APENDICE - D - POP DE ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

POP 3.04.02.86
ACEN-Ap PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO Revis&o: 0
Folha: 84 / 4
Titulo: ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE
Reviséo: 0 Data: 01/02/2016 Motivo: Primeira emissao
Aprovado Edcelha Soares D’Athaide
Elaborado por: ... . Ribeiro
P Julia Pantoja Marques por: Chefe do Laboratério de
Farmacéutica-Bioquimica Virologia
Referéncias: PGP 3.04.00.01 Recebimento, andlise e processamento de

amostras hiolégicas.

Banerjee I, et al. Modification of rotavirus multiplex RT-PCR for
the detection of G12 strains based on characterization of emerging
G12 rotavirus strains from South India. J. Med. Virol., 2007, v. 79,
n°9, p.1413-1421.

Gentsch et al. Identification of group A rotavirus gene 4 types by
polimerase chain reaction. J. Clin. Microbiol., 1992; v. 30, n° 6,
p.1365-1373.

Gouvéa et al. Polimerase chain reaction amplification and typing
of rotavirus nucleic acid from stool specimens. J. Clin. Microbiol.,
1990; v. 28, n° 2, p.276-282.

lturriza-Gémara M, Kang G, Gray J. Rotavirus genotyping:
keeping up with an evolving population of human rotaviruses. J.
Clin. Virol., 2004; v. 31, n°4, p.259-265.

Leite et al. Rotavirus G and P types circulating in Brazil:
characterization by RT-PCR, probe hybridization, and sequence
analysis. Arch. Virol., 1996, v. 141, n® 12, p.2365-2374.

Executante da tarefa: a) Profissional de nivel superior responsavel pelo Rotavirus:
supervisdo, controle de qualidade, e interpretacdo dos
resultados.

b) Profissionais de nivel superior treinados: execucdo da RT-PCR

e emissao de resultado dos exames realizados no LACEN/AP

Hora/freqiéncia de execucao: 07:00h as 13:00h e 14:00h as 18:00h. De segunda a sexta feira.
Local de execucéo: Laboratorio de Biologia Molecular do Servico de Virologia.

Resultado esperado: Validagéo do ensaio e o laudo liberado em tempo habil.
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Geladeira a 4°C;

Freezer -20°C ou -70°C;

Cuba de eletroforese horizontal,
Fonte de eletroforese;

Sistema de fotodocumentacao

Equipamentos:

Materiais necessarios: e EPIs (jaleco, luvas, mascara, propé, gorro e
Oculos);
e Micropipeta e ponteiras descartaveis de 10pL;
e Parafilme;
e Abridor de microtubos

Cuidados especiais: e Utilizar equipamentos de prote¢éo individual: luvas, jaleco,
mascara, gorro e oculos de protecao.

e As micropipetas devem ser limpas com etanol 70%,

Documentos complementares:  Protocolo de identificacdo das amostras

Passos / Atividades:

1. OBJETIVO
Realizagdo da técnica de eletroforese em gel de Agarose para visualizagdo dos amplicons.

2. CAMPO DE APLICACAO

Diagnostico de infeccéo por rotavirus a partir de espécime fecal proveniente de seres humanos

apos a extracdo dos dsRNA viral.

3. TERMINOLOGIA / SIGLAS E DEFINICOES

EGPA: Eletroforese de gel de Poliacrilamida

4. PROCEDIMENTO

4.1 TECNICA

4.2.1. Montar a cuba de eletroforese horizontal de acordo com a orientacdo do fabricante.

4.2.2. Pesar 1,5% de agarose de acordo com o tamanho da cuba e o nimero de amostras a
serem testadas (Ex.: para 100 mL de TBE 1X pesar 1,59 de agarose).

4.2.3. Adicionar a agarose o tampdo TBE 1X e pesar novamente essa mistura
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4.2.4. Aquecer esta solugdo em microondas até que toda agarose seja dissolvida (1 a 2
minutos).

4.2.5. Levar a agarose novamente a balanca e completar com agua mili-Q até o volume inicial
(Ex.: 100 mL).

4.2.6. Deixar o gel esfriar um pouco e adicionar Syber Safe ou Gel Red na concentracao de
1%

4.2.7. Depositar a solugdo de agarose na cuba de eletroforese previamente montada e
verificar a formacé@o de bolhas. Caso tenha formado retird-las usando a base de uma ponteira e
encostando com cuidado no gel

4.2.8. Esperar solidificar (cerca de 15 minutos).

4.2.9. Retirar o pente dos pogos no gel.

4.2.10. Cortar um pedago de parafime e aplicar 2 yL de tampé&o carreador (Gel Loading
Solution) tantas vezes forem o nimero de amostras

4.2.11. Aplicar 6 a 10 uL de cada produto da RT-PCR ou da Nested-PCR juntamente com 2 pyL
de tampé@o carreador (Gel Loading Solution) e depositar todo o contetddo nos orificios do gel.

4.2.12. Aplicar 2 uL de peso molecular de 123 pb ou 0.6pL se for o peso de 50 pb o de 100 pb
juntamente com 2 pL de tampéo carreador (Gel Loading Solution) e depositar todo o contetdo no 1°
orificio do gel.

4.2.13. Adicionar o tampao de corrida (TBE1X) na cuba até cobrir o gel.

4.2.14. Encaixar a tampa e conectar os plugs (vermelho e preto) na cuba e posteriormente na
fonte.

4.2.15. Ligar a fonte e selecionar a corrente: 120 V, 400W e 50 minutos.

4.2.16. Deixar que as amostras corram até o inicio do terco final do gel.

4.2.17 Visualizar os fragmentos amplificados em sistema de fotodocumentacdo ou

transiluminador UV.

4.3 REAGENTES
Tampao Tris-borato-EDTA (TBE 1X)
Tampao carreador (Gel Loading Solution)

Peso molecular de 50 ou 100pb



4.4 PREPARO DE REAGENTES

a) Tampao TBE 10X Tris-base

Tris-base 108 g
Acido bérico 559
EDTA 0,5 M, pH 8,0 40 mL

Agua destilada g.s.p 1000 mL

Diluir para uso essa solugéo 1X antes do uso.

CONTROLE DE REGISTO
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Identificacao Coleta Indexagao Acesso Arquivamento Armazenamento Manutencé&o Disposicéo
Fichade | Atendimento | N°do Analistas | Laboratério | Prateleira 1 anono Lixeira
trabalho (Triagem registro e de em pastas laboratério | de
GAL LACEN) da técnicos | Virologia registrador e4no residuo
amostra. arquivo comum.
morto.
Protocolo | Laboratério | N°do Analistas | Laboratério | Prateleira 1 anono Lixeira
de ensaio | de Virologia | registro e de em pastas laboratério | de
da técnicos | Virologia suspensas e4no residuo
amostra. arquivo comum.
morto.
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APENDICE - E — POP DE ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA
(EGPA)

POP 3.04.02.87
ACEN-Ap PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO Revis&o: 0
Folha: 88 / 4
Titulo: ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (EGPA)
Revisao: 0 Data: 01/02/2016 Motivo: Primeira emissao

Aprovado Edcelha Soares D’Athaide
por: Ribeiro
Chefe do Laboratério de Virologia

Elaborado por: Julia Pantoja Marques
Farmacéutica-Bioquimica

Referéncias: PGP 3.04.00.01 Recebimento, analise e processamento de
amostras biolégicas.
HERRING A.J. et al. Rapid diagnosis of rotavirus infection
by direct detection of viral nucleic acid in silver-
polyacryamide gels. J.Clin Microbiol. 16(3):473-477.

Executante da tarefa: c) Profissional de nivel superior responsavel pelo
Rotavirus: supervisdo, controle de qualidade, e
interpretacdo dos resultados.

d) Profissionais de nivel superior treinados: execucdo da
RT-PCR e emissédo de resultado dos exames realizados
no LACEN/Ap

Hora/frequiéncia de execucdo: 07:00h as 13:00h e 14:00h as 18:00h. De segunda a sexta-

feira.
Local de execucéao: Laboratério de Biologia Molecular do Servigo de Virologia.
Resultado esperado: Validacao do ensaio e o laudo liberado em tempo habil.

Equipamentos: Geladeira a 4°C;

Freezer -20°C ou -70°C;
Cuba de eletroforese vertical;
Fonte de eletroforese;

Negatoscépio



Materiais necessarios:

Cuidados especiais:

Documentos
complementares:

Passos / Atividades:

5. OBJETIVO
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EPIs (jaleco, luvas, mascara, propé€, gorro e 6culos);
Microtubos de 200uL, 500uL e 1,7uL;

Caneta para microtubos

Estante para microtubos;

Recipiente contendo gelo;

Micropipeta e ponteiras descartaveis de 10, 50, 200,
1000pL;

Hipoclorito de sddio a 5%;

Gaze;

Abridor de microtubos

Utilizar equipamentos de protecdo individual: luvas,
jaleco, mascara, gorro e 6culos de protecao.

As micropipetas devem ser limpas com etanol 70%,

Protocolo de identificagdo das amostras para EGPA.

Realizacdo da técnica de eletroforese em gel de Poliacrilamida (EGPA) para a classificacédo

do perfil eletroforético de rotavirus.

6. CAMPO DE APLICACAO

Diagnostico de infecgdo por rotavirus a partir de espécime fecal proveniente de seres
humanos apos a extracdo dos dsRNA viral.

7. TERMINOLOGIA / SIGLAS E DEFINICOES

EGPA: Eletroforese de gel de de Poliacrilamida

8. PROCEDIMENTO

8.1 FUNDAMENTO DO METODO

Pequenos fragmentos de acidos nucleicos (< 1000 pb) podem ser separados pela
EGPA e devido ao genoma do rotavirus apresenta-se segmentado, podem ser
visualizados através desta técnica.

8.2 TECNICA

a) Montar o recipiente (placas de vidro e espacadores) onde se formara o gel.

b) Preparar a mistura do gel, de acordo com o Quadro 1 e reservar a

temperatura ambiente.

Quadro 1 — Reagente para reparo de gel de poliacrilamida
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REAGENTES CUBA PEQUENA (para 2 CUBA GRANDE (para 4 géis
géis pequenos) pequenos)
Acrilamida/Bis-acrilamida 3,32 mL 6,64 mL
Tris base 3,74 mL 7,48 mL
Agua destilada 12,56 mL 25,12 mL
Persulfato de amo6nia 10%* 400 pL 800 pL
TEMED* 20 pL 40 uL

c) Colocar a mistura dentro do recipiente de formacéao do gel,

d) Inserir o pente e guardar a polimerizagéo (cerca de 15 minutos);

e) Apobs a polimerizagédo, retirar o pente e lavar com agua destilada;

f) Montar as placas com o gel polimerizado na cuba de eletroforese e fixar

com grampos;

g) Preparar o tampéo de eletroforese, de acordo com o Quadro 2.

Quadros 2 — Reagentes para o preparo do tampéo de eletroforese

REAGENTES

CUBA PEQUENA

CUBA GRANDE

Tampao tris glicina 10X

Agua destilada q.s.p.

10 mL
100 mL

25mL
250mL

h) Colocar o tampao de corrida no reservatério

i) Aplicar 2uL de azul de bromofenol juntamente com 10uL da amostra a cada orificio do

gel.

j) Conectar os plugs (vermelho e preto) na cuba e posteriormente conecta-los na fonte.
[) Selecionar na fonte: 100V, 21mA, 100W. Deixar por 2 horas (cuba pequena) e 4 horas

e meia (gel grande).

m) Retirar o gel entre as placas apés o tempo de corrida e coloca-lo em um recipiente de

vidro.

n) Preparar os seguintes reagentes em provetas separadas:

FIXADOR
REAGENTES CUBA PEQUENA CUBA GRANDE
Etanol PA 10mL 20mL
Acido acético PA 0,5mL imL
Agua destilada q.s.p. 100mL 200mL
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CORANTE

REAGENTES CUBA PEQUENA CUBA GRANDE
Nitrato de prata ImL 2mL

Agua destilada g.s.p. 100mL 200mL
REVELADOR

REAGENTES CUBA PEQUENA CUBA GRANDE
Hidréxido de sddio 10M 7,5mL 15mL
Formaldeido PA 0.8mL 1.6mL

Agua destilada q.s.p. 100mL 200mL

SOLUCAO PARA PARAR A REACAO

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

0) Colocar o fixador juntamente com o gel e deixar

minutos.

em agitador orbital a TA por 20

p) Desprezar o fixador, adicionar o corante e deixar em agitador orbital a TA

novamente por 20 minutos.

g) Desprezar o corante e lavar duas vezes com agua destilada.

r) Adicionar cerca de 50mL do revelador, para tirar o excesso do corante, e

despreza-lo.

s) Adicionar o restante do revelador e levar o gel ao negatoscopio pra visualizacdo

do perfil eletroforético de rotavirus.

t) ApO6s o aparecimento das bandas, desprezar o revelador e adicionar a solugao

para parar a reacgao.

4.3 REAGENTES

a) Acrilamida;

b) Bis-acrilamida;

c) Tris base;

d) TEMED;

e) Persulfato de am6nio 10%;
f) Etanol PA,
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g) Agua destilada;

h) Azul de bromofenol;

i) Tampéo Tris glicina 10x;
i) Acido acético PA;

k) Nitrato de prata;

[) Formaldeido 37%;

m) Hidréxido de sédio 10M;

4.4 PREPARO DE REAGENTES
a) Acrilamida/Bis-acrilamida 30:0,8
N’N’-metileno-bisacrilamida 0,8¢g
Acrilamida 3049
Agua milli-Q q.s.p 100 mL
Adicionar acrilamida a 50 mL de 4gua destilada e homogeneizar. Acrescentar N'N’-
metileno-bisacrilamida e dissolvé-lo. Completar com agua até o volume final e filtrar.

Armazenar em recipiente transparente e estocar a 4°C.

b) Tris base 2M pH 8,8
Tris-base 24,2 ¢
Agua milli-Q g.s.p 100 mL
Adicionar a 50 mL de agua destilada 24,2 g de tris-base e homogeneizar. Completar
com agua até o volume final. Ajustar para pH 8,8 com acido cloridrico (HCI) 1M e filtrar.

Armazenar em recipientes transparentes e estocar a 4°C.

c) Tampéo Tris Glicina 10X
Tris-base 24,09
Glicina 115,3 g
Agua destilada g.s.p 1000 mL

d) Nitrato de prata
Nitrato de prata (Sigma) 5,59

Agua destilada g.s.p 30 mL

Armazenar em recipiente de vidro &mbar a 4,0 °C.



e) Azul de bromofenol

Azul de bromofenol

Glicerol

Agua milli-Q g.s.p

0,25%
20%
100 mL

f) Persulfato de amonio 10%

Persulfato de aménio

Agua milli-Q g.s.p

19

10 mL
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Em 10 mL de &gua destilada, adicionar persulfato de amonio. Homogeneizar,

armazenar em recipiente transparente e estocar a 4°C.

g) Hidroxido de s6dio 10M

Hidroxido de sédio

40¢g

Agua destilada g.s.p 100 mL

CONTROLE DE REGISTROS

Armazenar em recipiente de plastico a TA.

Identificacéo Coleta Indexagao Acesso Arquivamento | Armazenamento | Manutenc&o | Disposigao
Ficha de Atendimento | N°do Analistas | Laboratério de | Prateleira em 1 ano no Lixeira de
trabalho GAL | (Triagem registroda | e Virologia pastas laboratério e | residuo
LACEN) amostra. técnicos registrador 4 no arquivo | comum.
morto.
Protocolo de Laboratério N° do Analistas | Laboratério de | Prateleira em 1 ano no Lixeira de
ensaio de Virologia | registroda | e Virologia pastas laboratério e | residuo
amostra. técnicos suspensas 4 no arquivo | comum.

morto.
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APENDICE - F - POP DE REALIZACAO DA NESTED-PCR PARA
GENOTIPAGEM DE ROTAVIRUS

. POP 3.04.02.88
Acen-ap PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO Reviséo: 0

Folha: 94 / 4

REALIZACAO DA NESTED-PCR PARA GENOTIPAGEM DE

Titulo: ROTAVIRUS

Revisdo: 0 Data: 01/02/2016 Motivo: Primeira emissao

Elaborado - . . Edcelha Soares D’Athaide
por: Julia Pantoja Marques Aprovado por: Ribeiro

Farmacéutica-Bioquimica Chefe do Laboratério de Virologia

Referéncias: PGP 3.04.00.01 Recebimento, andlise e processamento de
amostras biologicas.

Banerjee |, et al Modification of rotavirus multiplex RT-PCR
for the detection of G12 strains based on charecterization of
emerging G12 rotavirus strains fron South India. J. Med.
Virol., 2007, v. 79, n°9, p. 1413-1421.

Gentschet al. Identification of group A rotavirus gene 4 types
by polimerase chain reaction. J. Clin. Microbiol., 1992: v.30,n°
6, p. 1365-1373.
Gouvéa et al. Polimerase chain reaction amplification and
typing of rotavirus nucleic acid from stool specimes. J. Clin.
Microbiol., 1990; v. 28, n°2, p. 276-282.

lturriza-Gémara M, Kang G, Gray J. Rotavirus
genotyping: keeping up with an evolving population of human
rotaviruses. J Clin Virol., 2004; v. 31, n°4, p.259-265.
Leite et al. Rotavirus G and P types circulating in Brazil:
Characterization by RT-PCR, probe hybridization, and
sequence analysis. Arch. Virol., 1996, v. 141, n°12, p. 2365-
2374.

Executante da tarefa: e) Profissional de nivel superior responsavel pelo
Rotavirus: supervisdo, controle de qualidade, e

interpretacao dos resultados.



Hora/frequiéncia de
execucao:
Local de execucéao:

Resultado esperado:

Equipamentos:

Materiais necessarios:

Cuidados especiais:

Documentos
complementares:

Passos / Atividades:
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f) Profissionais de nivel superior treinados: execucdo da

RT-PCR e emissao de resultado dos exames realizados
no LACEN/Ap

07:00h as 13:00h e 14:00h as 18:00h. De segunda a sexta

feira.

Laboratorio de Biologia Molecular do Servigo de Virologia.

Validacdo do ensaio e o laudo liberado em tempo habil.

Geladeira a 4°C;

Freezer -20°C ou -70°C;
Micro “spin”;

Céamara asséptica para PCR;
Termociclador;

Agitador de tubos orbitais

EPIs (jaleco, luvas, mascara, propé, gorro e 6culos);
Microtubos de 200uL, 500uL e 1,7uL;

Estante para microtubos;

Recipiente contendo gelo;

Micropipeta e ponteiras descartaveis de 10, 50, 200,
1000pL;

Hipoclorito de sédio a 2,5%;

Cooler;

Gaze;

Abridor de microtubos

Utilizar equipamentos de protegéo individual: luvas,
jaleco, mascara, gorro e Oculos de protecao.

As micropipetas devem ser limpas com etanol 70%,

O procedimento deve ser realizado em cabine de
fluxo laminar classe A2,

Antes e apdés o procedimento a cabine de fluxo
laminar deve ser limpa com hipoclorito a 2,5% e

esterilizada por acéo da luz UV durante 10 minutos.

Protocolo de identificacdo das amostras para Nested-PCR.



96

9. OBJETIVO

Realizacdo da Técnica de “ Nested-PCR” para genotipagem de rotavirus..

10. CAMPO DE APLICACAO

Este POP aplica-se as amostras fecais oriundas das redes sentinelas de rotavirus
prestados pelo Servico de virologia do Laboratério de Referéncia do Estado do Amapa.

11. TERMINOLOGIA / SIGLAS E DEFINICOES

a)
b)
c)
d)
e)

f)

0)

dsRNA: &cido ribonucléico viral de fita dupla;

cDNA: DNA complementar;

pb: pares de base;

primers ou iniciadores: pequena seqiiéncia de RNA com ate 20 nucleotideos;
Beg9(+)/End9(-): “primers” para amplificar uma regido de 1062pb do gene
VP7,

4con3(+)/4con2(-): “primers”para amplificar uma regido de 875pb do gene
VP4,

uL: microlitro;

nm: nanomoles;

MM: micromolar;

°C: graus Celsius;

EPI: equipamento de protecéo individual;

RT-PCR: Reacdo em cadeia da polimerase precedida da transcricao reversa,;
TBE: tampao Tris-borato-EDTA,;

MQ: milli-Q;

dNTPs: desoxiribonucleotideos;

12. PROCEDIMENTO
12.1FUNDAMENTO DO METODO
A Nested-PCR é uma técnica que emprega uma segunda etapa de amplificacéo

com um iniciador utilizado na primeira etapa, no caso RT-PCR, com iniciadores

internos do gene em estudo e visa aumentar a sensibilidade especificidade do

método.

12.2

— DESCRICAO DOS INICIADORES (“ PRIMERS”)

Uma mistura de 1uL de primers para deeccdo dos gendtiposo G e P de

rotavirus na concentracdo de 20uM sdo usados visando amplificar fragmentos

especificos de acordo com o descrito no Quadro 1.
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Quadro 1 Sequéncia dos primers utilizados na Nested-PCR para caracterizagdo molecular

dos tipos G e P de rotavirus.

Tamanho
Primer Sequéncia Gene amplicon Referéncia
(pb)
End 9 (-) GGT CAC ATC ATACAATTCT VP7 - Gouvea,1990
BT1(+)G1 CAAGTACTC AAATCAATGATGG VP7 749 Gouvea,1990
CT2 (+)G2 CAATGATATTAACACATTTTCTGT VP7 652 Gouvea,1990
DT4(+)G3 G VP7 374 Gouvea,1990
ET3(+) G4 CGT TTG AAG AAG TTG CAA CAG VP7 583 Gouvea,1990
FT9(+)G9 CGTTTCTGGTGAGGAGTTG VP7 306 Gouvea,1990
G12 (+) CTA GAT GTAACT ACAACT AC VP7 515 Banerjee, 2007
4con 3 (+) CCG ATG GAC GTAACG TTG TA VP4 - Gentsch, 1992
P[8] (-()deg TGG CTT CGC CAT TTT ATAGACA VP4 345 Iturriza-Gomara, 2000
2T-1(-) P[4] TCT ACT GGRaTTR2 ACNP TGC VP4 483 Gentsch, 1992
3T-1(-) P[6] CTATTG TTA GAG GTT AGA GTC VP4 267 Gentsch, 1992
4T-1(-) P[9] TGTTGATTAGTT GGATTC AA VP4 391 Gentsch, 1992
TGA GAC ATG CAATTG GAC
aR=AouG

bN=A,G,CouT

12.3 — SALA DA MIX (SALA LIMPA)

a)
b)
c)

d)

e)

f)

9)
h)

Esterilizar a sala de preparo da mistura por meio de luz UV por 10 minutos.

Identificar os microtubos a serem usados na reacgéo.

Com o jaleco de transporte, pegar gelo picado na sala de esterilizagéo,
colocar no recipiente de transporte e transferir este gelo para o recipiente da
sala de mix.

Retirar todos os reagentes necessarios do freezer -70°C e transporta-lo até
a sala de mix.

Descongelar os reagentes e colocé-los no gelo.

Em um microtubo estéril preparar a mistura da reacao para o cDNA e para a
RT-PCR de acordo com os reagentes constantes na tabela 1.

Aliquotar 24pL da mistura em cada tubo previamente identificado.
Transferir os microtubos para o recipiente de transporte com gelo e levar
para a sala de biologia molecular.

Tabela 1- Sequéncias dos iniciadores utilizados na Nested-PCR para

caracterizacao molecular dos tipos G e P de rotavirus.
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Tabela 1 — Reagentes necessarios para realizacdo da Nested-PCR

REAGENTES Nested
Por reacao em pL
Produto da RT-PCR* 2
dNTP (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) 2,5mM 2
Tampao 10X sem magnésio 2.5
MgCl> 50mM 1
Primer consensual: tipo G (RVG9) ou P (4con3) 1
Pool de primers especificos: tipo G ou P* 1
Taq DNA polimerase 5 U/uL 0,25
Agua DNAse/RNAse free 23

* Seréd adicionado na sala de amplificac@o extragcdo

12.4 — SALA DE BIOLOGIA MOLECULAR

a) Na camara de PCR adicionar 2L do produto da RT-PCR em cada microtubo
correspondente a amostra,
b) Centrifugar os tubos a 13.000 rpm por 20 segundos;

c) Levar os microtubos para o termociclador sob as seguintes ciclos de amplificacao:

94°C por 2 minutos Ciclo de desnaturagéo inicial:
94°C por 30 segundos

50°C por 30segundos 35 ciclos de amplificacéo
72°C por 1 minuto

72°C por 10 minutos Ciclo de extenséo final

4°C

d) Armazenar os produtos da reacdo em freezer -20°C e posteriormente analisa-los em
gel de agarose a 1,5% para a visualizacdo dos amplicons

e) Caso nao seja visualizado os amplicons desta reacdo, o processamento da amostra
ser4 repetido desde a etapa da extragéao;

f) Cada amostra poderé ser repetida até 3 vezes para a obtencdo do genétipo. Caso
ndo seja obtido o amplicon, o resultado da amostra sera emitido como néo tipado
(NT).
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OBS1.: O pool de primers ir4 depender do gene a ser testado como descrito a seguir:

1. Gene VP7 para o tipo G de rotavirus (origem humana): iniciadores
Beg9(+)/End9(-);

2. Gene VP4 para o tipo P de rotavirus (origem humana):
4con3(+)/4con2(-);

iniciadores

4.4 - PREPARO DE REAGENTES

v

DS L e

Reidratacao de iniciadores ou primers liofilizados (sala limpa);

Fazer o célculo para a reidratagéo do iniciador com base na quantidade de nanomoles
contida no frasco de forma a deixa-lo na concentragédo de 200pL.

Exemplo de reidratacéo do prime 4con3 liofilizado com base na concentracdo de 59,4
nanomoles: 59,4/200 x 100= 297uL.

Centrifugar o iniciador liofilizado por 1 minuto a 13.000rpm de forma a retirar qualquer
residuo da parede ou tampa do frasco;

Reidratar com 297uL de 4gua livre de DNAse/RNAse.

Agitar em agitador de tubos e deixar no gelo ou geladeira durante 15 minutos;

Rotular os tubos onde irdo ficar os primers diluidos com data e concentracao;
Aliguotar aproximadamente 50uL e estocar os mesmos a -70°C.

Diluicdo dos DNTPs

1. Os 4 DNTPs ESTAO NA CONCENTRACAO DE 100Mm CADA;

2. Diluir os DNTPs para a concentracéo final de 2,5mM adicionando 9mL de agua
livre de DNAse/RNAse e 250uL de cada DNTP, totalizando 10mL;

3. Fazer aliquotas do DNTP 2,5mM e estoca-los a -70C;
OBS.: Todos esses reagentes deverao ser diluidos na sala limpa, onde é

estritamente proibida a entrada, devido a possiveis contaminantes.

CONTROLE DE REGISTROS

Identificacéo Coleta Indexagao Acesso Arquivamento | Armazenamento | Manutencdo | Disposigao
Ficha de Atendimento | N°do Analistas | Laboratério de | Prateleira em 1 ano no Lixeira de
trabalho GAL | (Triagem registroda | e Virologia pastas laboratério e | residuo
LACEN) amostra. técnicos registrador 4 no arquivo | comum.
morto.
Protocolo de Laboratdrio N° do Analistas | Laboratério de | Prateleira em 1 ano no Lixeira de
ensaio de Virologia | registroda | e Virologia pastas laboratério e | residuo
amostra. técnicos suspensas 4 no arquivo | comum.
morto.
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APENDICE - G — POP DE PREPARO DA SUSPENSAO FECAL

POP 3.04.02.89
ACEN-AP PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO Revisao: 0
Folha: 100 / 4

Titulo: PREPARO DA SUSPENSAO FECAL
Revisao: 0 Data: 01/02/2016 Motivo: Primeira emissao
Edcelha Soares D’Athaide
Elaborado por: Julia Pantoja Marques Aprovado por:  Ribeiro
Farmacéutica-Bioguimica Chefe do Laboratério de
Virologia
Referéncias: PGP 3.04.00.01 Recebimento, analise e processamento de

amostras biol6gicas.
BOOM, R.; SOL, C.J.; SALIMANS, M.M.M. et al. Rapid and
simple method for purifications of nucleic acids. J. Clin.
Microbiol., 28: 495-503, 1990.
Executante da tarefa: Analista laboratorial de nivel superior e nivel médio do
Servigo de Virologia responsavel pelo Rotavirus.
Hora/freqiiéncia de execucdo: 07:00h as 13:00h de segunda a sexta feira.
Local de execucéo: Laboratorio de Biologia Molecular do Servigo de Virologia.
Resultado esperado: Validacao do ensaio e o laudo liberado em tempo habil.

Geladeira a 4°C,

Freezer -20°C ou -70°C,

Cabine de fluxo laminar tipo 2,
Microcentrifuga refrigerada,

Balanca analitica para pesagem de reagentes,
Agitador de tubos orbital,

Equipamentos:

Materiais necessarios: e EPIs (jaleco, luvas, méscara, gorro e 6culos),
Tubos de fundo conico de poliestireno com
capacidade para 2,0 mL,

Estante para tubos,

Palito de madeira,

Micropipeta de 50 - 1000pL,

Frasco de plastico com rosca,

Reldgio digital,

Gaze,

Abridor de tubos



Cuidados especiais:

Documentos
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Utilizar equipamentos de protecao individual: luvas,
jaleco, mascara, gorro e Oculos de protecéo.

e As micropipetas devem ser limpas com etanol 70%,

e O procedimento deve ser realizado em cabine de

fluxo laminar classe A2,
o Antes e apés o procedimento a cabine de fluxo
laminar deve ser limpa com hipoclorito a 2,5% e

esterilizada por acdo da luz UV durante 10 minutos.

Protocolo de armazenamento da suspensao fecal.

complementares:

Passos / Atividades:

13. OBJETIVO

Preparo de suspenséo fecal para realizacdo de exames no laboratério de virologia.

14. CAMPO DE APLICACAO
Aplica-se a pesquisa de rotavirus pelas técnicas imunoenzimaticas, aglutinagdo em
latex e moleculares, a partir de espécimes fecais recebidas no LACEN/AP.

15. TERMINOLOGIA / SIGLAS E DEFINICOES

a) Sedimentos: componentes da solucao que ficaram no fundo do tubo apés a
centrifugacao.

b) Sobrenadante: solugcdo acima do sedimento.
c) uL: microlitro.

d) r.p.m.: rotacdo por minuto.

€) (.s.p.: guantidade suficiente para.

f)  EPIs: equipamento de protecéo individual.
g) UV: ultravioleta.

h) TA: temperatura ambiente.

i) POP: Procedimento Operacional Padrao.

i) P.A.:paraanalise.

k) ©°C: grau Celsius.

[)  mL : mililitro.

16. PROCEDIMENTO
16.1 FUNDAMENTO DO METODO
Sob acao da centrifugacao os espécimes fecais serdo separados em sedimento e
sobrenadante, este Ultimo a ser usado nos ensaios de triagem.

16.2 — AMOSTRAS

Espécimes fecais

4.3 - Reagentes



4.5 -

9)
h)

)

)

k)

0)
p)
a)

)

b)
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Tris/HCI/Ca++0,01M pH 7.2 ; Agua destilada; Agua livre de DNase/RNase,

Etanol a 70%; Solucao de hipoclorito de sédio 5%.
Técnica

Com o auxilio de EPIs (jaleco, mascara, gorro e 6culos) iniciar o procedimento;
Retirar as amostras fecais do -20°C ou -70°C e deixar descongelando a TA,;
Colocar na cabine de fluxo laminar todo o material necessario para o procedimento
como pipetas, microtubos, estantes, ponteiras, palito de madeira, abridor de tubos,
gaze, etc e esterilizar por meio de UV por 10 minutos;
Identificar microtubos estéreis de 2,0mL com o registro correspondente ao da
suspensao fecal a ser preparada;
Separar dois tubos para cada espécime fecal. No primeiro escrever apenas o0 numero
do registro e no segundo, fazer o rotulo contendo: niumero do registro, iniciais do
paciente, data de coleta das fezes e data de preparo da suspenséo fecal;
Adicionar aos primeiros microtubos 1,0 mL da solucdo Tris/HCI/Ca++0,01M Ph 7.2;
Com auxilio de gaze abrir o frasco contendo as fezes e com o palito de madeira
homogeneizar as fezes retirando aproximadamente 0,1g de fezes, em caso de fezes
liquida: adicionar 0,1mL da amostra;
Transferir o palito de madeira contendo as fezes para o frasco com Tris
correspondente ao registro e ir homogeneizando devagar pela parede do tubo;
Homogeneizar vigorosamente a suspensdo em agitador de tubos (vortex);
Centrifugar a 4000 r.p.m. por 10 minutos a temperatura de 4°C;
Transferir o sobrenadante (0,8mL) com auxilio de uma pipeta para o frasco
correspondente rotulado e desprezar o restante em um recipiente para descarte de
material contaminado contendo solucdo de hipoclorito de sédio a 5%;
Acondicionar a suspensao fecal a 4°C até ser submetida aos ensaios de triagem. Apos
0s ensaios deve ser armazenada em freezer a -20°C ou a -70°C;
O recipiente contendo as fezes devera ser guardado preferivelmente a -70°C ou a -
20°C;
Ao término do procedimento, limpar as micropipetas com etanol a 70%, a cabine de
fluxo laminar com hipoclorito de sédio a 2,5% e esterilizar por a¢édo de luz UV durante

10 minutos.

Em caso de amostras fecais liquidas colocar:

0,9 mL da solugéo tampéo Tris/HCI 0,01M com 0,0015M de CaClI2 pH 7.2 a 0,1mL da
amostra a microtubos estéreis de 2,0 mL previamente identificados.

As etapas seguintes sdo as mesmas para amostras sélidas.

Em caso de amostras de fezes coletadas em fralda ou em gaze



a)

b)

4.6
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Cortar com o auxilio de uma pinca e tesoura estéreis um pedaco da fralda ou gaze de
3X3 e colocar no tubo contendo o Tris/HCI 0,01M com 0,0015M de CaCl2 pH 7.2;
As etapas seguintes sdo as mesmas para amostras solidas.

OBS1: A fim de evitar contaminacao as suspensoes fecais deverdo ser preparadas de
trés em trés com intervalos de 10 minutos, tendo-se o cuidado de esterilizar
novamente a cabine de fluxo laminar e trocar as luvas.

OBS2: Nao esquecer de fazer uma tabela para anotar a quantidade de tempo em
minutos do uso da luz ultravioleta.

OBS3: Excepcionalmente, em caso de amostras cuja quantidade de fezes seja muito
inferior diminuir proporcionalmente o preparo da suspensao fecal.

OBS4: Preparar a suspensao fecal na quantidade suficiente para ser usada a fim de

evitar a degradacéo da particula viral.

— PREPARO DE REAGENTES

a) Solucéo de Tris/HCI/Ca++0,01 pH 7,2
Tris- hidroximetil-tris- 121¢g
aminometano
Cloreto de Calcio 0,22 ¢
Agua destilada g.s.p. 1000mL

Pesar os reagentes. Homogeneizar o Tris com aproximadamente 800 mL de agua
destilada até dissolver totalmente o soluto e depois adicionar o Cloreto de Calcio.
Ajustar o pH com &cido cloridrico PA e depois completar o volume para 1000mL.
Aliquotar e autoclavar a 121°C por 20 minutos. Conservar a 4°C.

OBS1.: Esta solucao é vélida por seis meses apos a data de fabricacao.

CONTROLE DE REGISTROS

Identificagdo Coleta Indexacdo | Acesso | Arquivamento | Armazenamento | Manutengdo | Disposicéo
Ficha de Atendimento | N°do Analistas | Laboratério de | Prateleira em 1 ano no Lixeira de
trabalho GAL | (Triagem registroda | e Virologia pastas laboratorio e residuo
LACEN) amostra. técnicos registrador 4 no arquivo comum.
morto.
Protocolo de Laboratério N° do Analistas | Laboratério de | Prateleira em 1 ano no Lixeira de
ensaio de Virologia registroda | e Virologia pastas laboratério e residuo
amostra. técnicos suspensas 4 no arquivo | comum.
morto.
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APENDICE - H — POP DE REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PRECEDIDA
DE TRANSCRICAO REVERSA (RT-PCR) PARA DETECCAO DE ROTAVIRUS

POP 3.04.02.90
ACEN-aAp PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO Revisao: 0
Folha: 104 / 4

Titulo: REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PRECEDIDA DE TRANSCRICAO
’ REVERSA (RT-PCR) PARA DETECCAO DE ROTAVIRUS

Revisdo: 0 Data: 01/02/2016 Motivo: Primeira emissdo

Edcelha Soares D’Athaide
Ribeiro Chefe do Laboratério
de Virologia

Elaborado por: Julia Pantoja Marques Aprovado por:
Farmacéutica-Bioquimica

Referéncias: PGP 3.04.00.01 Recebimento, andlise e processamento de
amostras biol6gicas.

Gentsch et al. Identification of group A rotavirus gene 4
types by polimerase chain reaction. J. Clin. Microbiol., 1992:
v.30,n° 6, p. 1365-1373.

Gouvéa et al. Polimerase chain reaction amplification and
typing of rotavirus nucleic acid from stool specimes. J. Clin.
Microbiol., 1990; v. 28, n°2, p. 276-282.

Leite et al. Rotavirus G and P types circulating in Brazil:
Characterization by RT-PCR, probe hybridization, and
sequence analysis. Arch. Virol., 1996, v. 141, n°12, p. 2365-
2374.

lturriza-Gémara et al. Comparasion of specific and random
pring in the reverse transcriptase polymerase chain reaction
for genotiping group a rotaviroses. J. Virological Methods 78
(1999) 93-103.

Executante da tarefa: g) Profissional de nivel superior responsavel pelo
Rotavirus: supervisdo, controle de qualidade, e
interpretacdo dos resultados.

h) Profissionais de nivel superior treinados: execu¢do da
RT-PCR e emisséo de resultado dos exames realizados
no LACEN/Ap



Hora/freqiiéncia de execucéo:

Local de execucéao:
Resultado esperado:

Equipamentos:

Materiais necessarios:

Cuidados especiais:

Documentos complementares:

Passos / Atividades:
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07:00h as 13:00h e 14:00h as 18:00h. De segunda a sexta

feira.

Laboratorio de Biologia Molecular do Servigo de Virologia.

Validagéo do ensaio e o laudo liberado em tempo habil.

e Geladeira a 4°C;
e Freezer -20°C ou -70°C;

Micro “spin”;

Camara asséptica para PCR,;
Termociclador;

Agitador de tubos orbitais

EPIs (jaleco, luvas, mascara, propé, gorro e 6culos);
Microtubos de 200uL, 500uL e 1,7pL;

Estante para microtubos;

Caneta para microtubos;

Recipiente contendo gelo;

Micropipeta e ponteiras descartaveis de 10, 50, 200,
1000pL;

Hipoclorito de sddio a 5%;

Gaze;

Abridor de microtubos;

Cooler

Utilizar equipamentos de protegdo individual: luvas,
jaleco, mascara, gorro e Oculos de protecao.

As micropipetas devem ser limpas com etanol 70%,
O procedimento deve ser realizado em cabine de
fluxo laminar classe A2,

Antes e ap0s o procedimento a cabine de fluxo
laminar deve ser limpa com hipoclorito a 2,5% e

esterilizada por acéo da luz UV durante 10 minutos.

Protocolo de identificagdo das amostras para RT-PCR.
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17. OBJETIVO
Deteccdo do acido nucléico viral de rotavirus pela técnica da reacdo em cadeia da
polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-PCR) utilizando primers especificos em

espécimes fecais de seres humanos.

18. CAMPO DE APLICACAO

Diagnostico de infecg@o por rotavirus a partir de espécime fecal proveniente de seres

humanos apos a extracdo dos dsRNA viral.

19. TERMINOLOGIA / SIGLAS E DEFINICOES

p) dsRNA: &cido ribonucléico viral de fita dupla;

q) cDNA: DNA complementar;

r) pb: pares de base;

s) primers ou iniciadores: pequena sequéncia de RNA com ate 20 nucleotideos;

t) Beg9(+)/End9(-): “primers” para amplificar uma regido de 1062pb do gene
VP7;

u) 4con3(+)/4con2(-): “primers”’para amplificar uma regiao de 875pb do gene
VP4,

v) ML: microlitro;

w) nm: nanomoles;

X) UM: micromolar;

y) °C: graus Celsius;

z) EPI: equipamento de protecao individual;

aa) RT-PCR: Reacédo em cadeia da polimerase precedida da transcrigéo reversa;

bb) TBE: tamp&o Tris-borato-EDTA,

cc) MQ: milli-Q;

dd) dNTPs: desoxiribonucleotideos;

20. PROCEDIMENTO
20.1FUNDAMENTO DO METODO

A reacdo em cadeia da polimerase precedida de transcri¢cdo reversa (RT-PCR)
€ um método utilizado para amplificacdo de acidos nucléicos. Através da enzima
Transcriptase Reversa (RT), o genoma viral dos rotavirus serd transcrito e
produzira uma fita de DNA complementar (cDNA). Dois pequenos fragmentos de
RNA (primers) complementares as extremidades de uma sequencia particular de
interesse poderdo ser amplificados usando a enzima Tag DNA Polimerase, e deste

modo obter cépias da regido de DNA que se pretende amplificar.
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20.2 - DESCRICAO DOS INICIADORES (“ PRIMERS”)

Uma mistura de 1uL de primers para o tipo G de rotavirus humano (Beg9 e
End9) ou para o tipo P (4con3 e 4con2), 20uM de cada primer sdo usados de
acordo com o descrito na tabela 1 visando amplificar fragmentos de 1062pb,
875pb, respectivamente, para os genes VP7 e VP4 de rotavirus humano.

Quadro 1 Seqliéncias dos primers utilizados na RT-PCR para caracterizacdo

molecular dos tipos G e P de rotavirus.

Tamanho
Primer Sequéncia Gene amplicon Referéncia
(pb)*
Beg9() GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTCCGTCTGG  VP7 - Gouvea, 1990
End9(+) GGT CAC ATC ATACAATTC TAATCT AAG VP7 1062 Gouvea,1990
4dcon3(+) TGG CTT CGC CATTTT ATAGACA VP4 - Gentsch, 1992
4con 2 (-) ATT TCG GAC CAT TTATAACC VP4 875 Gentsch, 1992

20.3 - SALA DA MIX (SALA LIMPA)

i) Esterilizar a sala de preparo da mistura por meio de luz UV por 10 minutos.

j) Identificar os microtubos a serem usados na reacao.

k) Com o jaleco de transporte, pegar gelo picado na sala de esterilizagéo,
colocar no recipiente de transporte e transferir este gelo para o recipiente da
sala de mix.

I) Retirar todos os reagentes necessarios do freezer -70°C e transporta-lo até
a sala de mix.

m) Descongelar os reagentes e coloca-los no gelo.

n) Em um microtubo estéril preparar a mistura da reacéo para o cDNA e para a
RT-PCR de acordo com os reagentes constantes na tabela 2.

0) Transferir os microtubos para o recipiente de transporte com gelo e levar

para a sala de extragéao.
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Quadro 2 Reagentes necessarios para realizacao da RT-PCR

REAGENTES RT TAQ
Por reacao | Porreacdo em
em pL ML
Produto da extracao* 2a5 -
dNTP (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) 2,5mM 1 1
Tampao 10X sem Mg 2,5 2,5
MgCl2 50mM 1 1
SuperScript Il - RT 20 U/uL 0,25 -
Tag DNA polimerase 5 U/pL - 0,25
Agua DNAse/RNAse free g.s.p. 25 25

*Serd adicionado na sala de extracéo

4.7 — SALA DE EXTRACAO

u) Esterilizar a cdmara de PCR com luz UV por 10minutos.

v) Transferir os microtubos para o recipiente da sala de extracao.

w) Adicionar 2uL do produto extraido nos microtubos.

X) Centrifugar os tubos a 13.000rpm por 20 segundos.

y) Levar os microtubos para o termociclador e deixa-los a uma temperatura de 97°C
por 5 minutos.

z) Transferir as amostras para um isopor com gelo por 5 minutos para dar o choque
térmico.

aa) Na camara de PCR estéril adicionar a cada tubo 22uL da mistura para a obtencao
do cDNA (RT).

bb) Colocar os tubos no termociclador por 1 hora a 42°C e 97°C por 10 minutos para a
obtencéo cDNA.

cc) Apos a obtencdo do cDNA, adicionar a cada tubo 24uL da mistura da segunda
mix (PCR).

dd) Colocar os tubos no termociclador no programa RT-PCR para a amplificagéo sob
as seguintes condicdes:
97°C por 2 minutos Desnaturacéao inicial:
94°C por 30 segundos
50°C por 30segundos 35 ciclos
72°C por 1 minuto
72°C por 10 minutos 1 ciclo
4°C por 1 hora
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ee) Armazenar os produtos da RT-PCR em freezer -20°C e posteriormente analisa-los

em gel de agarose a 1,5%.

OBS1.: O pool de primers ir4 depender do gene a ser testado como descrito a seguir:

3. Gene VP7 para o tipo G de rotavirus (origem humana): iniciadores
Beg9(+)/End9(-);
4. Gene VP4 para o tipo P de rotavirus (origem humana): iniciadores

4con3(+)/4con2(-);

— PREPARO DE REAGENTES

v
7.

10.
11.
12.

Reidratacao de iniciadores ou primers liofilizados (sala limpa);

Fazer o célculo para a reidratagéo do iniciador com base na quantidade de

nanomoles contida no frasco de forma a deixa-lo na concentracdo de 200pL.

Exemplo de reidratag@o do prime 4con3 liofilizado com base na concentracéo de
59,4 nanomoles: 59,4/200 x 100= 297uL.

Centrifugar o iniciador liofilizado por 1 minuto a 13.000 rpm de forma a retirar

qualquer residuo da parede ou tampa do frasco;

Reidratar com 297uL de 4gua livre de DNAse/RNAse.

Agitar em agitador de tubos e deixar no gelo ou geladeira durante 15 minutos;

Rotular os tubos onde irdo ficar os primers diluidos com data e concentracao;

Aliguotar aproximadamente 50uL e estocar os mesmos a -70°C.
v" Diluicdo dos DNTPs
4. Os 4 DNTPs estdo na concentracdo de 100mM cada,;

5. Diluir os DNTPs para a concentragéo final de 2,5mM adicionando 9mL de
agua livre de DNAse/RNAse e 250uL de cada DNTP, totalizando 10mL;
6. Fazer aliquotas do DNTP 2,5mM e estoca-los a -70C;

OBS.: Todos esses reagentes deverao ser diluidos na sala limpa, onde é

estritamente proibida a entrada, devido a possiveis contaminantes.

CONTROLE DE REGISTROS

Identificacéo Coleta Indexagao Acesso Arquivamento | Armazenamento | Manutenc&o | Disposigao
Ficha de Atendimento | N°do Analistas | Laboratério de | Prateleira em 1 ano no Lixeira de
trabalho GAL | (Triagem registroda | e Virologia pastas laboratério e | residuo
LACEN) amostra. técnicos registrador 4 no arquivo | comum.
morto.
Protocolo de Laboratério N° do Analistas | Laboratério de | Prateleira em 1 ano no Lixeira de
ensaio de Virologia | registroda | e Virologia pastas laboratério e | residuo
amostra. técnicos suspensas 4 no arquivo | comum.

morto.
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APENDICE - | - POP DE REALIZACAO DE EXTRACAO DO GENOMA VIRAL DO
ROTAVIRUS

POP 3.04.02.91
ACEN-aAp PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO Reviséao: 0
Folha: 111 / 4

Titulo: REALIZACAO DE EXTRAGCAO DO GENOMA VIRAL DO ROTAVIRUS

Revisao: 0 Data: 01/02/2016 Motivo: Primeira emissao

Edcelha Soares D’Athaide

Elaborado por: Julia Pantoja Marques Aprovado por:  Ribeiro
Farmacéutica-Bioquimica Chefe do Laboratério de
Virologia
Referéncias: PGP 3.04.00.01 Recebimento, andlise e processamento de

amostras biolégicas.
BOOM, R.; SOL, C.J.; SALIMANS, M.M.M. et al. Rapid and
simple method for purifications of nucleic acids. J.Clin.
Microbiol., 28: 495-503, 1990.

Executante da tarefa: Analista laboratorial de nivel superior e nivel médio do
Servico de Virologia responsavel pelo diagnostico de
Rotavirus.

Hora/frequiéncia de execucdo: 07:00h as 13:00h De segunda a sexta feira.

Local de execucao: Laboratério de Biologia Molecular do Servico de Virologia.

Resultado esperado: Validacdo do ensaio e o laudo liberado em tempo habil.

Geladeira a 4°C,

Freezer -20°C ou -70°C,

Cabine de fluxo laminar tipo 2,

Microcentrifuga,

Balanca analitica para pesagem dos reagentes,
Agitador de tubos orbital,

Vortex,

Banho maria

Equipamentos:

Materiais necessarios: EPIs (jaleco, luvas, mascara, gorro e 6culos),
Micropipetas de 1000 e 100pL,

Microtubos de 500 e 1500uL,

Estantes para microtubos,

Reldgio digital,

Abridor de microtubos

Papel absorvente,

Micro ponteiras estéreis,

Hipoclorito de Sodio 2% (preparar na hora) para
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descarte de reagentes e ponteiras.
e Caixas para estoque de micro tubos.
¢ Recipiente para descarte de material contaminado.

Cuidados especiais: e Utilizar equipamentos de protegéo individual: luvas,
jaleco, mascara, gorro e 6culos de protecao.
e As micropipetas devem ser limpas com etanol 70%,
e O procedimento deve ser realizado em cabine de
fluxo laminar classe A2,
e Antes e apdés o procedimento a cabine de fluxo
laminar deve ser limpa com hipoclorito a 2,5% e
esterilizada por acdo da luz UV durante 10 minutos.
Documentos Protocolo de armazenamento do produto de extragéao.
complementares:

Passos / Atividades:

21. OBJETIVO

Realizacdo da extragdo do genoma viral do rotavirus.

22. CAMPO DE APLICACAO
Aplicam-se as suspensdes fecais para utilizacdo envolvendo métodos moleculares para
deteccdo e caracterizacao de rotavirus.

23. TERMINOLOGIA / SIGLAS E DEFINICOES
m) Sedimentos: componentes da solucéo que ficaram no fundo do tubo apés a
centrifugacao.
n) Sobrenadante: solugdo acima do sedimento.
0) ML: microlitro.
p) r.p.m.:rotagdo por minuto.
d) g.s.p.: quantidade suficiente para.
r) EPIs: equipamento de prote¢&o individual.
s) UV: ultravioleta.
t) TA:temperatura ambiente.
u) POP: Procedimento Operacional Padréo.
v) P.A.: para anélise.
w) ©C: grau Celsius.
X) mL : mililitro.
y) N:normal.

4 PROCEDIMENTO
4.1 FUNDAMENTO DO METODO
Sob acao de isotiocianato de guanidina ( Tampdes L2 e L6) as proteinas celulares
e virais sdo destruidas expondo o acido nucleico que se une ( via pontes de
hidrogénio) a silica. Apds sucessivas lavagens o acido nucléico sera eluido e
conservado a -20°C.
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4.2 AMOSTRAS
a) Suspensodes fecais

4.3 Reagentes

e Tampéo L2

e Tampéo L6

e Solucéo de Dioxido de silica

e Proteinase K

e Etanol absoluto

e Etanola 70%

e Acetona

e Hidréxido de sédio (NaOH) 10N
e Agua livre de DNase/RNase

e Solucéo de hipoclorito de sédio 5%

4.8 - Técnica

ff) Pipetar em um tubo de 1,5mL, previamente identificado, 300uL de suspenséao
fecal.

OBS.: Para o controle negativo serd utilizado agua livre de DNase/RNase e para 0s

controles positivos serao utilizadas amostras sabidamente dos gendétipos G1,G2,G9

e G12.

gg) Adicionar 20uL de proteinase K (20mg/mL) e 800uL de Tampéao L6. Agitar em
vortex por 10 segundos.

hh) Incubar em banho Maria a 56°C por 10 minutos.

ii) Adicionar 200uL de Etanol Absoluto (96%) ( gelado) e 20pL de silica e agitar em
vortex por 10 segundos.

i) Homogeneizar em agitador orbital por 20 minutos a TA.

kk) Centrifugar a 14.000 rpm por 40 segundos.

Il) Descartar o sobrenadante em frasco contendo NaOH 10N.

mm)  Adicionar 500uL de Tampéo L2.

nn) Homogeneizar em vortex e centrifugar a 14.000 rpm por 30 segundos.

00) Descartar o sobrenadante em frasco contendo NaOH 10N.

pp) Adicionar 500uL de Etanol 70% (gelado).

gq) Homogeneizar em vortex e centrifugar a 14.000 rpm por 40 segundos.

rr) Descartar o sobrenadante em frasco contendo hipoclorito de sédio a 5%.

ss) Adicionar 500pL de Acetona PA (gelada).
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tt) Homogeneizar em vortex e centrifugar a 14.000 rpm por 40 segundos.

uu) Descartar o sobrenadante em frasco contendo hipoclorito de sodio 5%.

vv) Secar o sedimento em banho-maria 56°C por 15 minutos (os tubos devem ficar
com a tampa aberta e o banho-maria sem tampa).

ww)  Adicionar 60pL de dgua livre de DNase/RNase free e homogeneizar em
vortex por 10 segundos.

xX) Incubar em banho-maria a 56°C por 15 minutos (os tubos devem ficar fechados
assim como o banho-maria).

yy) Homogeneizar em vortex e centrifugar a 14.000 rpm por 30 segundos.

zz) Centrifugar a 14.000 rpm por 5 minutos.

aaa) Coletar cuidadosamente o sobrenadante (30 a 40pL) e transferir para um
microtubo de 500uL previamente identificado.

bbb) Armazenar o produto da extracdo a -20°C.

4.9 — PREPARO DE REAGENTES
a) Tampéo L6

Isotiocianato de guanidina 1209
Tris-HCI 0,1M, Ph 6,4 100 mL
Triton X - 100 1,39
EDTA 0,2 M, Ph 8,0 22 mL

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

estocar a TA.

b) Tampéo L2
Isotiocianato de guanidina 1209
Tris-HCI 0,1 M, pH 6,4 100mL

Homogeneizar o isotiocianato de guanidina juntamente com tris-HCI 0,1 M, Ph 6,4 até

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



c) Silica

Di6xido de silica

Agua destilada q.s.p.

60 g

500mL
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Homogeneizar a silica e deixar sedimentar por 24h. Aspirar por sucgdo 430 mL e desprezar

0 sobrenadante. Completar o volume para 500 mL com agua destilada, homogeneizar,

sedimentando-se naturalmente por 5h. Aspirar, por sucgéo, 440 mL do sobrenadante e

desprezéa-lo. Ajustar o sedimento para pH 2,0 pela adicdo de 600uL de 4cido cloridrico PA.

Aliquotar 10 mL da solucdo em frascos de cor &mbar, autoclavar e estocar a TA.

d) Etanol 70%

Etanol PA
Agua destilada g.s.p.

70 mL
100mL

Em uma proveta adicionar 70 mL de Etanol PA e completar com agua destilada até o

volume final de100 mL.

OBS1: Os reagentes sado validos por 6 meses ap6s a data de fabricacdo

CONTROLE DE REGISTROS

Identificagdo Coleta Indexacdo | Acesso | Arquivamento | Armazenamento | Manutencdo | Disposigéo
Ficha de Atendimento | N°do Analistas | Laboratério de | Prateleira em 1 ano no Lixeira de
trabalho GAL | (Triagem registroda | e Virologia pastas laboratério e | residuo
LACEN) amostra. técnicos registrador 4 no arquivo | comum.
morto.
Protocolo de Laboratério N° do Analistas | Laboratério de | Prateleira em 1 ano no Lixeira de
ensaio de Virologia | registroda | e Virologia pastas laboratério e | residuo
amostra. técnicos suspensas 4 no arquivo | comum.

morto.
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ANEXO-A — PARECER DO COMITE DE ETICA

FIOCRUZ/IOC

IOC FUNDAGAO OSWALDO CRUZ - R orme

Trwteuns Ovwshbo Crus

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IMF’,LANTACAO DA TECNICA DE RT-PCR PARA A DETERMINACAO Dos
GENOTIPOS DE ROTAVIRUS A CIRCULANTES EM CRIANCAS NO AMAPA EM
APOIO A VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

Pesquisador: Silvia Maria Lopes Bricio

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 34806314.0.0000.5248

Instituicao Proponente: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satide
Patrocinador Principal: LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA - LACEN

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 922.408
Data da Relatoria: 14/10/2014

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de estudo de dissertacdo de mestrado em Vigilancia Sanitaria do INCQS estudo é do tipo
descritivo, transversal e integrante de uma investigacéo epidemiolégica e molecular que abrange o Hospital
da Crianga, a Unidade de Pronto Atendimento Infantil (PAl) e a pediatria de um hospital particular a ser
desenvolvido no LACEN/Amapa.

Perante as dificuldades do Laboratério Central de Salde Pulblica do Amapa (LACEN-AP) para elucidar os
casos suspeitos de diarréia aguda por rotavirus devido ac n&o preenchimento da ficha epidemiologica do
paciente e consequentemente, a ndo colheita do espécime fecal e portanto, auséncia de dados sobre os
gendtipos de rotavirus circulantes no Estado. Neste contexto, a oferta e implantagcdo de métodos
diagnosticos para doengas diarréicas ocasionadas por RV no estado do Amapa, propiciara o fortalecimento
da vigildncia em saude do rotavirus em crian¢as de 0 a 5 anos no municipio de Macapa, Amapa. O estudo
envolvera aproximadamente 100 amostras fecais de criancas com até cinco anos de idade com gastrenterite
aguda. Grupo controle de casos assintomaticos serad constituido a partir de amostras colhidas de criancas
sem diarréia, na propor¢do de uma amostra para trés casos investigados (n=30). Os espécimes fecais seréo
colhidos no Hospital da Crian¢a, a Unidade de Pronto Atendimento Infantil (PAl) e na pediatria de um

hospital particular, cujo estudo no LACEN-AP sera realizado o teste Ensaio imunoenzimatico
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para deteccdo de antigeno de rotavirus A (ELISA) e posteriormente analisado no Laboratério de Virologia do
Instituto Evandro Chagas (IEC PA), que atua como laboratério de referéncia, onde serao realizados os

testes moleculares para identificacdo genética do RV.

Objetivo da Pesquisa:

O estudo busca fortalecer o servigo de vigildncia em saude para doencas diarréicas ocasionadas por RV em
criancas de 0 a 5 anos no municipio de Macapa, Amapa, através da Implantacdo de metodologias para
caracterizacao dos grupos, eletroferotipos e genotipagem dos tipos G e P de rotavirus no LACEN, Amapa;
determinacgéo da frequéncia, distribuicéo etaria e temporal das infec¢des causadas por rotavirus em criangas
com e sem diarréia aguda; e comparacao dos genotipos circulantes com o estado vacinal e o quadro clinico
apresentado pelos menores.

Os objetivos parecem validos e avaliaveis pelas técnicas e métodos explicitados

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e beneficios potenciais séo avaliados no projeto e trazidos nos TCLE. Em geral, os riscos trazidos
sdo apenas dados por possivel perda do sigilo, € os beneficios pelo diagnéstico precoce e tratamento
adequado da rotavirose.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Projeto suficientemente claro, bem fundamentado, sem necessidade de ser encaminhado para a CONEP. O
estudo proposto parece pertinente e possui valor cientifico. A Metodologia € adequada e permitira atingir os
objetivos, no entanto néo foi trazido o calculo do tamanho amostral o que impede avaliar se o nimero de
130 amostras sera suficiente para conferir a validade externa dos resultados proposta.

Nao foram evidenciados aspectos em n&do conformidade com a Resoluc@o 466/12 e norma operacional do
CNS.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram apresentados e avaliados os seguintes documentos:

Folha de rosto: assinada pelo pesquisador responsavel, pelo responsavel pela instituicdo proponente
(INCQS)e o patrocinador responsavel (LACEN). Ausentes as instituicdes colaboradoras: Instituto Evandro
Chagas, SVS, MS, Para; Hospital da Crianca e adolescente, Hospital Sdo Camilo e
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S&o Luis.

Projeto: no formato Plataforma e na integra

TCLE para responsavel de menor e para sujeito de pesquisa: com endereco do CEP do IOC/Fiocruz e da
instituicdo local. Conforme a resolugdo 466/12 do CNS.

Questionarios, instrumento de coleta dos dados: apresentada ficha clinica-epidemioldgica que inclui dados
pessoais completos dos casos.

Termos de Anuéncia e de Compromisso de pesquisadores envolvidos e instituicées colaboradoras: chefia
do LACEN/AP, Declaracédo de coordenacédo de execucéo do projeto pela mestranda farmacéutica Julia P
Marques do LACEN/AP, termo de adeséo e de compromisso da orientadora Joana D’ Arc Pereira
Mascarenhas, do Laboratério de Virologia, Instituto Evandro Chagas, Para, Termos de anuéncia de
instituicdes onde serdo obtidas as amostras: Laboratério de Anélises Clinicas do Hospital da Crianca e do
adolescente e Unidade de Pronto Atendimento Infantil (PAI), e Hospital Sdo Camilo e Sao Luis, Macapa.
Cronograma e orcamentos apresentados conformes.

Curriculae vitae da pesquisadora principal e da orientanda apresentados, confirma-se a capacidade técnica
dos envolvidos.

Recomendacgoes:

Foram trazidos critérios de ndo inclusdo como critérios de exclusdo. Lembrando que critérios de exclusdo
s@o os critérios de eliminacdo dos casos ja incluidos, como por exemplo, casos graves que impecam a
coleta das fezes pelo responsavel.

Os programas estatisticos nédo sdo adequados para o gerenciamento dos dados, recomenda-se uso de
programas especificos para bancos de dados, tais como epiinfo (CDC, Atlanta, EUA).

Qualquer modificagcdo ou emenda ao projeto de pesquisa em pauta deve ser submetida a apreciacéo do
CEP Fiocruz/IOC.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

No conjunto parece adequado metodologicamente, e € considerado eticamente aceitavel.

O TCLE tem em linguagem acessivel a compreensao dos sujeitos da pesquisa e conforme a Res. 466/12 e
foi esclarecido que sera aplicado antes da coleta das amostras. Lembramos que devem ser assinadas duas
vias de igual teor.

Retirar os dados pessoais dos participantes da ficha clinica-epidemiolégica para favorecer a manutencéo da
confidencialidade dos dados.
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Visto que o cronograma indica que a coleta de amostras teria inicio em Outubro de 2014, € preciso que os
pesquisadores garantam que a pesquisa nao teve inicio. Caso tenha sido iniciada o parecer deste CEP néao
tera validade.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), em sua
200a Reunido Ordinaria, realizada em 15.12.2014, de acordo com as atribuicées definidas na Resolucédo
CNS 466/12, manifesta-se pela aprovagédo do projeto de pesquisa proposto

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

RIO DE JANEIRO, 18 de Dezembro de 2014

Assinado por:

José Henrique da Silva Pilotto
(Coordenador)

Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expanséo)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DEJANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Pagina 4 de 04

120



