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RESUMO 

O Rotavírus A (RVA) é um dos principais agentes etiológicos da gastroenterite aguda (GA) 
infantil e é responsável por aproximadamente 40% dos casos de diarreia em crianças com até 
5 anos de idade em todo o mundo. Após a introdução da vacina Rotarix® (RV1) no Brasil 
houve uma redução da taxa de mortalidade infantil por GA, contudo ainda há altos índices de 
morbidade. Este estudo tem como objetivo a caracterização epidemiológica, molecular e 
análise filogenética das cepas de RVA circulantes na população infantil do Semiárido 
Brasileiro. Como parte do projeto Recodisa, foram incluídas 1200 crianças entre 2 e 36 meses 
de idade, sendo considerado casos as crianças que apresentaram pelo menos um episódio de 
diarreia nos 14 dias anteriores a coleta de fezes, e foram recrutados participantes das cidades 
de Crato (CE), Picos (PI), Ouricuri (PE), Cajazeira (PB), Souza (PB) e Patos (PB) durante os 
anos de 2009 a 2011. Após o diagnóstico por Luminex, foi verificada uma prevalência de 
7,1% (86/1200) de positividade para RVA. A partir deste diagnóstico, 291 amostras, foram 
selecionadas para análise por PCR em tempo real (qRT-PCR), detecção do gene que codifica 
a VP6, além do sequenciamento dos genes que codificam para as proteínas VP4 e VP7. 
Através do qRT-PCR, foi demonstrado positividade de 10,65% para RVA associada a diarreia 
infantil (P= 0,0472). Ademais, a presença de RVA foi relacionada ao gênero masculino 
(P=0,0216). Já a ausência de RVA foi associada ao primeiro (P=0,0001) e ao terceiro ano de 
vida (P=0,0190), corroborando com as taxas de vacinação, onde 89,3% das crianças do estudo 
receberam as duas doses da vacina. O aleitamento materno exclusivo também foi associado 
com a ausência de RVA (P=0,0012). Grande parte das crianças com RVA apresentaram 
diminuição dos sintomas e 80,7% estado nutricional normal. Através da análise dos genes que 
codificam a VP7 e VP4, foram detectados os genótipos G1, G2 e G3 e P[4], P[8] e P[9], 
respectivamente, sendo G1P[8] a combinação mais prevalente (57%). Combinações menos 
comuns também foram detectadas, como G1P[4], G2P[8] e G3P[9]. A análise filogenética das 
cepas mostra que as amostras genotipadas como P[8] pertencem à linhagem P[8]-1, esta é a 
mesma linhagem da RV1 e possuem similaridade nucleotídica variando entre 98 e 100%. 
Sugere-se que as amostras G1 e P[8], evidenciam casos de ―shedding‖ vacinal. Dessa forma, 
com o vírus da vacina excretado no meio ambiente, uma proteção direta é oferecida as 
crianças não vacinadas, consequentemente o efeito de vacinação por rebanho, pode ser 
benéfico para populações com baixa cobertura vacinal. Assim é possível concluir que após a 
introdução de RV1 e outras medidas preventivas, houve uma redução nos casos de RVA, 
além de os resultados contribuírem para o entendimento da diversidade genética de RVA em 
crianças carentes do Semiárido Brasileiro. 

Palavras-chaves: Diversidade genética de rotavírus A, gastroenterite infantil, Semiárido 
Brasileiro. 



     
  

ABSTRACT 

Rotavirus A (RVA) is the major cause of infantile acute gastroenteritis, being responsible for 

approximately 40% of all diarrhea cases in children younger than 5 years of age worldwide. 

After the Rotarix vaccine (RV1) introduction in Brazil, the rates of childhood gastroenteritis-

related deaths decreased, however, morbidity rates are still high. This study aimed to 

investigate the epidemiology, clinical features, vaccination impact and genetic diversity of 

circulating RVA strains associated with acute gastroenteritis, in children from Semiarid 

region in northeastern Brazil. As part of the Recodisa project was included 1200 children in 

the age group 2-36 months, whereas cases were children with an episode of diarrhea in the 

last 14 days, and was recruited participants from the cities of Crato (CE), Picos (PI), Ouricuri 

(PE), Cajazeiras (PB), Souza (PB) and Patos (PB) during the years 2009 to 2011. The initial 

clinical diagnosis showed RVA prevalence of 7.1% (86/1200) using Luminex. Subsequently, 

291 samples were selected for analysis by real-time PCR (qRT-PCR), to detection of the gene 

coding for VP6 and sequence analyses of the genes encoding VP4 and VP7. By using qRT-

PCR, the detection rate of RVA was 10.65% positive, which was associated with infantile 

diarrhea (P = 0.0472). In addition, RVA infections was related to the male gender (P = 

0.0216). The absence of RVA was associated with the first one (P = 0.0001) and the third year 

of life (P = 0.0190), corroborating with the vaccination rates, where 89,3% of the children in 

the study received the two doses of the vaccine. Exclusive breastfeeding was also associated 

with the absence of RVA (P = 0.0012). The majority of children with RVA were observed 

slightly reduced symptoms of acute gastroenteritis and 80.7% presented a good nutritional 

status. The genotypes G1, G2 and G3 and P[4], P[8] and P[9] were detected, and the most 

prevalent combination was G1P[8] (57%). Rare combinations were also detected, such as 

G1P[4], G2P[8] and G3P[9]. The phylogenetic analysis of the strains shows that the genotype 

samples as P[8] belong to the lineage P[8]-1, this is the same lineage of RV1 and have 

nucleotide similarity ranging from 98 to 100%. It is suggested that samples G1 and P[8] show 

evidence of vaccine shedding. Thus, the vaccine’s virus excreted into the environment, is 

linked to direct protection of unvaccinated children, consequently the effect of herd immunity 

provides a measure of protection for populations with low vaccine coverage. In conclusion, 

this study observed that after the introduction of RV1 and other preventive measures, there 

was a reduction in cases of RVA,  besides the results contribute to the understanding of the 

genetic diversity of RVA in children from Semiarid region in northeastern Brazil. 

Keywords: Rotavirus A genetic diversity, Child gastroenteritis, Brazilian Semiarid. 
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1 INTRODUÇÃO 

A gastroenterite aguda (GA) representa um grande problema de saúde pública 

mundial, acometendo uma em cada dez crianças com idade inferior a cinco anos (Liu et al, 

2011). Consiste em uma inflamação do trato gastrointestinal sendo caracterizada 

principalmente pelo surgimento de diarreia (3 ou mais episódios de evacuações líquidas ou 

pouco consistentes por dia) e está associada às condições socioeconômicas e sanitárias, de 

modo que os casos mais graves são verificados com mais frequência em países em 

desenvolvimento (Guerrant et al., 2013).  

A desnutrição é um importante fator de risco para a ocorrência de GA, devido ao 

comprometimento dos mecanismos de defesa imunológica. Em contrapartida, infecções 

entéricas persistentes podem prejudicar a capacidade absortiva do indivíduo, levando a um 

quadro de desnutrição. Desta forma, desencadeando um ciclo vicioso de diarreia-desnutrição 

(Guerrant et al., 2001; Moore et al., 2010).  

A GA pode ter diversas etiologias: bactérias, vírus, parasitas e toxinas (Black et al., 

2010; WHO 2013). Dentre os patógenos virais, o rotavírus A (RVA) é o principal agente 

etiológico de diarreia em crianças com até 5 anos, e é responsável por aproximadamente 40% 

dos casos de diarreia infantil (WHO, 2013) e aproximadamente 215.000 mortes por ano em 

crianças de até 5 anos de idade (Tate et al., 2016) 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) e o Grupo de Assessoria Estratégica de 

Especialistas em Imunização (SAGE) declararam a introdução de uma vacina contra RVA no 

Programa Nacional de Imunização (PNI) de diversos países, e recomendaram duas vacinas: 

uma vacina G1P[8] monovalente: Rotarix®-RV1 (GlaxoSmithKline GSK, Rixensart, Bélgica) 

e G1-G4P[8] e uma pentavalente, RotaTeq®-RV5 (Merck, North Wales, PE, EUA), e esta 

medida tinha como objetivo  prevenir as hospitalizações e mortes causadas por RVA (WHO, 

2009). No Brasil, a vacina RV1 foi introduzida em 2006 e desde então as taxas de cobertura 

vacinal tem aumentado significativamente em todo o país (Linhares & Justino, 2014). 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 
 
2.1 Histórico 

Em 1973 Bishop e colaboradores descreveram a presença de partículas virais através 

de microscopia eletrônica (ME) em biópsia da mucosa duodenal de crianças com GA não 

bacteriana e devido à semelhança com os Orbivírus, esses vírus receberam o nome de 

Orbivirus-like agent (Bishop et al., 1973).  

Partículas virais também foram descritas por Flewett e colaboradores (1974) em 

amostras de fezes de crianças com GA. Em 1975 Davidson e colaboradores propuseram uma 

nova nomenclatura para o vírus, Duovírus (Davidson et al., 1975). Finalmente, em 1978, foi 

proposto o nome rotavírus (RV) devido a semelhança da partícula viral a uma roda (Figura 1) 

e a constituição de um novo gênero, denominado Rotavírus, constituinte da família 

Reoviridae (Fleweet & Wood, 1978). 

No Brasil, os RV foram descritos pela primeira vez por Linhares e colaboradores 

(1977), na cidade de Belém do Pará, onde foram selecionadas 32 crianças com GA, entre 0 e 

5 anos de idade, e após a análise das fezes de 13 crianças, através de ME, 2 foram 

diagnosticadas com RVA. 

FIGURA 1: Partícula viral do Rotavírus A (Adaptado de Estes & Greenberg, 2013). 

                                            
Partícula viral de Rotavírus A visualizadas através da técnica de microscopia eletrônica. Partículas de tripla 

camada proteica (TLP) e dupla camada proteica (DLP).  
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2.2 Partícula e genoma viral 

A partícula viral completa (vírion) apresenta aproximadamente 100 nm de diâmetro, 

simetria icosaédrica, três camadas proteicas e é desprovida de envelope (Figura 2A) (Estes & 

Greenberg, 2013). A camada proteica interna, ou core viral, é composta por 120 trímeros da 

proteína VP2. Acredita-se que a região terminal da proteína VP2 estabeleça ligação com o 

complexo da polimerase viral composto pelas proteínas VP1 (RNA-polimerase RNA-

dependente viral) e VP3 (atividade guanilil e metiltransferase) (McClain et al., 2010).  

A camada intermediária é constituída por 260 trímeros de VP6 que permite uma maior 

estabilidade do core viral e funciona como um adaptador para a camada mais externa do 

vírion, que é essencial para a adsorção e internalização do vírus na célula do hospedeiro. A 

camada mais externa, por sua vez, é composta por 260 trímeros da glicoproteína VP7, 

posicionados diretamente sobre os trímeros da proteína VP6, juntamente com os 60 trímeros 

de proteína VP4, que apresentam diferentes mudanças conformacionais durante a 

internalização do vírus na membrana da célula do hospedeiro (Figura 2B) (Patton et al., 

2012). 

FIGURA 2: Estrutura da partícula viral do rotavírus A (Adaptado de Patton et al., 2012).  

                                   
A: Esquema da partícula viral completa (vírion); B: Corte do vírion revelando as três camadas proteicas (VP2, 

VP6 e VP7) e as espiculas de VP4 que se estendem as camadas de VP6 e VP7. 

Os vírions de RVA podem diferir entre si morfologicamente e podem ser observados 

três tipos de partículas através da ME (Figura 3). A partícula completa é infecciosa e 

chamada de ―partícula com tripla camada‖ (TLP – triple-layered particle) (Figura 3A); A 

partícula que não apresenta a camada mais externa é chamada de ―partícula com dupla 

camada‖ (DLP – Double-layered particle) e, demonstra uma aparência rugosa devido a 
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algumas projeções proteicas da camada mais interna (Figura 3B); O terceiro tipo de partícula 

é composto exclusivamente pela camada interna, ou core viral, sendo chamada de ―partícula 

de camada simples‖ (SLP – single-layered particle) e está associada ao genoma viral (Figura 

3C) (Estes & Greenberg, 2013). 

FIGURA 3: Estrutura e proteínas da partícula viral dos rotavírus A (Adaptado de Estes & 

Greenberg, 2013). 

 
A: Partícula com tripla camada (TLP – triple-layered particle); B: Partícula com dupla camada (DLP- double-

layered particle); C: Partícula de camada simples (SLP – single-layered particle). 

O genoma dos RVA é constituído de 11 segmentos de RNA de dupla fita (RNAdf) que 

variam de tamanho entre 667 (segmento 11) a 3302 (segmento 1) pares de bases (pb) e, tem 

no total aproximadamente 18.556 pb. Cada segmento genômico é responsável por codificar 

uma proteína viral, com exceção do segmento 11, que tem como função a codificação de duas 

proteínas. Entre as proteínas codificadas por esses segmentos, seis são estruturais (VP1-4, 6 e 

7) e seis são não estruturais (NSP1-6) (Figura 4) (Estes & Greenberg, 2013). 
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FIGURA 4: Esquema estrutural do genoma dos Rotavírus A da cepa protótipo (Adaptada de 

Conner & Ramig, 1997). 

                                   
A: Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) dos 11 segmentos do genoma do rotavírus A da cepa protótipo 

símio SA-11. B: Gel de poliacrilamida mostrando a separação das proteínas estruturais (VP1-4, 6 e 7) e das 

proteínas não estruturais (NSP1-6) sintetizadas pelo rotavírus A. 

2.3 Proteínas estruturais (VP) 

A proteína VP1 é a RNA polimerase dependente de RNA que apresenta função de 

replicase e transcriptase viral. A VP2 é a proteína mais abundante do core viral e faz parte do 

complexo de replicação. Através de um domínio na sua porção N-terminal, liga-se tanto a 

VP1 quanto a VP3 (Arnoldi et al., 2007; McDonald et al., 2009). Além disso, a VP2 também 

interage com a proteína VP6 nos estágios iniciais da morfogênese viral. A interação entre as 

duas proteínas (VP2 e VP6) é fundamental para a formação das DLPs (Estes & Greenberg, 

2013). A proteína VP3 demonstra atividades guanidil e metiltransferase; e é a enzima 

responsável pela adição da CAP ao RNA. Sendo assim a enzima responsável por modificar a 

extremidade 5´ da molécula de RNA, gerando uma estrutura de capeamento similar a 

encontrada no RNA mensageiro (RNAm) de eucariotos (McDonald & Patton, 2011). 

A proteína VP4 é representada por projeções espiculares sobre a camada mais externa 

do vírion e, está associada a importantes funções, como: adesão e internalização à célula, 
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hemaglutinação, neutralização e virulência (Dunn et al., 1995; Ludert et al., 1996). É 

suscetível à proteólise, o que leva a exposição de sítios ativos que provoca a penetração do 

vírus na célula (Arias et al., 1996; Estes & Greenberg, 2013). Para a ativação da proteína VP4 

é necessário à clivagem proteolítica da mesma, o que resulta em dois peptídeos VP5* e VP8*, 

os quais permanecem associados ao vírion. VP5* tem atividade de neutralização cruzada entre 

os diferentes tipos de VP4 e, possivelmente, possui os epítopos encarregados pela adsorção do 

vírus à célula (Kirkwood et al., 1996). VP8* contém a maioria dos epítopos associados às 

reações tipo-específicas, dependentes da ligação deste com ácido siálico (Isa et al., 1997). 

Nove epítopos de neutralização foram mapeados em VP4, sendo cinco deles em VP5* (5-1 a 

5-5) e quatro em VP8* (8-1 a 8-4) (Figura 5) (Trask et al., 2012; Estes & Greenberg, 2013) 

FIGURA 5: Representação esquemática da proteína VP4 (Adaptada de Trask et al., 2012). 

 

Representação esquemática da proteína VP4, os peptídeos VP5* e VP8* e dos sítios antigénicos (VP5*: 5-1 a 5-

5; VP8*: 8-1 a 8-4). 

A proteína mais abundante do vírion é a VP6, representando aproximadamente, 51% 

da partícula viral. Provavelmente esta seja a causa pela qual a maioria dos anticorpos 

produzidos durante a infecção dos RVA seja contra essa proteína (Svensson et al., 1987). 

Além de ser a proteína de escolha para triagem de RVA (Estes & Greenberg, 2013). A 

proteína VP6 é constituída por dois domínios: um que interage com VP7 e VP4 da camada 

externa e outro que interage com VP2 do core. Dessa forma, VP6 participa em duas funções 

importantes para os RVA: a) adsorção e penetração na célula; b) transcrição do RNAdf 
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(Heiman et al., 2008), além disso, a VP6 é responsável por classificar os RV em diferentes 

espécies (A-I) (Matthijnssens et al., 2012; ICTV, 2016).  

A glicoproteína VP7 é a mais imunogênica da camada externa, tem a função de 

modular VP4 no processo de adsorção e penetração dos RVA na célula do hospedeiro, 

interagindo com proteínas da família das integrinas, na superfície celular, após o processo de 

adsorção mediado pela porção VP5* da proteína VP4 (Guerrero et al., 2000). Em 

concentrações apropriadas, íons Ca2+ são necessários para a estabilidade de VP7, na sua 

ausência, os trímeros da proteína encontram-se dissociados, promovendo a liberação da VP7 

do vírion. Essa mudança conformacional de VP7 reflete em um arranjo distinto para VP4, que 

possibilita a entrada do vírion na célula. Anticorpos neutralizantes contra a VP7 estabilizam o 

trímeros formado pela proteína, inibindo as alterações em VP4, necessárias para permitir que 

o vírus entre na célula hospedeira (Aoki et al., 2009).  

2.4 Proteínas não estruturais (NSP) 

O segmento genômico 5 é responsável por codificar a proteína NSP1, que é a proteína 

viral menos conservada dos RVA (Dunn et al., 1995). Essa proteína tem a capacidade de 

modular a ativação de interferon (INF) tipo I, que é crítica para encadear uma resposta imune 

inespecífica em casos de infecção viral (Barro & Patton, 2005; Graff et al., 2009). 

A proteína NSP2 é comumente encontrada associada a NSP5, ambas são conhecidas 

por formarem estruturas chamadas de viroplasma. Dentre suas funções, NSP2 tem a 

capacidade de se unir ao RNAfs e apresenta atividade de helicase, NTPase (Nucleoside 

triphosphatase), NDPkinase (Nucleoside diphosphate kinase) e RTPase (Ribonucleic acid 

triphosphatase) (Taraporewala et al., 1999, 2001; Carpio et al., 2006; Kumar et al., 2007). 

Além de estar envolvida com a transcrição, tradução, replicação e empacotamento do RNAdf 

(Estes & Greenberg, 2013).  

A proteína NSP3 é codificada pelo segmento genômico 7 e  atua na tradução do 

RNAm e na interrupção da síntese proteica da célula hospedeira. Porém, estudos demonstram 

que a NSP3 não é fundamental para a tradução do RNA viral (Padilla-Noriega, et al., 2002; 

Varani & Allain, 2002; Montero et al., 2006).  

A primeira enterotoxina viral descrita foi a NSP4, que é codificada pelo segmento 10 

(Ball et al., 1996). Dentro da célula a proteína NSP4 encontra-se distribuída em diversos 
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sítios, e participa dos eventos de morfogênese, replicação e patogênese dos RVA. A proteína 

completa encontra-se ancorada no reticulo endoplasmático (RE) através do domínio 

hidrofóbico N-terminal e a porção C-terminal encontra-se no citoplasma. As propriedades 

biológicas importantes associadas a NSP4 estão localizadas na região citoplasmática 

constituída pelo intervalado entre os aa 45 e 175, e são estas: mobilização do Ca2+ intracelular 

e permeabilização da membrana; união ao Ca2+ e a VP4; união às partículas semelhantes a 

vírus (VLPs ―Virus-like Particles‖); indução da diarreia em camundongos. Além disso, a 

secreção parcial dessa proteína, contendo os aa 112 a 175 também é capaz de induzir a 

diarreia, bem como a proteína completa (Zhang et al., 2000).  

O segmento 11 é composto por duas ORFs: A maior é responsável por codificar a 

proteína NSP5, que apresenta atividade autoquinase e em células infectadas pode se 

apresentar nas formas hipo e hiper fosforiladas (Taraporewala & Patton, 2004) e a menor, por 

sua vez, codifica a proteína NSP6, que tem interação com a NSP5 no viroplasma. Algumas 

cepas de RVA não codificam esta proteína enquanto outras apresentam baixos níveis de 

expressão, o que indica que NSP6 está envolvida em papel regulatório não essencial na 

replicação viral (Taraporewala & Patton, 2004; López et al., 2005).  

2.5 Classificação dos Rotavírus A 

Reconhecidas oficialmente pelo Comitê Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), o 

gênero Rotavírus possui 9 espécies (grupos) que são Rotavírus A (RVA) até Rotavírus I 

(RVI) (Kindler et al., 2013; Mihalov-Kovcs et al., 2015; ICTV, 2016). 

Os RVA podem ser classificados por seu padrão de migração dos 11 segmentos de 

RNAdf quando submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), apresentando 

perfil super curto, curto, longo ou atípico; padrão de hibridização do genoma completo de 

RNA (genogrupos); propriedades antigênicas de VP6, VP7 e VP4 (subgrupos, sorotipo G e 

sorotipo P, respectivamente); análise das sequências nucleotídicas de todos os segmentos 

genômicos (genótipos); e as sequências dos genes que codificam para as proteínas da camada 

externa, VP7 e VP4, são responsáveis por diferenciar os RVA de acordo com a classificação 

binária por genótipos G e P, respectivamente (Matthijnssens et al., 2011;  Estes & Greenberg 

2013). 
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O sistema de classificação baseado na análise das sequências dos 11 segmentos 

genômicos foi descrito pelo Rotavirus Classification Working Group I (RCWG), o qual 

recomenda que as sequências virais obtidas devam ser nomeadas através dos seguintes 

parâmetros: a) a espécie (grupo) de RV; b) a origem do vírus (animal ou humano) e também 

se a sequência é oriunda de um vírus selvagem (Wild type – wd) ou de vírus cultivado em 

célula (Tissue culture – tc); c) o país onde o vírus foi detectado, usando o código padrão de 

três letras; d) o nome comum dado pelo pesquisador; e) ano da detecção; f) os genótipos G e P 

(GXP[X]) (Matthijnssens et al., 2011).  

Os diferentes genótipos para cada um dos segmentos são divididos de acordo com 

valores de corte onde compreendem a similaridade nucleotídica. Até o presente momento já 

foram descritos 35 G-, 50 P-, 26 I-, 21 R-, 19 C-, 19 M-, 30 A-, 20 N-, 21 T-, 26 E-, e 21 H 

genótipos, onde cada letra maiúscula representa, respectivamente, os genes que codificam 

para as proteínas VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 (Tabela 
1) (RCWG, 2017). E caso o vírus se apresente em uma constelação genômica I1-R1-C1-M1-

A1-N1-T1-E1-H1, I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2, ou I3-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3 ele 

se classifica como pertencente ao genótipo 1 (ou Wa-like), 2 (ou DS-1-like), ou AU-1-like, 

respectivamente (Matthijnssen & Van Ranst, 2012). 
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TABELA 1: Classificação de Rotavírus A (Adaptada de Matthijnssens et al., 2011).  

Gene 
Valor de cut-off de 

identidade nucleotídica 
(%)a 

Genótiposb Designação do nome dos 
genótipos 

VP7 80 35G Glicoproteína 

VP4 80 50P Sensível a Protease (Tripsina) 

VP6 85 26I Capsídeo Interno 

VP1 83 21R RNA Polimerase Dependente de 
RNA 

VP2 84 19C Proteína do Core 

VP3 81 19M Metiltransferase 

NSP1 79 30A Antagonista do Interferon 

NSP2 85 20N NTPase 

NSP3 85 21T Promotor Traducional 

NSP4 85 26E Enterotoxina 

NSP5 91 21H Fosfoproteína 

 A: Valores de corte (%) de identidade nucleotídica que definem os diferentes genótipos de rotavírus A, 

considerando-se os 11 segmentos genômicos. B: Genótipos descritos e reconhecidos pelo Rotavirus 

Classification Working Group em última atualização em abril de 2017. 

2.6 Diversidade genética dos Rotavírus A   

Os RVA possuem uma grande diversidade genética que é proveniente de mecanismos 

como mutações pontuais, rearranjos genéticos e reestruturação de segmentos genômicos 

(reassortment) (Estes & Greenberg 2013; Desselberger 2014).  

2.6.1 Mutações pontuais 

As mutações pontuais ocorrem frequentemente nos RVA e, são observadas através da 

técnica de sequenciamento nucleotídico. Essas mutações podem ser sinônimas ou silenciosas, 

que não provocam mudanças na sequencia de aa e, consequentemente, na proteína; ou podem 

ser não-sinônimas, podendo assim causar uma mudança genética que forneça uma vantagem 

evolutiva ou provocando uma perda de função ou estrutura do vírus. A ocorrência das 

mutações pontuais esta relacionada ao fato de que a RNA polimerase RNA dependente não 
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possui um mecanismo de correção de erros, o que gera o acumulo dessas mutações pontuais 

que podem definir novas linhagens e sublinhagens dentro de um mesmo genótipo (Gómara et 

al., 2003; Estes & Greenberg 2013). 

2.6.2 Rearranjos genéticos 

Os rearranjos consistem em alterações na sequência do segmento genômico, mais 

frequentemente em forma de duplicação, mas algumas vezes ocorre como deleção. Isto é 

caracterizado pela modificação no perfil de migração dos segmentos de RVA no gel de EGPA 

(Taniguichi & Urasawa, 1995). Os rearranjos são resultados de erros de transcrição de um 

único segmento e possuem a duplicação parcial de um gene, com consequências variadas na 

expressão de suas funções. Provavelmente isso ocorre no momento da transcrição, por uma 

falha da RNA polimerase RNA dependente, onde ela retorna para sua fita molde e reinicia a 

transcrição a partir de diferentes estágios (Desselberger, 1996). 

2.6.3 Reestruturação de segmentos genômicos (Reassortments) 

As reestruturações de segmentos genômicos ou reassortments foram descritas 

primeiramente por Matsuno e colaboradores em 1980, através da realização de uma co-

infecção em cultura celular de RVA bovino (Lincoln) e RVA símio (SA-11), onde por meio 

da análise eletroforética comparativa entre o clone e os parentais, foi visto que o genoma 

restruturado apresentava os segmentos 4, 5 e 10 de SA-11 e segmentos 1, 2, 3, 6 e 11 de 

bovino, porém a origem dos segmentos 7, 8 e 9 não foi determinada. Dessa forma, os 

reassortments são caracterizados pela troca de material genético entre dois vírus semelhantes 

durante infecções mistas. Para os RVA, essa troca ocorre entre dois ou mais segmentos 

genômicos de duas cepas, que podem ser humana-humana, humana-animal ou animal-animal, 

assim gerando um progênie com segmentos oriundos das duas cepas originais (Figura 6) 

(Matsuno et al., 1980).  
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FIGURA 6: Representação esquemática do evento de reassortments em Rotavírus A. 

 
Representação esquemática do evento de reassortments: duas cepas de Rotavírus A semelhantes, durante uma 
infecção mista no processo de replicação realizam a troca dos segmentos genômicos entre si e formam uma 
progênie com os segmentos recombinados.  

2.7 Replicação viral 

O processo de replicação do RVA inicia com a adsorção do vírion à membrana 

plasmática da célula hospedeira, através da ligação das espículas virais da camada externa 

(VP4) com receptores específicos. Durante o processo de adsorção a proteína VP4 sofre 

clivagem por meio da ação de tripsina e se divide em dois peptídeos: VP8*, que é responsável 

pela ligação do vírus à célula. Em alguns casos observou-se que esse peptídeo interage com o 

ácido siálico na superfície celular; e, o VP5*, que junto com a proteína VP7, interage com 

integrinas e proteínas choque térmico cognato 70 (HSC70) (Trask et al., 2012; Estes & 

Greenberg, 2013).  

A penetração do vírus na célula do hospedeiro pode ocorrer de duas formas: 

penetração direta ou endocitose (indireta). Na penetração direta, após a adsorção do vírus á 

célula, ocorre à perda do capsídeo externo e a DLP entra no citoplasma, resultando na 

alteração da permeabilidade da membrana plasmática, associado à ação de enzimas 

proteolíticas (Estes & Greenberg, 2013). Na endocitose o vírion não sofre a ação das enzimas 

proteolíticas e permanece aprisionada dentro do endossomo, este por sua vez, se liga a 

lisossomos e, aparentemente, não ocorre à replicação viral, mas sim a degradação da partícula. 
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Desta forma, observa-se que não há o desenvolvimento de infecção produtiva. Assim sugere-

se que a baixa concentração de Ca2+ dentro das vesículas endocíticas solubilize as proteínas 

da camada externa, promovendo a lise da mesma e liberação da DLP no citoplasma 

(Venkataram et al., 2001; Estes & Greenberg, 2013). 

Por sua vez, a DLP inicia o processo de replicação através da ativação do complexo 

interno da polimerase (VP1 e VP3) e os RNA(+) capeados são transcritos e servem como 

RNAm na síntese das proteínas virais assim como moldes para formação dos RNA(-). As 

proteínas sintetizadas e o RNAfs viral se reúnem no citoplasma da célula infectada e formam 

um material amorfo chamado de viroplasma. O empacotamento do genoma se inicia quando 

há ligação de VP1 com a extremidade 3´ do RNA(+). Neste momento o complexo VP1-3 

sintetizam a fita de RNA(-), completando o RNAdf dos RVA. A proteína VP6 reconhece que 

o core foi sintetizado e forma a DLP. A NSP4, por sua vez, possuí domínio citoplasmático 

que ancora as DLPs, através de VP6 e VP4, e proporciona o brotamento das partículas no 

interior do reticulo endoplasmático (RE). Logo após a camada externa é formada resultando 

em partículas virais maduras com diâmetro aproximado de 100 nm. As proteases intestinais 

clivam a proteína VP4 em VP5* e VP8* após a liberação do vírion da célula, e finalmente 

resulta no vírion completo infeccioso (McDonald & Patton, 2011). A liberação dos RVA da 

célula do hospedeiro ocorre através de lise celular ou através de via secretora (Figura 7) 

(Musalem & Espejo, 1985; Jourdan et al., 1997; Trask et al., 2012). 
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FIGURA 7: Representação esquemática do ciclo de replicação dos Rotavírus A (Adaptada de 

McDonald & Patton, 2011) 

 

Ciclo de replicação dos RVA: as proteínas externas, VP7 e VP4, entram em contato com a membrana plasmática 

na célula do hospedeiro, a proteína VP4 sofre clivagem por meio de tripsina e se divide em dois peptídeos, VP5* 

e VP8*, as proteínas VP8* e VP7 interagem com integrinas e a VP5* se liga ao ácido siálico, ocorrendo assim à 

adsorção do vírus na célula, a entrada do vírus ocorre por penetração direta, e neste processo o vírus perde a 

camada mais externa e se transforma em DLP. A DLP inicia a replicação através da ativação do complexo 

interno da polimerase (VP1 e VP3) e os RNA(+) são transcritos e servem como RNAm na síntese das proteínas 

virais e molde para a formação dos RNA(-). As proteínas NSP2 e NSP5, já sintetizadas, se reúnem no citoplasma 

da célula e formam o viroplasma. Neste momento o empacotamento do genoma se inicia com a ligação da VP1 

com a extremidade 3’ do RNA(+). O complexo VP1-3 sintetiza a fita de RNA(-) completando o RNAdf dos 

RVA. A proteína VP6 reconhece a formação do core e se liga formando as DLPs. A NSP4 possui domínio 

citoplasmático que ancora as DLPs, através de VP6 e VP4 e proporciona o brotamento das partículas no interior 

do reticulo endoplasmático. Logo após, a camada externa é formada, resultando em partículas virais maduras. As 

proteases intestinais clivam a proteína VP4 (VP5* e VP8*) após a liberação do vírus na célula, e finalmente 

resultando no vírion (partícula infecciosa). Por fim, o vírion é liberado através de lise celular ou por meio de via 

secretora.  
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2.8 Patogênese  

Os RVA são conhecidos por sua alta infecciosidade e por serem capazes de se 

adaptarem ao hospedeiro, assim podendo infectar igualmente os homens e os animais (Franco 

et al., 2006). Os enterócitos maduros são as principais células afetadas nas infecções por 

RVA. A destruição da vilosidade na porção apical dos enterócitos causa a redução na 

capacidade absortiva, resultando na diarreia (WHO, 2013).  

O espectro clínico da doença é amplo, variando de diarreia aguda a severa e vômitos, 

podendo causar desidratação, distúrbios eletrolíticos, choque e morte. O RVA é transmitido 

por via fecal-oral e seu tempo de incubação é de 1-3 dias e nos casos típicos, o aparecimento 

da doença é abrupta, com febre e vômitos seguida de diarreia aquosa explosiva, e a reposição 

inadequada de fluídos pode acarretar na desidratação. Os sintomas gastrointestinais 

desaparecem normalmente de 3-7 dias após a infecção, mas nos casos mais severos podem 

durar de 2 a 3 semanas (WHO,2013).    

A GA causada pelo RVA é mais frequente em crianças menores de 5 anos de idade 

(CDC,2011), e acredita-se que crianças com idade mais avançada e adultos sofram com 

episódios mais brandos e/ou assintomáticos devido a imunidade adquirida em múltiplos 

episódios de infecções por RVA durante a vida (Anderson & Weber, 2004). Estudos 

demonstram que episódios recorrentes de infecção por RVA são significativamente mais 

brandos que a primo-infecção, principalmente entre os segundo e terceiro episódios 

(Gladstone et al., 2011; Mohan et al., 2017).  

2.9 Tratamento e prevenção 

O tratamento das GA causadas por RVA é basicamente a reposição de fluídos e 

eletrólitos. Em casos agudos, é recomendada a terapia de reidratação oral (TRO), e para casos 

de desidratação severa, é necessário a terapia de reidratação venosa (CDC 2016). A 

assistência médica e a terapia nutricional são importantes para ajudar a diminuir as taxas de 

morbidade e mortalidade causadas por RVA. E até o momento não existem medicamentos 

antivirais para o tratamento das infecções por RVA.  

Além da TRO, outras medidas para o controle das GA de qualquer etiologia, destaca-

se o aleitamento materno precoce e exclusivo até o sexto mês de vida, lavagem das mãos, 

consumo de água tratada, saneamento básico e tratamento adequado para crianças acometidas 

(WHO, 2013).  
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Melhorias nas condições sanitárias, assim como na destinação adequada dos dejetos 

humanos e animais, não são suficientes para o controle e prevenção das infecções por RVA. 

As infecções naturais não conferem proteção contra a reinfecção, e a prevenção desta doença 

nos dois primeiros anos de vida é fundamental para o desenvolvimento da criança. Desta 

forma, a vacinação contra RVA representa uma boa estratégia para evitar ou diminuir as 

formas mais severas da doença (Anderson, 2010). 

 A OMS, em 2009, recomendou a inclusão de vacinas contra RVA nos programas de 

imunização de todos os países, principalmente em países que as taxas de mortalidade são 

elevadas (WHO, 2009). Algumas vacinas já foram desenvolvidas e outras estão em 

desenvolvimento, entretanto, as vacinas RV1 e RV5 são indicadas em diversos países, 

incluindo o Brasil (O’Ryan et al., 2011).  

A vacina RV1 é atenuada de origem humana, monovalente (G1P[8]) e de uso oral. No 

período experimental, nas fases II e III realizados na América Latina, incluindo o Brasil, 

envolveram em torno de 100 mil crianças e demonstraram proteção média de 85% contra GA 

grave e hospitalizações por RVA, além de mostrar eficácia na prevenção da GA de qualquer 

gravidade causada pelos genótipos G1 (92%), G3, G4 e G9 (88%). Quanto às internações por 

GA independente da etiologia, a RV1 mostrou proteção de 42% (Ruiz-Palacios et al., 2006). 

No Brasil, a RV1 foi introduzida no Programa de Imunização Nacional (PNI) em 2006, e foi 

denominada Vacina Oral de Rotavírus Humano (VORH), sua administração é dividida em 

duas doses, a primeira entre 6 e 14 semanas de vida, e a segunda entre 14 e 24 semanas, 

respeitando-se as faixas etárias preconizadas (Ministério da Saúde, 2006).  

A vacina RV5 é composta por cepas de RVA geneticamente reestruturadas, de origem 

humana e bovina, e contemplando os genótipos G1, G2, G3, G4 e P[8], assumindo assim sua 

composição pentavalente. A administrada é por via oral, e dividida em três doses, a primeira 

entre 6-12 semanas e as subsequentes a intervalos de 4 a 10 semanas, completando o esquema 

vacinal até o máximo de 32 semanas (Yen et al., 2011; WHO, 2013).  

Um estudo realizado no Brasil demonstrou reduções no número de hospitalizações 

relacionadas com GA tanto nas regiões mais desenvolvidas (Sul e Sudeste) como nas regiões 

menos desenvolvidas (Norte e Nordeste) onde os indicadores socioeconômicos e de saúde se 

aproximam aos países em desenvolvimento (do Carmo et al., 2011) Quanto a introdução de 

RV5 no Brasil, a redução de hospitalizações foi significativa chegando a 93%, e estimativa de 
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redução anual de 42.991 e 77.383 nas regiões Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul (El 

Khoury et al., 2011).   

2.10 Epidemiologia dos Rotavírus A 

RVA é um dos principais agentes etiológicos da GA infantil e é responsável por 

aproximadamente 40% dos casos de diarreia em crianças com até 5 anos de idade, e 215 mil 

mortes por ano em todo o mundo. Países da África Sub-saariana e Índia, são os mais afetados 

apresentando taxas de morbidade e mortalidade ainda elevadas (Figura 8) (Tate et al., 2016).  
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FIGURA 8: Incidência de mortes por Rotavírus A (Adaptada de Tate et al., 2016). 

    
A: Número de mortes por Rotavírus A. B: Taxa de mortalidade de crianças < 5 anos de idade por país.   

Mudanças nos padrões dos genótipos circulantes são observadas principalmente nos 

países em desenvolvimento, onde a re-emergência e emergência de novas cepas são 

frequentes devido a grande diversidade dos RVA (Vizzi et al., 2017). Embora diversas 

combinações de G e P tenham sido relatadas, os genótipos G1P[8], G2P[4], G3[P8], G4P[8], 

G9P[8] e G12P[8] são responsáveis por aproximadamente  em todo o mundo (Santos e 
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Hoshino, 2005; Leite et al., 2008; Linhares et al., 2011; Banyai et al., 2012; Patton, 2012, 

Desselberger, 2014 e Ianiro et al., 2017). 

 

No Brasil, Leite e colaboradores (2008) realizaram um estudo de revisão que relatava 

a detecção dos genótipos de RVA em circulação no período de 1982 a 2007. No período de 

1982 a 1995, os genótipos G1 a G4 eram os mais prevalentes e o G5 foi observado em apenas 

10% das amostras, e entre os anos 1996 a 2005, o genótipo G9 emergiu, a detecção de G5 foi 

reduzida e G2P[4] foi pouco detectado (Figura 9). E no período de 2006 a 2007, equivalente 

ao primeiro ano da implementação da vacina RV1, o genótipo G2P[4] reemergiu e se tornou o 

mais frequentemente detectado, com taxas de 74% nas amostras RVA positivas.  

FIGURA 9: Distribuição dos genótipos de Rotavírus A no Brasil por região geográfica 
(Adaptada de Leite et al., 2008). 

                
A: de 1982 a 1995; B: de 1996 a 2005 

Carvalho-Costa e colaboradores (2011) descreveram a distribuição dos genótipos de 

RVA circulantes em diversas regiões do Brasil, no período de 2005 a 2009. Os genótipos 

G1P[8], G3P[8], G4P[8] e G9P[8] foram confirmados como os principais genótipos 

detectados, e houve um importante aumento na detecção do genótipo G2P[4] entre os anos de 

2006 e 2008 (Figura 10).  
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FIGURA 10: Distribuição dos genótipos de Rotavírus A no Brasil entre os anos de 2005 e 

2009 (Adaptada de Carvalho-Costa et al., 2011). 

 
 

O genótipo G2P[4] continuou prevalente nos anos 2008 e 2009 (Sá et al., 2015), mas 

entre os anos de 2010 e 2011 foi observado um aumento na circulação de cepas de RVA 

pertencentes ao genótipo G1P[8] em crianças (Guerra et al., 2015). 

G1P[8] ainda é frequentemente detectado no Brasil, mesmo após a introdução da 

vacina RV1 no Programa Nacional de Imunização (PNI) em 2006 (Rose et al., 2013). Silva e 

colaboradores (2015) realizaram um estudo onde avaliavam a circulação de G1P[8] nos 

períodos pré e pós-vacinais, em crianças hospitalizadas, durante mais de 27 anos, e seus 

resultados mostram que há variação na detecção de G1P[8], mas entre os anos 1994-1995, 

1997-1998, 2000-2004 e 2008-2009 ocorreram picos elevados de infecção por RVA 

pertencentes ao genótipo G1P[8]. 

O genótipo G3 é conhecido por sua grande diversidade e por ser capaz de infectar 

diferentes hospedeiros como humanos, porcos, coelhos, felinos, caninos, entre outros 

(Khamrin et al., 2009; Donato et al., 2014; Xia et al., 2014, Bonica et al., 2015; Mijatovic-

Rustempasic et al., 2016). Sua detecção em humanos é comumente associada com o genótipo 
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P[8] e menos frequentemente com P[9] (Dóró et al., 2014). No Brasil, poucos estudos relatam 

a detecção da combinação do genótipo G3 com P[9] (Tsugawa et al., 2015; Bezerra et al., 

2017). Outras combinações pouco detectadas são G1P[4] e G2P[8], mas no Brasil Carvalho-

Costa e colaboradores (2011) e Guerra e colaboradores (2015) observaram a circulação destes 

genótipos.  

No Brasil, atualmente, os genótipos detectados nas infecções por RVA com maior 

frequência são G12P[8] e G3P[8], principalmente nas regiões Sul, Sudeste e Centro-oeste 

(Luchs et al., 2016, da Silva et al., 2017). 
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3 JUSTIFICATIVA 

  O RVA é um dos principais patógenos das GA infantil, sendo responsável por 

aproximadamente 40% dos casos de diarreia em crianças com até cinco anos de idade e 

215.000 mortes por ano no mundo todo (Tate et al., 2016). Mudanças nos padrões dos 

genótipos circulantes de RVA são observadas frequentemente, principalmente nos países em 

desenvolvimento onde as condições socioeconômicas, sanitárias e de saúde ainda são 

precárias (Mohan et al., 2017; Vizzi et al., 2017). 

 O estudo coorte, multicêntrico, MAL-ED (The Etiology, Risk Factors, and Interactions 

of Enteric Infections and Malnutrition and the Consequence for Child Health and 

Development) mostra que RVA está entre os principais patógenos envolvidos nas GA, sendo 

diagnosticado nos primeiros anos de vida em crianças de comunidades carentes em oito países 

(Bangladesh, Brasil, Índia, Nepal, Paquistão, Peru, África do Sul e Tanzânia) (Platts-Mills et 

al., 2015; Mohan et al., 2017).  

 No Brasil, há diversos estudos que mostram a prevalência de RVA e os principais 

genótipos em circulação (Leite et al., 2008; Carvalho-Costa et al., 2011; Rose et al., 2013; da 

Silva et al., 2015; Guerra et al., 2015; Sá et al., 2015; Luchs et al., 2016; da Silva et al., 2017), 

entretanto, estes resultados são provenientes de amostras de crianças hospitalizadas.  

Apesar dos diversos estudos epidemiológicos no Brasil e no mundo, no âmbito 

hospitalar, sobre RVA, a pesquisa da circulação deste vírus, bem como dos genótipos, em 

comunidades, ainda é pouco estudada. Assim, estudos que verifiquem a presença do vírus e os 

genótipos em circulação são necessários para um melhor entendimento da epidemiologia dos 

RVA. 

Em vista da importância das infecções de RVA na população infantil, a busca da 

compreensão do impacto deste patógeno nas comunidades carentes torna-se estritamente 

relevante, principalmente em regiões onde a vigilância epidemiologia é escassa como na 

região do semiárido brasileiro. Assim, o presente estudo analisou a presença de RVA nessas 

crianças, além de avaliar os genótipos circulantes e as características socioeconômicas, 

clínicas, antropométricas e a cobertura vacinal, contribuindo para o entendimento do impacto 

desse vírus nesta população. 
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4 OBJETIVOS 
 
4.1 Objetivo geral 
 

Realizar a caracterização molecular e a análise filogenética dos genótipos circulantes 

de Rotavírus A em crianças com e sem diarreia no Semiárido Brasileiro. 

 

4.2 Objetivos primários 
 

x Determinar a prevalência de Rotavírus A em população infantil com e sem diarreia no 

Semiárido Brasileiro. 

x Realizar a caracterização e análise filogenética baseada nos genes que codificam para VP8* e 

VP7 de cepas de Rotavírus A circulantes em crianças com e sem diarreia no Semiárido 

Brasileiro. 

4.3 Objetivos secundários 

x Associar a sintomatologia como: febre, dor abdominal, vômito, muco ou sangue nas fezes, 

entre outros, com as amostras positivas para Rotavírus A nas crianças com e sem diarreia no 

Semiárido Brasileiro. 

x Identificar a presença de fatores determinantes para as gastroenterites agudas como 

aleitamento materno, idade das crianças, estado nutricional e renda mensal familiar nas 

famílias das crianças com rotavirose. 

x Avaliar a prevalência de crianças vacinadas e associar com as amostras positivas e negativas 

para Rotavírus A. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 
 

5.1 Ética do estudo 

Esse estudo faz parte de um projeto intitulado ―Estudo da etiologia da diarreia infantil 

em crianças provenientes da comunidade urbana em Fortaleza, CE, Brasil, e do Semiárido 

Brasileiro – Sub-projeto 1‖ (Rede de Ovino Caprino Cultura e Diarreia Infantil no Semiárido 

Brasileiro - RECODISA), aprovado pelo Comitê Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP – 

ANEXO A) e recebeu parecer favorável do Comitê de Ética em Pesquisa da UFC 

(COMEPE/UFC – ANEXO B). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE – 

ANEXO C) foi revisado e aprovado pelo COMEPE/UFC (ANEXO B). 

5.2 Caracterização da população. 

O RECODISA é um estudo epidemiológico, transversal, analítico, caso/controle, 

realizado durante um período de 16 meses, de Setembro de 2009 a Março de 2011. A coleta 

de dados e amostras de fezes foi realizada entre os meses de Setembro a Março de 2010/2011 

período de chuva e com maior incidência de casos diarreicos. O estudo foi realizado em seis 

cidades, Crato (CE), Picos (PI), Ouricuri (PE), Cajazeira (PB), Souza (PB) e Patos (PB) 

localizadas no Semiárido Brasileiro e com população superior a 50.000 habitantes cada 

(Figura 11). Foi composto por seis meses de coletas e 1200 crianças (200 crianças por cidade 

participante) na faixa etária entre 2-36 meses, onde 600 foram consideradas casos, quando a 

criança apresentava o quadro diarreico e, 600 controles, quando a criança não teve diarreia 

nos 14 dias anteriores à coleta. 
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FIGURA 11: Região do Semiárido Brasileiro.  

 

Cidades do nordeste brasileiro: Crato (CE), Picos (PI), Ouricuri (PE), Cajazeiras (PB), Souza (PB) e Patos (PB). 

Após entrevista com os participantes, foi realizado a assinatura do TCLE pelo 

responsável da criança e o preenchimento da ficha epidemiológica e dados antropométricos 

(ANEXO D). Os responsáveis receberam um pote de plástico estéril e foram orientados sobre 

o procedimento de coleta. Caso o espécime fecal não tivesse sido coletado, o grupo de campo 

retornava por mais 5 dias úteis consecutivos, quando a criança era, então, excluída do estudo 

por falta de material. As amostras coletadas eram armazenadas e enviadas em caixa térmica 

contendo gelo para o Laboratório de Doenças Infecciosas (LDI) da Unidade de Pesquisas 

Clínicas/ Instituto de Biomedicina (UPC/IBIMED), da Faculdade de Medicina, da 

Universidade Federal do Ceará (UFC). 

Para o diagnóstico de Rotavírus A, as amostras foram submetidas previamente ao 

método do Luminex, específica para o gene NSP3. Como resultados a detecção ocorreu em 

aproximadamente, 7,1% (86/1200) das crianças do RECODISA (Tabela 2).  
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TABELA 2: Prevalência de Rotavírus A em cidades do estudo. 

Cidades do Estudo 
Casos Controles Total 

Nº. % Nº. % Nº. % 
Cajazeiras 11/100 (11%) 1/100 (1%) 12/200 (6%) 

Crato 26/100 (26%) 20/100 (20%) 46/200 (23%) 
Ouricuri 4/100 (4%) 1/100 (1%) 5/200 (2,5%) 

Patos 4/100 (4%) 2/100 (2%) 6/200(3%) 
Picos 8/100(8%) 6/100 (6%) 14/200 (7%) 
Sousa 3/100 (3%) 0/100 (0%) 3/200 (1,5%) 
Total 56/600 (9,33%) 30/600 (5%) 86/1200 (7,16%) 

 

Para definição da população do estudo, foram selecionadas as 86 amostras positivas, e o 

dobro de amostras negativas para RVA, provenientes da mesma região na análise. Exemplo: a 

cidade de Crato apresentou 46 amostras positivas, portanto foram selecionados 92 controles, 

totalizando 138 amostras analisadas nesta cidade.  No caso de uma cidade não atingir o 

número amostral de 25 (dentre casos e controles), mais amostras negativas para RVA eram 

adicionados até alcançar esse valor. No total foram analisadas as 86 amostras positivas para 

RVA pelo Luminex e mais 205 amostras negativas, chegando assim ao número final de 291 

amostras (Tabela 3). 

 
TABELA 3: Distribuição das amostras selecionadas dentro dos grupos positivos – negativos 
e caso – controle por cidade do estudo.  

Cidades do estudo 

Amostras 
positivas 

Amostras 
negativas 

Total 

Nº de 
casos  

Nº de 
controles 

Nº de 
casos 

Nº de 
controles 

 

Cajazeiras 11 1 22 2 36 
Crato 26 20 52 40 138 

Ouricuri 4 1 12 8 25 
Patos 4 2 12 7 25 
Picos 8 6 16 12 42 
Sousa 3 0 14 8 25 
Total 56 30 128 77 291 
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5.3 Extrações de RNA Fecal 

5.3.1 Extração por Kit Comercial 

A extração de RNA das fezes foi realizada após a suspensão fecal, onde eram 

adicionados 1mL de salina para 2 g de fezes. O kit QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, 

Valencia, Califórnia, EUA) preconiza a utilização de 140 mg da suspensão, e os reagentes e 

as quantidades eram  de acordo com as instruções do fabricante. 

Os RNAs obtidos foram mantidos a -80ºC até o transporte e a realização do 

diagnóstico pelo método do LUMINEX e, posteriormente, foi realizado uma nova extração e 

enviados para a FIOCRUZ –Rio de Janeiro, para iniciar as análises através de PCR tempo 

real. 

 

5.3.2 Extração pelo método de Boom 

Foram preparadas suspensões fecais a 10% em tampão Tris-HCl Ca2+ 0,01M pH 7,2, 

homogeneizadas e centrifugadas a 3200 rpm por 30 minutos, posteriormente os sobrenadantes 

foram armazenados a -20ºC. A partir das suspensões, as extrações do RNA genômico foram 

realizadas de acordo com o método já descrito por Boom e colaboradores (1990) com 

alterações segundo Leite e colaboradores (1996). Resumidamente: em um tubo tipo 

Eppendorf® de 1,5µL foi adicionado 400µL da suspensão fecal e 1mL de tampão L6, 

previamente preparados, seguido de 15µL de sílica, então as amostras foram incubadas a 

temperatura ambiente por 20 minutos em agitação, após esse período foram centrifugadas por 

60 segundos em velocidade máxima, e o sobrenadante foi descartado em solução de NaOH 

10N. Em cada tubo, foi adicionado 1mL de tampão L2, também preparado previamente, 

seguido de agitação em vórtex para ressuspender o sedimento formado, foi recentrifugado 

utilizando os mesmo parâmetros de tempo e velocidade e o sobrenadante novamente foi 

desprezado em solução de NaOH 10N. A seguir foram feitas duas etapas de lavagem, na 

primeira foi adicionado 1mL de etanol a 70%  e, na segunda, 1mL de acetona P.A (Merck®), 

ambos a 4ºC e, realizando os mesmo procedimentos de homogeneização e sedimentação 

anteriormente descritos, e desprezando os sobrenadantes em solução de hipoclorito de sódio a 

5%. Ao fim da última lavagem, os tubos passaram por duas incubações em banho maria a 

56ºC: durante 15 minutos com as tampas abertas para total evaporação da acetona, e após esse 

período, foram adicionados 60µL de água livre de endo e exonucleases (Invitrogen®) em cada 

tubo e incubados com tampas fechadas por mais 15 minutos. Por fim, as amostras foram 
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homogeneizadas por vórtex e centrifugadas em velocidade máxima por 3 minutos, assim o 

sobrenadante foi transferido para tubos tipo Eppendorf de 0,5µL e armazenados a -20ºC ou -

70ºC. 

5.4 Diagnóstico de Rotavírus A 

5.4.1 Luminex 

A metodologia do Luminex consiste basicamente na técnica de reação em cadeia da 

polimerase (PCR) associada à hibridização com microesferas de poliestireno acopladas a 

sondas específicas para cada alvo. As referencias para o protocolo de ciclagem, iniciados e 

sondas foram específicos para cada painel de patógenos e regiões alvos estão a seguir: vírus 

(Rotavírus, NSP3; Norovírus, ORF1-ORF2; Astrovírus, Capsid; Sapovírus, RdRp-capsid; 

Adenovírus, Hexon) (Liu J et al., 2011); E. coli enteropatogênicas; E. coli enteroagregativa, 

aaiC e aatA; E.coli entropatogênica, bfpA e eaeA; E.coli enterotoxigênica, LT e ST; e E. coli 

enterohemorragica, stx1, stx2 e eaeA) (Taniuchi et al., 2013); outras bactérias (Shigella spp, 

ipaH; Salmonella spp, invA; Campylobacter spp., cadF; Aeromonas spp, aerolysin e Vibrio 

spp, t toxR) (Liu J et al., 2012); protozoários (Giárdia spp, 18S rRNA; Cryptosporidium spp, 

COWP e Entamoeba histolytica, 18S rRNA) (Taniuchi et al., 2011). A detecção foi realizada 

por meio do equipamento Luminex Bio-Plex 200 System (Bio-Rad). A identificação por 

Luminex foi utilizada como diagnóstico inicial para realizar testes subsequentes. 

5.4.2 Ensaio imunoenzimático para pesquisa de Rotavírus A  

Com o objetivo de confirmar as amostras previamente positivadas, foi realizado o 

ensaio imunoenzimático (ELISA), através do kit Ridascreen®, R-Biopharm A.G. seguindo as 

instruções do fabricante. E tendo como princípio a detecção de antígenos da proteína VP6 dos 

RVA.  

 

5.4.3 Amplificação do gene NSP3 por PCR em Tempo Real 

Com objetivo de realizar uma triagem para RVA dentro das 291 amostras do presente 

estudo, foi feito PCR em tempo real, conforme descrito por Fumian e colaboradores (2016). 

Foram utilizados iniciadores específicos para RVA, amplificando o gene NSP3 (Tabela 4). 

Controles negativos foram utilizados em todos os procedimentos desde a extração do RNA.  
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TABELA 4: Iniciadores e sonda utilizados para detecção de Rotavírus A.  

Gene 
Alvo 

Iniciadores
/ 

Sonda 
Sequência 5’ – 3’ 

Posição no 
genoma 

Referência 

NSP3 

Iniciador F 
ACC ATC TWC ACR TRA 

CCC TCT ATG AG 963-988 

Zeng et al., 

2008 Iniciador R 
GGT CAC ATA ACG CCC 

CTA TAG C 
995-1017 

Sonda 
FAM- AGT TAA AAG CTA 

ACA CTG TCA AA -MGB 
1028-1049 

Legenda: W – A/T; E – A/G 

As amostras foram aplicadas em placas com 96 micropoços, contendo 5µL de RNA e 

20µL da mistura (Tabela 5), obtendo um volume final de 25µL e, submetidas à temperatura 

inicial de 55ºC durante 30 minutos para o processo de transcrição reversa, para a ativação da 

Taq polimerase foi submetido a 95ºC por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturação a 

95ºC por 15 segundos e anelamento e extensão a 60ºC por 1 minuto, após a finalização o 

produto foi descartado, e os resultados coletados e analisados no Software Sequence Detector 

versão 1.6 (Applied Biosystems). 

TABELA 5: Reagentes usados no PCR em Tempo Real para detecção de Rotavírus A. 

Reagentes Volume/Reação 

H2O livre de Dnase/Rnase 4,0 µL 

PCR Master Mix 12,5 µL 

ROX (1:10) 0,5 µL 

RT SIII / Taq  0,5 µL 

Primer NSP3F (10µM)  1,0 µL 

Primer NSP3R (10µM)  1,0 µL 

Probe NSP3P (10µM)  0,5 µL 

Total  20 µL 
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5.4.4 Amplificação dos genes que codificam para as proteínas VP6, VP4 (VP8*) e 
VP7 por RT-PCR  

 
A amplificação dos genes que codificam para as proteínas VP6, VP4 (VP8*) e VP7 foi 

realizada através da utilização do Kit Qiagen OneStep RT-PCR de acordo com as instruções 

descrita pelo fabricante. As misturas dos reagentes são iguais para todos os genes, e os 

iniciadores são específicos. Na Tabela 6 está descrito as quantidades usadas para cada reação, 

bem como cada iniciador. 

 As reações eram feitas inicialmente para o gene que codifica a proteína VP6, e 

quando obtido resultado positivo, as reações dos genes que codificam para as proteínas VP4 

(VP8*) e VP7 eram realizadas.  

TABELA 6: Reagentes usados no RT-PCR para amplificação dos genes que codificam para 

VP6, VP4 (VP8*) e VP7.  

Gene Alvo Reagentes Volume/Reação 

VP6; VP4 (VP8*) e VP7  

H2O livre de Dnase/Rnase 10,0 µL 

5X Buffer 5,0 µL 

dNTP (200U/µL) 1,0 µL 
Primer VP6F (+); 4con3; Beg9 

(20 µM) 
 1,0 µL 

Primer VP6R (-); 4con2; End9 
(20 µM) 

 1,0 µL 

OneStep RT-PCR enzyme  1,0 µL 

Total   19 µL 
 

Em um tubo, tipo Eppendorf® de 200µL, foram adicionados 1µL de dimetil sulfóxido 

(DMSO) e 5µL do RNA extraído. Inicialmente foi incubado a 97ºC por 5 minutos para 

desnaturação, logo em seguida colocado em banho de gelo por 2 minutos. A seguir foram 

adicionados mais 19µL da mistura dos reagentes (Tabela 6) contendo os iniciadores 

respectivos para cada gene, para a reação de amplificação. Controles negativos foram 

utilizados em todos os procedimentos desde a extração do RNA. Os iniciadores usados nas 

reações estão descritos na Tabela 7.  
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TABELA 7: Iniciadores usados nas reações de RT-PCR dos genes que codificam para VP6, 

VP4 (VP8*) e VP7. 

Gene 
Alvo 

Iniciadores Sequência 5’ – 3’ 
Posição no 

genoma 
Referência 

VP6 

VP6-F (+) 
(20 µM) 

GAC GGV GCR ACT 
ACA TGG T 747 - 766 Ituttiza-

Gómara et al., 
2002 VP6-R (-) 

(20 µM) 

GTC CAA TTC ATN 
CCT GGT GG 

1126 - 
1106 

VP4 
(VP8*) 

4con3 (+) 
(20 µM) 

TGG CTT CGC TCA 
TTT ATA GAC A 

11 - 32 

Gentsch et al., 
1992 4 con 2 (-) 

(20 µM) 

ATT TCG GAC CAT 
TTA TAA CC 887 – 868 

VP7 

Beg9 (+) 
(20 µM) 

GGC TTT AAA AGA 
GAG AAT TTC CGT 

CTG G 
1 - 28 

Gouvea et al., 
1990 

End9 (-)  
(20 µM) 

GGT CAC ATC ATA 
CAA TTC TAA TCT 

AAG 

1062 - 
1036 

 

As condições de termociclagem consistiram em: uma etapa de RT a 50ºC por 30 

minutos; uma etapa de desnaturação a 95ºC durante 15 minutos; 40 ciclos de amplificação a 

94ºC por 30 segundos na etapa de desnaturação, 46ºC por 30 segundos na etapa de 

hibridização dos iniciadores e 72ºC por 1 minuto na etapa de extensão das fitas de DNA. A 

extensão final foi realizada a 72ºC por 10 minutos.  

 

5.5 Análise por eletroforese em gel de agarose a 2% 

Para a análise dos amplicons obtidos nos testes realizados anteriormente, foi 

adicionado 2µL de Blue Green loading dye® (Axygen) em 10 µL de produto da RT-PCR e os 

mesmos foram aplicados em gel de agarose a 2% com brometo de etídio em tampão Tris-

Borato-EDTA (TBE) 0,5% durante 1 hora e 20 minutos a 100 Volts. Após a eletroforese, o gel 

foi submetido ao transiluminador de luz ultravioleta (DyNA Light Dual Intensity UV; Labnet 

National Company) para visualização dos amplicons e as imagens foram registradas através 
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do sistema de captura de imagem Kodak Gel Logic 212. Controles negativos foram utilizados 

durante todos os procedimentos desde a extração de RNA.  

5.6 Purificação dos produtos amplificados de Rotavírus A para sequenciamento  

A purificação dos produtos amplificados de RVA foi realizada através da utilização de 

kit comercial ―QIAquick® PCR Purification Kit‖ (QIAGENTM, CA, USA), seguindo as 

instruções do fabricante e somente quando a banda esperada foi obtida. 

5.7 Sequenciamento dos genes amplificados de Rotavírus A 

O sequenciamento foi realizado pela Plataforma de Sequenciamento de DNA 

PDTIS/Fiocruz. De acordo com as orientações da plataforma, foram adicionados de 100 a 250 

picomoles de DNA purificado e 3,2 picomoles dos iniciadores utilizados na PCR em tubos de 

1,5 mL. A reação foi realizada utilizando o Kit Big Dye Terminator® v 3.1 Cycle Sequencing 

Kit (Applied Biosystems®, CA, USA), conforme as instruções do fabricante.  

Os cromatogramas das sequências foram obtidos a partir do sequenciador automático 

de 48 capilares ―ABI Prism 3730 Genetic Analyzer‖ (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA) do serviço da ―Plataforma de Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ‖. 

Os iniciadores utilizados no sequenciamento foram os mesmos das reações de 

amplificação, porém individualmente.  

 
5.8 Análise das sequências 
 
 As sequências obtidas foram editadas e alinhadas usando o programa BioEdit 

Sequence Alignment Editor versão 7.2.6. Os protótipos utilizados neste estudo foram obtidos 

a partir do GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI) através da 

ferramenta ―Blast‖.  

Para as análises filogenéticas, foi utilizado o programa MEGA7.0 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis) e foram incluídas sequências nucleotídicas do GenBank que 

apresentaram similaridade maior que 95%, de acordo com a ferramenta do pacote Blast. As 

distâncias calculadas entre as sequências foram analisadas utilizando-se o algoritmo de 

Neighbor-Joining. A re-amostragem (bootstrap) aplicada foi de 2.000 repetições (KUMAR et 

al., 2016). 
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5.9 Análise Estatística  
 

As análises estatísticas dos dados antropométricos, estado de aleitamento materno, e as 

condições clínicas entre as amostras positivas e negativas e a definição de caso/controle foram 

realizadas através dos testes Qui-quadrado, teste exato de Fisher e Odds Ratio (OR). Para a 

realização dos testes o Pacote Estatístico para Ciências Sociais (SPSS), versão 22 (IBM Corp, 

EUA) foi utilizado, e foi considerado P-valores de < 0,05 estatisticamente significantes. 
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6 RESULTADOS 
 
6.1 Detecção e epidemiologia dos Rotavírus A 

As 291 amostras selecionadas, foram submetidas à técnica de PCR tempo real, usando 

como gene alvo NSP3. Além da confirmação por qRT-PCR, onde as 86 amostras positivas 

para RVA foram testadas por ELISA, e apenas 5,8% foram confirmadas.  

A detecção de RVA pelo qRT-PCR foi de 31/291 (10,65%), onde dentre as positivas 

aproximadamente 19,35% eram controles (6/31) e 80,64% eram casos (25/31). A cidade de 

Crato apresentou significância estatística com P=0,0067. Também foi encontrada 

significância estatística na distribuição de RVA em todas as cidades com um P= 0,0472 

(Tabela 8). 

TABELA 8: Distribuição de Rotavírus A por cidade do estudo em relação ao grupo caso e 

controle. 

Cidades do Estudo 
Casos Controles Total 

P valor 

(<0,05) 

Nº. % Nº. % Nº. %  

Cajazeiras 7/33 (21,2%) 0/3 (0%) 7/36 (19,4%) 1,0000 

Crato 12/78 (15,4%) 1/60 (1,7%) 13/138 (9,4%) 0,0067* 

Ouricuri 1/16 (6,2%) 0/9 (0%) 1/25 (4%) 1,0000 

Patos 2/16 (12,5%) 1/9 (11,1%) 3/25 (12%) 1,0000 

Picos 2/24 (8,3%) 4/18 (22,2%)  6/42 (14,3%) 0,3752 

Sousa 1/17 (5,9%) 0/8 (0%) 1/25 (4%) 1,0000 

Total 
25/184 

(13,6%) 
6/107 (5,6%) 

31/291 

(10,65%) 
0,0472* 

* P valor obtido por teste exato de Fisher (<0,05 significante).            

Em relação ao sexo, das 291 crianças selecionadas, 147 eram do sexo masculino e 144 

do sexo feminino, e dentre as positivas para RVA 71% (22/31) corresponderam ao gênero 

masculino, com significância estatística em relação os casos positivos, com P= 0,0216 e Odds 

Ratio de 2,640, IC 95% = 1.171 a 5.952. Dentre as idades, o maior número de casos de RVA 

ocorreu entre as crianças de 0 - 12 meses (22/31 – 71%), seguido pela idade de 12.1 – 24 
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meses (6/31 – 19,3%) e 24.1 – 36 meses (3/31- 9,7%). Foi apresentando significância 

relacionada com a ausência de RVA nas idades de 0 – 12 meses (P = 0,0001) e 24.1 – 36 

meses (P = 0,0190) (Tabela 9).  

Quanto à vacinação, 96,8% das crianças que tiveram diagnóstico positivo para RVA, 

receberam a primeira dose da vacina aos dois meses de vida e, 60,3% receberam a segunda 

dose da vacina aos quatro meses de vida. Já as amostras que foram negativas para RVA, 

100% receberam a primeira dose da vacina e, 92,7% receberam a segunda dose. Foi 

observado que houve significância estatística de P = 0.0001 e Odds Ratio de 0,1183, IC 95% 

= 0.04968 a 0.2815 em relação à segunda dose da vacina (Tabela 9). 

A amamentação parcial (onde a criança foi amamentada por alguns meses (1-6 

meses)) foi relatada em 35,5% (11/31) das crianças positivas para RVA, seguido por 

amamentação não exclusiva com 32,25% (10/31), amamentação exclusiva com 29% (9/31) e 

crianças que nunca foram amamentadas com 3,25% (1/31). Significância estatística foi 

observada na amamentação exclusiva associada aos casos negativos de RVA, com p= 0,0012, 

risco relativo de 0,5816, IC 95%= 0.2840 a 1.191. Quanto à renda familiar mensal, 8,2% 

(24/291) das famílias relataram receber menos que dois salários mínimos e não foi observado 

significância (Tabela 9).  
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TABELA 9: Caracterização da população infantil positiva para Rotavírus A do Semiárido 

Brasileiro.  

Parâmetros 
Total 

N = 291 (%) 
Positivo RVA 

N = 31 (%) 
Negativo RVA 
N = 260 (%) 

P (<0,05) 

Gênero     
Masculino 147 (50,5%) 22 (71%) 125 (48,1%) 

0,0216* 
Feminino 144 (49,5%) 9 (29%) 135 (51,9%) 

Idade     
0 – 12 meses 111 (38,1%) 22 (71%) 89 (34,3%) 0,0001* 

12,1 – 24 meses 101 (34,7%) 6 (19,3%) 95 (36,5%) 0,0719 
24,1 – 36 meses 79 (27,2%) 3 (9,7%) 76 (29,2%) 0,0190* 

Vacinação     

1ª Dose (2 meses) 290 (99,7%) 30 (96,8%) 260 (100%) 0,1065 

2ª dose (4 meses) 260 (89,3%) 19 (60,3%) 241 (92,7%) 0,0001* 

Amamentação     
Exclusiva 29 (10%) 9 (29%) 20 (7,7%) 0,0012* 

Não Exclusiva 129 (44,3%) 10 (32,25%) 119 (45,8%) 0,1807 

Parcial1 118 (40,5%) 11 (35,5%) 107 (41,1%) 0,5691 

Não2 15 (5,2%) 1 (3,25%) 14 (5,4%) 1,0000 

Renda familiar mensal 
(em salários mínimos) 

    

≤ 2 256 (88%) 24 (77,4%) 232 (89,2%) 0,0750 

2 ≤ 5 35 (12%) 7 (22,6%) 28 (10,8%) 0,0690 
1- Amamentação Parcial: crianças que foram amamentadas por alguns meses (1-6 meses); 2- Não: crianças 

que nunca foram amamentadas; *- P valor obtido por teste exato de Fisher (<0,05 significante).        

6.2 Dados clínicos e antropométricos da população  

Dentre os sintomas relatados, o mais relevante foi diarreia com 80,7% (25/31) (P= 

0,0472) das crianças com rotavirose. Além disso, 19,3% (6/31) das crianças que apresentavam 

positividade para RVA eram assintomáticas.  

Em relação aos outros sintomas clínicos, febre foi o segundo mais relatado relacionado 

a presença de RVA, correspondendo a 35,5% (11/31), seguido de vômito em 29% (9/31).  
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Visto entre todos os sintomas, o único a apresentar significância estatística foi diarreia 

associada a presença de RVA. Uma limitação do estudo foi que alguns responsáveis não 

souberam responder se a criança apresentava ou não tais sintomas. Todos os sinais e sintomas 

analisados estão apresentados na Tabela 10. 

TABELA 10: Sintomatologia clínica relatada pelos responsáveis pelas crianças com amostra 

positiva para Rotavírus A. 

Dados Clínicos 
Total 

% (n pos/n total) 
Positivo RVA 
% (n pos/n total) 

Negativo RVA 
% (n pos/n total) 

P valor 
(<0,05) 

Diarreia (184/291) 80,6 (25/31) 61,1 (159/260) 0,0472* 

Febre (55/189) 35,4 (11/31) 27,8 (44/158) 0,1073 

Dor abdominal (26/189) 6,5 (2/31) 15,2 (24/158) 0,5380 

Sangue nas fezes (1/189) 0 (0/31) 0,6 (1/158) 1,0000 

Muco nas fezes (16/188) 9,7 (3/31) 8,3 (13/157) 0,4501 

Vômito (53/189) 29 (9/31) 27,8 (44/158) 0,4771 

Tosse ou sintomas 
respiratórios 

(57/189) 22,6 (7/31) 31,6 (50/158) 0,8188 

Fraqueza (37/189) 12,9 (4/31) 20,9 (33/158) 0,7893 

Inquietação (49/189) 16,1 (5/31) 27,8 (44/158) 0,4760 
* P valor obtido por teste exato de Fisher (<0,05 significantes).            

De acordo com os dados antropométricos não houve alterações no estado nutricional 

em relação à presença ou ausência de RVA na população infantil do presente estudo, 

entretando 80,7% das amostras positivas para RVA eram em crianças com bom estado 

nutricional (Tabela 11). 
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TABELA 11: Dados antropométricos das crianças com e sem Rotavírus A.  

Dados 
Antropométricos 

Total  
N = 291 

Positivo RVA  
N = 31 

Negativo RVA  
N = 260 

P valor 
<0,05 

HAZ1 (Média ± DP) -0,2359 ± 1,690 0,3384 ± 1,435 -0,2236 ± 1,720 0,7015 
WAZ2 (Média ± DP) 0,3200 ± 1,424 0,2419 ± 1,450 0,3294 ± 1,423 0,5718 
WHZ3 (Média ± DP) 0,6151 ± 1,604 0,6119 ± 2,124 0,6154 ± 1,535 0,9627 
BAZ4 (Média ± DP) 0,7058 ± 1,955 0,6229 ± 2,152 0,7158 ± 1,934 0,8422 

1 HAZ – Heigth-for-age Z-score (Z-score de altura por idade); 2 WAZ – Weight-for-age Z-score (Z-score de 

peso por idade); 3 WHZ – Weigth-for-heigth Z-score (Z-score peso por altura); 4 BAZ – BMI-for-age Z-score ( 

Z-score de indice de massa corpórea por idade).  

6.3 Amplificação dos genes que codificam para VP6, VP4 (VP8*) e VP7 para análise por 
sequenciamento. 

Das 31 amostras positivas para RVA pela técnica de PCR em tempo real, 67,7% 

(21/31) foram amplificadas para o gene que codifica a proteína VP6. Desta forma, as amostras 

que foram positivas para VP6 foram amplificadas para os genes que codificam as proteínas 

VP4 (VP8*) em 85,7% (18/21) e VP7 em 80,9% (17/21) e posteriormente sequenciadas. A 

Figura 12 representa a análise por eletroforese em gel de agarose da amplificação destes 

genes.  

Após genotipagem as amostras deste estudo foram caracterizadas como pertencentes 

aos genótipos G1, G2 e G3 e P[4], P[8] e P[9] para os genes que codificam para as proteínas 

VP7 e VP4 (VP8*), respectivamente. Não foi possível identificar os genótipos (G?P[?]) de 

uma amostra dentre as 21 positivas para o gene que codifica para a proteína VP6. Sendo 

G1P[8] a combinação mais frequente (57%). Combinações atípicas também foram 

encontradas, como G1P[4], G2[P8] e G3P[9].  
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FIGURA 12: Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de RT-PCR para os genes 

que codificam as proteínas VP6 (A), VP4 (VP8*) (B) e VP7 (C) de Rotavírus A. 

 

 
 

 

 
 

 

 
MM: marcador molecular de 50 ou 100 pb. A: Linhas 1 a 10 amostras positivas que amplificaram para o gene 

que codifica para a proteína VP6, linha 11 controle positivo para RVA e linha 12 controle negativo; B: Linhas 1 

a 4, 6 a 8 amostras positivas que amplificaram para o gene que codifica para a proteína VP4 (VP8*), linha 5 

amostra negativa para a amplificação do gene VP4, linha 9 controle positivo para RVA e linha 10 controle 

negativo; C: Linhas 1 a 4, 6 a 8 amostras positivas que amplificaram para o gene que codifica a proteína VP7, 

linha 5 amostra negativa para a amplificação do gene VP7, linha 9 controle positivo para RVA e linha 10 

controle negativo. 
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6.4 Análise filogenética  

As árvores filogenéticas foram construídas utilizando sequências nucleotídicas dos 

genes que codificam para as proteínas VP4 (VP8*) e VP7. Para a análise comparativa foram 

incluídas amostras protótipos, equivalentes aos genótipos encontrados, no Brasil e no mundo, 

disponíveis no GenBank.  

6.4.1 Análise do gene que codifica para a proteína VP4 (VP8*) 

A Figura 13 representa a análise filogenética baseada na sequência nucleotídica 

parcial (887 pb) do gene que codifica para a proteína VP8*.  

Através da análise filogenética, foi possível determinar que as amostras genotipadas 

como P[8] deste estudo, pertencem a linhagem P[8]-1, e apresentam valores de identidade 

nucleotídica de 98% a 100% com a vacina RV1 (RVA/Human-TC/USA/Rotarix/2009/G1P8 - 

JX943612) (Figura 14).  

No cluster referente ao genótipo P[8], as amostras deste estudo, isoladas entre os anos 

de 2010 e 2011, agrupam-se com amostras coletadas entre 1987 e 2011, encontradas nas 

regiões Nordeste (Bahia, Pernambuco e Sergipe), Sudeste (Rio de Janeiro e São Paulo) e Sul 

(Rio Grande do Sul). Neste grupo, também foram encontradas amostras de outros países, 

como Austrália, Bélgica, Coreia do Sul, Estados Unidos da América, França e Japão entre os 

anos 1976 e 2014 (Figura 13).  

Apenas uma amostra foi genotipada como P[4] e isolada no ano de 2010, no Estado do 

Ceará e agrupou com outras amostras brasileiras provenientes da região Nordeste 

(Pernambuco e Sergipe) nos anos de 2010 e 2011, Sudeste (Espirito Santo) em 2009 e Sul 

(Rio Grande do Sul) em 2010. Amostras provenientes de outros países também foram 

agrupadas no mesmo cluster, como Austrália (2006), Bélgica (2005) e Rússia (2005 e 2007) 
(Figura 13).  

As amostras genotipadas como P[9] foram isoladas em 2010 no Estado da Paraíba e 

agrupam-se com uma amostra Brasileira do Estado de Pernambuco, na região Nordeste e 

isolada no ano de 2008. A amostra proveniente da Rússia, isolada em 2012 foi agrupada no 

mesmo cluster (Figura 13).  
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FIGURA 13: Árvore filogenética baseada na sequência nucleotídica parcial (887 pb) do gene 

que codifica para a proteína VP4 (VP8*) de amostras de Rotavírus A.  

 

Amostras provenientes dos estados do Ceará, Paraíba, Pernambuco e Piauí, coletadas de maio de 2010 a março 

de 2011 (círculo preenchido) e protótipos de diferentes tipos de genótipos humanos 
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FIGURA 14: Identidade nucleotídica do gene que codifica para a proteína VP4 (VP8*) entre 

amostras dos Estados do Ceará, Paraíba, Pernambuco e Piauí e amostra da vacina RV1 

(RVA/Human-TC/USA/Rotarix/2009/G1P8 - JX943612).  

 

6.4.2 Análise do gene que codifica para a proteína VP7 

Após a análise das sequências obtidas a partir do gene de VP7 das amostras deste 

estudo, foi possível caracterizá-las como pertencentes aos genótipos G1 (14/16), G2 (1/16) e 

G3 (1/16). Na Figura 15 podemos observar a análise filogenética baseada na sequência 

nucleotídica completa (1062 pb) do gene que codifica para a proteína VP7.  

O cluster referente às amostras com genótipos G1 provenientes dos Estados de Ceará, 

Paraíba, Pernambuco e Piauí, detectados nos anos de 2010 e 2011, foram agrupados com 

amostras das regiões Nordeste (Maranhão) em 2010, Centro-Oeste (Distrito Federal – 

Brasilia) em 1988 e Sudeste (São Paulo) em 1896. Amostras de outros países como Argentina 

(1980,1990 e 2000), Austrália (2006), Bangladesh (2002), Estados Unidos da América (1974, 

1989 e 2009), França (2013), Itália (2003) e Japão (2014) também foram agrupadas neste 

cluster. A vacina RV1 (RVA/Human-TC/USA/Rotarix/2009/G1P8 - JX943612) foi agrupada 

junto com as amostras deste estudo (Figura 15).  

A amostra pertencente ao genótipo G2 foi detectada no Estado do Ceará no ano de 

2010 e foi agrupada com amostras das regiões Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul), Sudeste 

(Rio de Janeiro) e Sul (Rio Grande do Sul) do Brasil, nos anos 2010, 2002 e 2010, 
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respectivamente. Amostras originárias de outros países também foram agrupadas ao cluster de 

G2, como Bélgica, Itália e Rússia, ambas no ano de 2007 (Figura 15). 

O genótipo G3 foi detectado em uma amostra do Estado da Paraíba em 2010 e foi 

agrupada com amostras brasileiras da região Norte em 2012 e outra amostra do Estado de 

Minas Gerais em 2009. As amostras da China (2011), Estados Unidos da América (1976 e 

2012), Gana (2009), Itália (1996), Rússia (2011) e Tailândia (2011) também foram incluídas 

no cluster do genótipo G3 (Figura 15).  
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FIGURA 15: Árvore filogenética baseada na sequência nucleotídica completa (1062 pb) do 

gene que codifica para a proteína VP7 de amostras de Rotavírus A.  

 

Amostras provenientes dos estados do Ceará, Paraíba, Pernambuco e Piauí, coletadas de maio de 2010 a 

fevereiro de 2011 (círculo preenchido) e protótipos de diferentes tipos de genótipos humanos. 
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7 DISCUSSÃO 

A GA viral continua sendo um importante problema de saúde pública mundial e é 

caracterizada pela manifestação de sintomas como dor abdominal, diarreia, náusea, vômitos e 

febre, principalmente em crianças abaixo de 5 anos de idade (WHO, 2013). Dentre os agentes 

etiológicos que induzem GA viral, o RVA é um dos principais patógenos, entretanto após a 

introdução de uma vacina anti-RVA no programa nacional de imunização de diversos países 

as taxas de mortalidade decaíram, contudo as taxas de morbidade continuam elevadas 

principalmente nos países em desenvolvimento (Costa et al., 2016; Tate et al., 2016).  

No presente estudo, a prevalência de RVA em crianças de 2-36 meses de idade, 

oriundas de comunidades carentes do Semiárido Brasileiro, foi de 10,65 % pela técnica de 

qRT-PCR. Outros estudos vêm sendo realizados em diversas regiões do Brasil, tanto em 

crianças hospitalizadas como em emergências, e mostram uma prevalência para RVA de 12% 

em Fortaleza, Ceará (Sá et al., 2015), 11% em Aracaju, Sergipe  (Gurgel et al., 2009), 15% 

em Recife, Pernambuco (Nakagomi et al., 2008) ambos na região Nordeste; 9,6% em Rio 

Branco, Acre (Neves  et al., 2016), 17,2% em Belém, Pará (Guerra et al., 2015), ambos na 

região Norte; e nas regiões Centro-Oeste (Góias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul), 

Sudeste (São Paulo) e Sul (Paraná) aproxima-se de 19,7% nos anos 2012-2014 (Luchs et al., 

2016). Os dados de detecção do atual trabalho corroboram com as taxas dos estudos citados 

anteriormente, contudo este é primeiro relato de RVA na região do Semiárido Brasileiro em 

um estudo caso – controle.  

Nas cidades deste estudo, foi observada uma grande variação na detecção de RVA 

entre 4% e 19,4 %. Sousa e Ouricuri apresentaram as menores taxas de detecção e Cajazeiras 

a maior.  Em estudos de coorte, multicêntricos, Platts-Mills e colaboradores (2015) e Mohan e 

colaboradores (2017) observaram taxas similares, 4,9% e 3,1%, respectivamente, na detecção 

de RVA em crianças desnutridas de comunidades carentes provenientes de 8 países 

(Bangladesh, Brasil, Índia, Nepal, Paquistão, Peru, África do Sul e Tanzânia). 

Em relação ao gênero da população infantil do presente estudo, 71% das amostras 

positivas para RVA, apresentou associação com o sexo masculino. Outros estudos de perfil 

epidemiológico nacionais também apresentaram o mesmo relato (Guerra et al., 2015; Luchs et 

al., 2016; Neves et al, 2016), contudo não há relação significativa entre a detecção de RVA e 

o gênero.   
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Como parte do referido estudo (MAL-ED) Mohan e colaboradores (2017) realizaram a 

análise de amostras fecais de crianças entre 17 dias e 24 meses de vida e observaram que a 

incidência de RVA, tanto no primeiro ano de vida quanto no segundo, apresentam taxas 

elevadas em diversos países, principalmente naqueles onde não oferecem a vacinação pelos 

programas de imunização. Vizzi e colaboradores (2017) ao detectar RVA em amostras de 

crianças entre os anos de 2007-2008, também observou que a faixa etária mais acometida era 

crianças menores de dois anos de idade. Corroborando com estes dados, o grupo mais 

acometido por RVA, no presente estudo, em relação à idade, foram crianças entre 0-12 meses 

(71%), seguido de 12,1-24 meses (19,3%) e 24,1-36 meses (9,7%).  

Em contrapartida, observa-se que após a introdução da vacina anti-RVA, houve uma 

mudança na faixa etária das crianças acometidas por RVA, e a observação global é de que o 

RVA é um dos principais agente etiológicos das GA em crianças menores de 5 anos de idade 

(CDC, 2011). Corroborando com essa mudança, estudos nacionais que avaliavam a presença 

de RVA em crianças de 0 a 10 anos, entre outras idades e entre os anos de 2012-2014, 

observaram que as maiores taxas de detecção de RVA eram em crianças de 2 a 5 anos de vida 

(Luchs et al., 2016; da Silva et al., 2017).  

No Brasil, a vacina RV1 (Rotarix®) foi introduzida no Programa Nacional de 

Imunização (PNI) em 2006, e preconiza a administração da vacina em duas doses, a primeira 

em crianças com 2 meses e a segunda em crianças com 4 meses de vida (Ministério da Saúde, 

2006). Entre os anos de 2006-2011 a cobertura vacinal aumentou consideravelmente, 

chegando a 87,06% em todo o país (Linhares & Justino, 2014).  

No presente estudo, foi observada uma ampla cobertura vacinal, onde 99,7% das 

crianças receberam a primeira dose da vacina e, apesar de uma taxa menor, mas ainda 

significativa, 89,3% receberam a segunda dose, e foi relacionado significativamente com a 

ausência de RVA na população. Esta diminuição da taxa na segunda dose pode estar 

relacionada com a idade das crianças, onde 1,0% estavam na idade correta para a 

administração da segunda dose, mas não haviam se imunizado, e 9,6% ainda não estavam na 

idade preconizada para receber a segunda dose da vacina.  

Em 2010, as regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste, apresentaram os maiores níveis de 

cobertura vacinal, chegando a 96,2% na região Sudeste, contudo, nas regiões Norte e 

Nordeste essas taxas não foram tão elevadas, e a região Norte foi a que apresentou a menor 

taxa com 69,9% (Costa et al., 2016). Na região Nordeste a cobertura vacinal aumentou de 
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40,5% em 2006 para 82,74% em 2011 (Linhares & Justino, 2014). De acordo com os dados 

apresentados, observa-se que as taxas de vacinação deste estudo condizem com a cobertura 

vacinal tanto do Nordeste, quanto de outras regiões do Brasil. Além de corroborarem com os 

dados vacinais do estudo MAL-ED (The Etiology, Risk Factors, and Interactions of Enteric 

Infections and Malnutrition and the Consequences for Child Health and Development), onde 

no Brasil, Peru e África do Sul, as taxas foram de 71,8%, 96,9% e 85,8%, respectivamente 

(Mohan et al., 2017). 

Outro fator importante para a prevenção das GA causadas por agentes infecciosos, 

incluindo aquelas causadas por RVA, é o aleitamento materno (WHO,2013; Ambikapathi et 

al., 2016). No presente estudo, as crianças mais acometidas foram as que tiveram 

amamentação parcial (amamentação entre 1-6 meses) com 35,5% dos casos, seguido por 

amamentação não exclusiva com 32,25%, amamentação exclusiva com 29% e aquelas que 

não foram amamentadas com 3,25%.  Foi observado que houve uma significante associação 

entre a ausência de RVA com crianças que tinham aleitamento materno exclusivo. 

Corroborando com os dados encontrados, Verkerke e colaboradores (2016) também 

observaram uma associação positiva quanto à amamentação exclusiva e a diminuição de risco 

de desenvolver rotavirose.  

No projeto MAL-ED foi observado que o desmame precoce está relacionado 

principalmente com a escolaridade e a idade materna, além das condições financeiras, onde 

aquelas que fossem de maior idade, com maior escolaridade e com condições financeiras 

melhores eram as que amamentavam os seus filhos por mais tempo e que retornavam a 

amamentá-los (Ambikapathi et al., 2016). Corroborando com a avaliação das condições 

financeiras, no presente estudo, as crianças cuja família reportou renda familiar mensal ≤2 

salários mínimos, foram as mais acometidas, sendo equivalentes a 77,4% das amostras 

positivas para RVA. Dessa forma, sugere-se que essas crianças foram desmamadas 

precocemente e consequentemente aumentando o risco de desenvolver a GA causada por 

RVA.  

Os principais sintomas relatados nas GA causadas por RVA são diarreia aguda a 

severa e vômitos podendo gerar um quadro de desidratação, distúrbio eletrolítico e levar até a 

morte (WHO, 2013). Diante dos sintomas observados, no presente estudo, as crianças 

positivas para RVA apresentaram diarreia em 80,6% (P=0,042), seguido por febre 35,4% e 

vômito 29%. Outros sintomas foram relatados, como tosse ou sintomas respiratórios (22,6%), 
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inquietação (16,1%), fraqueza (12,9%), muco nas fezes (9,7%) e dor abdominal (6,5%), mas 

apenas a diarreia foi associada significativamente aos casos de RVA.  

Corroborando com a sintomatologia descrita e com os resultados apresentados do 

presente estudo, o projeto MAL-ED, verificou que 54% (220/408) dos episódios de diarreia 

causados por RVA foram associados com vômito, 5,4% com febre e 1,9% com sangue nas 

fezes das crianças de todos os países (Mohan et al., 2017). Os sintomas relatados no presente 

estudo, também estão em concordância com outros trabalhos, como na Arábia Saudita onde 

88,5% das crianças com RVA apresentaram vômito (Alayed et al., 2016); 63,5% das crianças 

com RVA apresentaram diarreia em Ouagadougou, Burkina Faso (Ouédraogo et al., 2016); 

em Rio Branco, Acre, onde 93,6% das crianças apresentavam diarreia, 80,9% febre e 59,6% 

vômito (Neves et al., 2016). 

Afim de investigar os dados nutricionais das crianças do estudo, alterações das 

medidas antropométricas dos z escores (<-2) foram observados, indicando a presença de 

crianças desnutridas, 13,1% em relação a altura por idade (HAZ), 4,8% peso por altura 

(WHZ), 4,5% peso por idade (WAZ) e 4,1% índice de massa corpórea por idade. Além disso 

não foi observado a presença de RVA relacionada com as alterações nutricionais das crianças, 

como visto neste estudo, a partir do total de crianças com RVA apenas 19,3% apresentavam 

desnutrição, enquanto 80,7% tinham estado nutricional normal. Tal fato corrobora com um 

estudo coorte realizado em Dakar, Bangladesh, onde crianças desnutridas foram 

acompanhadas desde o nascimento e foi observada associação significativa entre melhor 

estado nutricional (z escores) e infecções por RVA (Verkerke et al., 2016). Este fator pode ser 

alicerçado em resposta aos esforços da ampla vacinação. 

Através da análise dos genes que codificam para VP7 e VP4 (VP8*), os genótipos G1, 

G2 e G3, P[4], P[8] e P[9], foram detectados nas amostras do presente estudo, sendo G1P[8] 

(57%) a combinação mais prevalente. No Brasil em períodos pré-vacinais, a genotipagem de 

cepas de RVA circulantes demonstram que as combinações mais frequentemente encontradas 

foram: G1P[8] (43%), G9P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] e G5P[8] (Leite et al., 2008). Em 

contrapartida, na época pós-vacinal os genótipos G1P[6], G3P[6], G3P[8] G5P[8], G8P[8], 

G8P[4], G12P[8] e G12P[9], têm sido detectados com mais frequência nos últimos anos 

(Carvalho-Costa et al., 2011; Goméz et al., 2013, 2014; Sá et al., 2015; Luchs et al., 2016; da 

Silva et al., 2017). 
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Entretanto, mesmo após a introdução em massa da vacina RV1, em 2006, no Brasil, o 

genótipo G1P[8], continuou sendo detectado, evidenciando a importância da análise das 

amostras com este genótipo em diferentes regiões do Brasil (Rose et al., 2013). Em um estudo 

realizado por da Silva e colaboradores (2015), foi analisado a detecção de G1P[8] durante um 

período de 27 anos, em épocas pré e pós-vacinais, e foi observado que houve picos em 

diferentes anos (1994-1995; 1997-1998; 2000-2004 e 2008-2009) na detecção deste genótipo. 

No presente estudo, os genótipos G1 e P[8] foram agrupados com a cepa da RV1, e foi 

visto que P[8] pertence à linhagem P[8]-1, além de apresentar similaridade nucleotídica de 98 

a 100% com RV1. Esta similaridade pode ser evidenciada como caso de shedding vacinal. 

Corroborando com os achados, do presente estudo, sheddings vacinais também foram 

relatados por da Silva e colaboradores (2015) e Rose e colaboradores (2013). Ademais, 35-

80% das crianças saudáveis, vacinadas com RV1 excretam o vírus vacinal dentro do período 

de 15 dias após a primeira dose e 11-29% após a segunda dose (Anderson et al., 2008). Dessa 

forma, o vírus da vacina quando excretados no meio ambiente pode oferecer proteção direta a 

crianças não vacinadas, assim a vacinação por rebanho pode aumentar e ser benéfico em 

populações com baixa cobertura vacinal (Rivera et al., 2011). 

Além da combinação de G1P[8], também foram detectadas combinações como 

G1P[4], G2P[8] e G3P[9]. Essas combinações são atípicas e no Brasil poucos estudos relatam 

a circulação dessas cepas (Carvalho-Costa et al., 2011; Guerra et al., 2015; Bezerra et al., 

2017). Devido à similaridade dos genótipos G1 e P[8] com RV1, no presente estudo, acredita-

se que as combinações G1P[4] e G2P[8] possam ser derivadas de ―reassortments” entre cepa 

da comunidade e vacinal, ou coinfecção entre os genótipos mais comuns G1P[8] e G2P[4]. 

Evidência do evento de ―reassortment‖ entre as cepas G1P[8] e G2P[4], que co-circulavam na 

mesma cidade e mesma estação, foi relatada por Agbemabiese e colaboradores (2017) quando 

detectaram G1P[4] em duas crianças hospitalizadas. G3P[9] também esta relacionada com 

eventos de reassortments, entre cepa humana e animal, como relata por Bezerra e 

colaboradores (2017). Mas para confirmação de ambos os eventos, para as amostras do 

presente estudo, se fazem necessárias análises do genoma completo de RVA. 
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8 CONCLUSÃO 

Foi identificada uma ampla diversidade genética de cepas circulantes de RVA na 

população infantil do Semiárido Brasileiro. E através da análise filogenética, as amostras 

pertencentes ao genótipo G1 e P[8] apresentaram similaridade nucleotídica com a cepa da 

vacina RV1, evidenciando casos de ―shedding‖ vacinal, além da possibilidade de vacinação 

em rebanho, quando o vírus é excretado no meio ambiente.   

Também foram detectadas cepas incomuns como G1P[4], G2P[8] e G3P[9], que 

evidenciam eventos de ―reassortments‖ e/ou infecções mistas.  

Em relação à caracterização da população, o sexo masculino apresentou significância 

estatística associada à presença de RVA, já as idades de 0-12 meses e 12,1-24 meses, e 

crianças que se alimentavam exclusivamente de amamentação foram associadas a ausência de 

RVA.   

O único sintoma que apresentou significância estatística foi diarreia. Os sintomas mais 

relatados, além de diarreia, foram febre, seguido de vômito. E de acordo com os dados 

antropométricos não houve associação entre estado nutricional e presença ou ausência de 

RVA na população do estudo, entretanto 80,7% das crianças positivas para RVA estavam em 

bom estado nutricional.  

Os dados vacinais relataram que 89,3% da população estudada haviam sido 

imunizadas, e foi associado significativamente com a ausência de RVA relacionada à segunda 

dose da vacina, conferindo assim um alto percentual de cobertura vacinal e imunização.  

Além de uma ampla arrecadação de dados clínicos e caracterização da população, o 

presente estudo contribui para a vigilância epidemiológica no Brasil, e reforça a importância 

da vacina contra RVA para continuar a diminuição das taxas de morbidade e mortalidade.  

E ressalta-se que este trabalho é pioneiro no Brasil na detecção de RVA em crianças 

oriundas da região do Semiárido Brasileiro.  
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