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Characterization of rotavirus strains from day care centers:
pre- and post-rotavirus vaccine era

Caracterizacdo de gendtipos de rotavirus em creches:
era pré- e pds-vacinacdo contra o rotavirus

Simone G. Morillo,! Adriana Luchs,! Audrey Cilli,2 Fernanda F. Costa,?2
Rita de Cassia C. Carmona,! Maria do Carmo S. T. Timenetsky3

Resumo

Objetivos: Em 2006, a vacina contra rotavirus foi incluida no Pro-
grama Nacional de Imunizagdo. Este estudo teve como objetivo analisar
os resultados da vigilancia de gendtipos de rotavirus em criangas < 5
anos com gastrenterites agudas provenientes de creches no estado de
Sé&o Paulo por um periodo de 5 anos.

Métodos: Este estudo retrospectivo foi realizado em 30 creches no
periodo de 2004 a 2008, com amostras fecais convenientes da vigilan-
cia das diarreias agudas, analisadas por ELISA, SDS-PAGE, RT-PCR e
sequenciamento genético para caracterizagdo do gendtipo.

Resultados: InfecgSes por rotavirus foram detectadas em 28,3%
de amostras (38/34). Os genoétipos mais frequentes detectados foram:
G9P[8] e G1P[8] em 2004; G1P[8] em 2005; GNTP[NT] em 2006; G2P[4]
em 2007; e nenhum caso foi relatado em 2008. InfecgGes mistas ndo
foram observadas. A taxa de detecgdo diminuiu de 65,7% (23/35) em
2004 para 50% (9/18) em 2007.

Conclusdes: A distribuigdo do gendtipo variou de acordo com os
anos, acompanhada pela redugdo no niumero de casos detectados. E
necessario intensificar a vigildncia pds-implantagdo da vacina contra
rotavirus, visando monitorar as linhagens circulantes e sua eficacia contra
possiveis gendtipos emergentes.

J Pediatr (Rio J). 2010,;86(2):155-158: Rotavirus, creches, gas-
troenterites.

Introducgao

Patdgenos virais sdo as causas mais comuns de gastroen-
terite em comunidades e em outros contextos, inclusive em
instituicoes semifechadas e hospitais!. Nainfancia, os rotavirus
do grupo A (RVA) sdo considerados o agente etioldgico mais

Abstract

Objectives: In 2006 the rotavirus vaccine was included in the
Brazilian Immunization Program. The aim of this study was to report
the results of a 5-year surveillance study of rotavirus strains in children
< 5 years with acute gastroenteritis from day care centers in the state
of Sdo Paulo, Brazil.

Methods: This retrospective study was conducted with 30 day care
centers from 2004 to 2008 with convenient surveillance fecal specimens,
investigated by ELISA, SDS-PAGE, RT-PCR and gene sequencing to
genotype characterization.

Results: Rotavirus infection was detected in 28.3% of samples
(38/134). The most frequent genotypes detected were GOP[8] and G1P[8]
in 2004; G1P[8] in 2005; GNTP[NT] in 2006; G2P[4] in 2007; and there
were no cases in 2008. Mixed infections were not observed. Detection
rate declined from 65.7% (23/35) in 2004 to 50% (9/18) in 2007.

Conclusions: Genotype distribution varied according to collection
year, accompanied by a reduction in detection rate. Use of rotavirus
vaccine requires implementation of post-marketing surveillance to
monitor rotavirus strain diversity and its efficacy against possible new
emerging genotypes.

J Pediatr (Rio J). 2010,;86(2):155-158: Rotavirus, day care centers,
gastroenteritis.

importante de gastroenterite ndo-bacteriana aguda, inclusive
surtos e casos esporadicos, independentemente das me-
Ihorias em saneamento basico e procedimentos higiénicos2.
Os RVA sdo o principal agente etioldgico em diarreia aguda
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em criangas, responsavel por mais de 600.000 ébitos por
ano3, além do significativo impacto econémico da doenca
causada por RVA*4,

Em 2006, uma vacina atenuada G1P[8] foi incluida no
Programa Nacional de Imunizagdo, prevenindo gastroenterite
grave do rotavirus e induzindo uma reducao significativa na
frequéncia de detecgdo de RVA em criangas com gastroente-
rite5. Na verdade, a eficacia da vacina RIX4414 foi avaliada
por Araujo et al.6, demonstrando 53,9 a 81,5% de protegédo
contra casos graves, e 81,2 a 93,0% de protegdao contra
hospitalizagdo em fungdo de gastroenterite do rotavirus em
criangas.

Recentemente, relatou-se uma alta prevaléncia de G2P[4]
e associada com essa vacinagdo no Brasil’, sugerindo que
essa vacina monovalente possivelmente criou condigGes
em que o G2P[4] poderia adquirir vantagem seletiva sobre
genotipos P[8]. InvestigagSes mais detalhadas em relagdo
a protegdo heteroldgica conferida pela vacina monovalente
contra o rotavirus sdo pontos centrais para entender seu
comportamento imunoldgico®.8,

O objetivo deste estudo foi relatar os resultados de um
estudo de vigilancia de 5 anos de gendtipos do rotavirus em
criangas < 5 anos com gastroenterite aguda de creches no
Estado de Sdo Paulo, e avaliar as tendéncias de detecgdo.

Métodos

Este estudo retrospectivo foi conduzido em 30 creches
de 2004 a 2008, com espécimes convenientes da vigilancia
coletados de criangas com menos de 5 anos que apresenta-
vam gastroenterite aguda. Amostras de fezes de pacientes
com gastroenterite aguda foram enviadas ao Laboratério
de Virus Entéricos do Instituto Adolfo Lutz (IAL), um centro
de referéncia macrorregional para vigilancia do rotavirus e
membro do Programa de Monitoramento de Doengas Diar-
reicas Agudas (PMDDA). Esse programa tem por objetivo a
deteccdo precoce de surtos de diarreia em todo o pais e foi
previamente aprovado pelo Comité de Etica.
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As amostras estudadas eram parte do PMDDA, obtidas
de uma amostragem retrospectiva de conveniéncia, sem
critérios de inclusdo ou exclusdo, sem caracterizagdo das
creches participantes; portanto, o estudo pode nao serrepre-
sentativo do cenario epidemioldgico real. Foi realizada uma
caracterizagao molecular de genétipos do rotavirus antes e
depois de vacinagdo com Rotarix®. Avaliagdo clinica nado foi
incluida, entdo o estudo ndo permite avaliacdo de seguranga,
imunogenicidade ou protegdo oferecida pela vacinagao.

Um total de 134 amostras fecais foi testado quanto a RVA
usando um ensaio imunoenzimatico comercial (Premier™
Rotaclone®, Meridian Bioscience Inc., EUA), realizado de
acordo com as instrugdes do fabricante, e eletroforese em
gel de poliacrilamida (PAGE). Amostras de fezes positivas
para rotavirus foram tipificadas apds transcricdo reversa
seguida de nested-PCR e sequenciamento com BigDye™ em
um ABI 377 (Applied Biosystems Inc., EUA), analisadas com
o software DNASTAR.

Resultados

Infecgdo por rotavirus foi detectada em 28,3% (38/134),
e todas as amostras pertenciam ao grupo A, com base no
padrdo de migracdo no PAGE. A distribuicdo genotipica
mostrou um perfil diferente para cada ano: 28,5% G9P[8]
(10/35), 14,2% G1P[8] (5/35) e 20% GNTP[NT] (7/35) em
2004; 5,4% G1P[8] (2/37) em 2005; 9% GNTP[NT] (4/44)
em 2006; 11,1% G2P[4] (2/8) em 38,8% GNTP[NT] (7/18)
em 2007. Nao foram observadas infecgdes mistas.

A taxa de detecgdo foi reduzida de 65,7% (23/35)
em 2004 para 50% (9/18) em 2007, sem casos em 2008
(Tabela 1).

A relagdo entre as sequéncias VP7 das sete cepas G9
((R792, R840, R848, R863, R865, R866, R869), uma cepa G1
(R788), e uma cepa representativa do genoétipo G9 (Mc345)
e do genotipo G1 (Wa) foi demonstrada como uma arvore de
distancia construida usando o método Clustal. A comparagéo
das sequéncias G9 mostrou similaridade de 94,9% quando

Tabela 1 - Resultados gerais de genotipagem em criangas de creches com diarreia aguda no Estado de S&o Paulo, Brasil, de 2004 a 2008:

era pré- e pds-vacinagdo contra o rotavirus

Rotavirus por genétipo (%)

Ano Total de amostras Numero de positivos G9P[8] G1P[8] G2P[4] NT
2004 35 22 28,5 14,2 0 20
2005 37 2 0 5,4 0 0
2006 44 4 0 0 0 9
2007 18 9 0 0 11 38,8
2008 0 0 0 0 0 0

NT = resultados n&o tipificaveis.
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comparadas com Mc345 e similaridade de 95,6 a99,8% entre
elas. A comparacdo da sequéncia G1 mostrou similaridade
de 90,3% quando comparada a Wa.

Discussao

Nossos dados mostram a presencga de RVA G9P[8], G2P[4]
e G1P[8], em conformidade com a prevaléncia mundial
relatada para esses trés gendtipos®. Conforme esperado, o
G9 foi 0 gendtipo mais frequente em circulagdo desde 2004.
Esse genotipo foi previamente detectado no Brasil, de acor-
do com a emergéncia globall®1l, O G1 foi o segundo mais
comum tipo G encontrado, correspondendo aos resultados
de diversos estudos com foco na distribuicdo do RVA tipo G
em muitos paises, inclusive no Brasil®11,

O gendtipo G2P[4] foi a Unica cepa observada em 2007.
Alternativamente a proposigdo de que a vacina RIX4414
criava condigdes em que o G2P[4] poderia ter adquirido
vantagem seletiva, uma periodicidade temporal, dentro de
padrdo ciclico de ~ 10 anos do G2P[4] foi observada no
Brasilll e deve ser considerada uma explicacdo alternativa
ao aumento na taxa de deteccdo desse gendtipo desde
2006. Embora tal periodicidade possa estar relacionada
a introducdo da vacina contra RVA!1, o gendtipo G2P[4]
também foi o tipo mais prevalente de RVA detectado em
2007 no noroeste de Portugal, uma populagdo que nao
havia recebido vacina contra RVA2, Portanto, ao menos em
alguns contextos, essa prevaléncia ndo pode ser explicada
pelaintrodugdo da vacinagdo e pode refletir flutuagdo normal
de gendtipos do RVA co-circulantes, o que esta de acordo
com relatos de outros paises e areas, em populagdo nao
vacinada, mostrando exatamente os mesmos resultados!3,
inclusive na América do Sul!4,

Cepas nao-tipificaveis de RVA foram relatadas em qua-
se todos os estudos epidemiolégicos em todo o mundo,
independentemente da metodologia usada. Em nosso es-
tudo, durante 2006 nenhuma amostra positiva de creches
péde ser genotipada por RT-PCR multiplex, ao passo que
quase todas as amostras positivas de RVA do PMDDA de
outros contextos mostraram especificidade de G2P[4].
Para vigilancia epidemioldgica de genotipos do rotavirus
e para o desenvolvimento de vacinas efetivas contra o
rotavirus, ha uma necessidade de técnicas diagndsticas
sensiveis e confidveis, como o método de microarray em
hibridizacdo com oligonucleotideos!>. A combinagdo da
sensibilidade do PCR com a especificidade da hibridizagao
ajuda a detectar com éxito e identificar sem ambiguidade
esses genotipos G.

Quanto aos periodos pré e pds-vacinagdo, as mudangas
na distribuicdo de gendtipos observadas sdo acompanhadas
de uma redugao na taxa de detecgdo do RVA em amostras de
creches enviadas ao IAL, comegando com 65,7% (23/35) em
2004 e passando para 50% (9/18) em 2007, sem nenhum
caso em 2008. Na verdade, essa reducdo foi observada no
numero de surtos gerais de RVA no Estado de Sdo Paulo de
35 (10.481 casos) em 2004; 24 (3.144 casos) em 2005; 35
(2.084 casos) em 2006; oito (164 casos) em 2007; aum (trés
casos) em 200816, Por outro lado, analises de surtos de RVA
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em vigilancias de anos anteriores!” sugerem um padrdo mais
variavel, com uma flutuagdo natural de casos de RVA.

Quanto a outras vacinas, recomenda-se aimplementagao
de vigilancia poés-comercializagdo, principalmente porque
diversos gendtipos do RVA co-circulam na populagdo hu-
mana. E importante monitorar a diversidade do RVA e sua
eficacia, uma vez que novos gendtipos emergentes podem
ndo compartilhar o antigeno do capsideo com o virus da
vacina. Mais estudos relativos a ecologia das infecgbes
por rotavirus serdo importantes para entender melhor se
a reducdo na taxa de deteccdao do RVA observada nos
Ultimos anos é consequéncia direta da implementagdo da
vacina ou apenas um padrdo ciclico.
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