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Abstract

Objectives: To evaluate the prevalence and circulation of rotavirus genotypes before and
after the introduction of oral vaccine against human rotavirus (OVHR), and to check for
a possible change in the age of occurence of the infection by RV-A.

Methods: This was a cross-sectional study conducted between 2002-2011, in the city of
Juiz de Fora, state of Minas Gerais, Brazil. A total of 1,144 diarrheal stool specimens were
obtained from nonhospitalized children aged between 0 and 5 years, and analyzed by
polyacrylamide gel electrophoresis and reverse-transcription polymerase chain reaction
for genotype characterization. Data on prevalence and age distribution of rotavirus cases
were analyzed through the chi-squared test (p < 0.05), using SPSS, release 13.0.
Results: Rotavirus infection was detected in 9.35% (107/1,144) samples, with prevalence
rates ranging from 11.12% (90/809) in the pre-vaccine to 5.07% (17/335) in the post-
vaccine period (p = 0.001). Among the samples tested, the most frequently detected
genotypes were G1P[6] (6/33 = 18.2%) in the period between 2002 and 2005 and G2P[4]
in 2006 (11/33 = 33.3%) and in the period between 2007 and 2011 (5/33 = 15.2%). There
was also a significant reduction in the number of cases of rotavirus disease in children
aged between 0 and 36 months after the vaccine introduction.
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Conclusions: The study evidenced a significant decrease in the prevalence of rotavirus,
mainly in children aged between 0 and 36 months in the 2007-2011 period, as well as a
reduction in G1 genotype circulation.

© 2013 Sociedade Brasileira de Pediatria. Published by Elsevier Editora Ltda.

All rights reserved.

Epidemiologia das rotaviroses antes e apos a introducédo da vacina

Resumo

Objetivos: Avaliar a prevaléncia e a circulacao dos genétipos de rotavirus, antes e apds
a introducao da vacina oral contra rotavirus humano, bem como verificar uma possivel
mudanca na faixa etaria de ocorréncia da infeccao pelo RV-A.

Métodos: Trata-se de um estudo transversal realizado no periodo de 2002 a 2011, em Juiz
de Fora, MG. Foram avaliados 1.144 espécimes fecais diarreicos, obtidos de criancas de
0 a cinco anos nao hospitalizadas, que foram analisadas por PAGE e RT-PCR. Os dados
relativos a prevaléncia e distribuicdo etaria dos casos de rotavirose foram analisados
pelo teste y? (p < 0,05), utilizando-se o programa SPSS, versao 13.0.

Resultados: Infeccbes por rotavirus foram detectadas em 9,35% (107/1.144) das amos-
tras, com prevaléncias variando de 11,12% (90/809) no periodo pré-vacinal a 5,07%
(17/335) no pos-vacinal (p = 0,001). Dentre as amostras caracterizadas, os genotipos
mais frequentemente detectados foram G1P[6] (6/33 = 18,2%) no periodo 2002-2005 e
G2P[4] no ano de 2006 (11/33 = 33,3%) e no periodo 2007-2011 (5/33 = 15,2%). Observou-
-se, ainda, uma reducao significativa no nimero de casos de rotavirose em criancas de

Conclusées: O estudo revelou queda significativa na prevaléncia de rotavirus, principal-
mente na faixa etaria de 0 a 36 meses, no periodo 2007-2011, bem como reducdo na

© 2013 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda.
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0 a 36 meses, apos a introducao da vacina.
circulacao do gendtipo G1.
Todos os direitos reservados.
Introducao

Os rotavirus do grupo A (RV-A) destacam-se como importan-
tes patdgenos virais associados a doenca diarreica aguda
(DDA) infantil. Em todo o mundo, sdo responsaveis por
125 milhdes de episodios de diarreia, 25 milhdes de visitas
médicas, 2,4 milhoes de hospitalizacoes e 611 mil obitos ao
ano, sendo que 29% de todas as mortes por diarreia acome-
tem criancas menores de cinco anos.'?

Nos paises em desenvolvimento, os RV-A estao direta-
mente relacionados a mortalidade infantil e a altas taxas
de morbidade, considerando-se o grande numero de inter-
nacoes por diarreia e desidratacao, com impacto na fami-
lia, na sociedade, nos gastos publicos em salde, na produ-
tividade e no contexto psico-socio-ambiental.! Na América
Latina, de acordo com dados disponiveis, foram registrados
10 milhdes de casos de diarreia, 2 milhdes de visitas médi-
cas, 75 mil hospitalizacées e 15 mil mortes anuais provo-
cadas por RV-A.3

No Brasil, antes da vacinacao, os RV-A foram associados
a 3,5 milhoes de episodios de DDA, 650 mil visitas a ambu-
latdrios de salde, 92 mil internacdes e 850 débitos por ano,
entre criancas menores de cinco anos.* Estudos realizados
nos niveis secundarios e terciarios de atencao a salde, com
individuos da mesma faixa etaria, apontaram prevaléncias
de diarreia por RV-A que variaram de 20,7% a 30,9%,> sendo
este virus, também, considerado uma importante causa de
internacao hospitalar.

A infeccao por RV é autolimitada, apresentando-se de
forma sintomatica ou assintomatica. Os quadros da doenca
variam de leves a graves, podendo levar a desidratacao.
Acomete individuos de todas as faixas etarias, com predo-
minancia em lactentes.®

Os RV-A pertencem ao género Rotavirus, familia Reoviridae,
cujo genoma é constituido por 11 segmentos de RNA de fita
dupla. Sao classificados em gendtipos, segundo um siste-
ma binario, pela determinacao das sequéncias dos genes
que codificam as proteinas VP7 (tipos G) e VP4 (tipos P).®
Entretanto, recentemente, foi sugerido um sistema de clas-
sificacao mais completo, baseado na sequéncia de todos os
segmentos gendmicos do virus.” As combinacoes de G e P mais
comuns em todo mundo sao: G1P[8], G2P[4] e GI9P[8].>

Melhorias sanitarias e de higiene sao desejaveis para a
prevencao das doencas diarreicas, mas nao sao suficientes
para impedir a infeccao pelos RV-A. Desta forma, pesqui-
sas foram voltadas para o desenvolvimento de uma vacina,
com o objetivo de diminuir os casos severos da doenca e,
consequentemente, as internagoes e os obitos, em todos os
niveis socioeconomicos. Na Ultima década, varias candida-
tas foram testadas sem sucesso até o desenvolvimento da
vacina monovalente Rotarix® (GlaxoSmithKline, Rixensart,
Belgium), preparada a partir de uma amostra atenuada de
RV-A humano G1P[8]."

A vacina Rotarix®foi introduzida no Programa Nacional de
Imunizacao (PNI), em marco de 2006,% tendo sido implan-
tada, também, em outros 11 paises da América Latina®.
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Embora a imunidade conferida pela vacina proteja contra
os casos graves da doenca, reinfeccoes por gendtipos dife-
rentes de RV-A podem ocorrer ao longo da vida, uma vez que
tais virus apresentam uma grande diversidade genética.’

Neste contexto, os estudos de caracterizacao genotipica
sao importantes para se conhecer o impacto da vacinacao
sobre os genotipos de RV-A circulantes na populacao e for-
necer subsidios para reavaliacao das formulacoes, na busca
por uma vacina mais apropriada. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar a prevaléncia da infeccao e a circulacao
dos genotipos de RV-A, antes e ap6s a introducdo da vacina
oral contra rotavirus humano (VORH), bem como verificar
uma possivel mudanca na idade de ocorréncia da infeccao
por RV-A.

Métodos

Foi desenvolvido um estudo transversal, no qual foram
analisadas 1.144 amostras fecais, provenientes de criancas
de 0-5 anos, nao hospitalizadas, com evidéncia clinica de
DDA, atendidas em ambulatorios publicos e consultorios
particulares, no periodo 2002-2011, no municipio de Juiz
de Fora, MG.

A realizacao deste estudo teve aprovacao do Comité de
Etica em Pesquisa Humana, da Universidade Federal de
Juiz de Fora. Os espécimes fecais obtidos foram manti-
dos em ambiente refrigerado (4°C) e encaminhados para o
Laboratorio de Virologia, onde, apds cadastramento, foram
armazenados a -20°C, compondo um banco de amostras, na
Universidade Federal de Juiz de Fora.

As suspensoes fecais (10%, p/v), preparadas em tam-
pao Tris-HCl-Ca*?, pH 7,2 e clarificadas (5.000 rpm por 20
minutos a 4°C), foram submetidas a técnica de extracao

de RNA," seguida de eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE)," para deteccao de RV.

A caracterizacao genotipica das amostras positivas para
RV-A foi realizada pela reacdo em cadeia de polimerase,
precedida por transcricao reversa (RT-PCR), utilizando-se
iniciadores consensuais para amplificacao dos genes codifi-
cadores das proteinas VP7 e VP4, seguida de uma PCR mul-
tiplex seminested com iniciadores nucleotidicos especificos
para os principais gendtipos G (G1, G2, G3, G4, G8 e G9)'2"
e P (P[4], P[6], P[8] e P[9])" de RV-A humanos.

Os dados relativos a prevaléncia e a distribuicdo eta-
ria das amostras positivas para RV-A foram armazenados
no programa SPSS, versao 13.0. A comparacao da taxa de
deteccao de RV-A em grupos etarios e por periodo de estu-
do foi realizada pelo teste 2, considerando-se significati-
vos valores de p < 0,05.

Resultados

Para avaliar a possivel influéncia da vacinagao na prevalén-
cia das rotaviroses e na faixa etaria acometida pela doenca,
o periodo de estudo foi dividido em pré-vacinal (2002-2006)
e pos-vacinal (2007-2011). Embora 2006 tenha sido o ano
de introducao da vacina, este foi considerado no periodo
pré-vacinal (2002-2006), uma vez que a maioria (187/194
=96,39%) das amostras foi obtida de criancas nao elegiveis
para a vacinacao. Entretanto, para a analise dos gendtipos
circulantes (considerando-se que outros fatores, além da
vacinacao, possam interferir nesta dinamica), o periodo
estudado foi dividido em 2002-2005, 2006 e 2007-2011.

No periodo de estudo foi observado um indice de posi-
tividade de 9,35% (107/1.144), com prevaléncia de DDA
associada ao RV-A variando de 11,12% (90/809) no periodo
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Tabela 1 Caracterizacdo genotipica completa de amostras de RV-A, no periodo 2002-2011
Genotipos Periodo analisado Prevaléncia
Pré-vacinal Pos-vacinal (Positivas/Total)
2002-2005 2006 2007-2011
G1P[4] — — 01 3,0% (1/33)
G1P[6] 06 = = 18,2% (6/33)
G1P[8] 02 = = 6,1% (2/33)
G2P[4] = 11 05 48,5% (16/33)
G2P[6] = 02 = 6,1% (2/33)
G2P[8] = 01 = 3,0% (1/33)
G9P[8] 04 01 = 15,1% (5/33)
2002-2005 2006 2007-2011
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Figura 2 Caracterizacao genotipica parcial de amostras de RV-A, no periodo 2002-2011. NI, nao identificado.

que antecedeu a introducao da VORH a 5,07% (17/335), no
periodo posterior a sua implantacao, o que foi confirmado
estatisticamente (p = 0,001).

As prevaléncias anuais de RV-A e a comparacao com as
coberturas vacinais alcancadas no periodo podem ser vistas
na figura 1, onde a curva mostrou uma queda acentuada na
ocorréncia da rotavirose no ano de 2007.

Das 70 amostras positivas para RV-A, submetidas a carac-
terizacao molecular, 52 (74,3%) foram genotipadas. Destas,
63,5% (33/52) foram caracterizadas completamente, sendo
identificado um total de sete combinacoes de gendtipos G
e P (tabela 1), com destaque para G1P[6] no periodo 2002-
2005, e para G2P[4] a partir do ano de 2006. Por outro lado,
36,5% (19/52) foram caracterizadas parcialmente, destacan-
do-se os genotipos G1 (7/19 = 36,8%) no periodo 2002-2005
e P[4] (4/19 = 21,1%) no ano de 2006. Mesmo apods inUmeras
tentativas, nao foi possivel caracterizar 25,7% (18/70) das
amostras, a maioria delas obtidas no periodo 2007-2011.

A caracterizacao das amostras de RV-A revelou o predo-
minio de G1 no periodo 2002-2005 com uma queda signifi-
cativa no periodo 2007-2011, entretanto, nenhuma amostra

deste gendtipo foi detectada no ano de introducao da vaci-
na (2006). Amostras G2 nao detectadas no periodo 2002-
2005 prevaleceram a partir de 2006, enquanto amostras
G9 foram detectadas nos periodos 2002-2005 e em 2006
(fig. 2).

No que diz respeito ao genotipo P, a figura 2 mostra que
os tipos P[8] e P[4] foram detectados durante todo o perio-
do de estudo, sendo que P[8] foi predominante no periodo
2002-2005. O tipo P[4], entretanto, foi pouco detectado no
periodo 2002-2005, mas prevaleceu no ano de introducao
da vacina (2006), mantendo-se em proporcées menores, no
periodo 2007-2011. O tipo P[6] foi detectado nos periodos
2002-2005 e em 2006 (fig. 2).

A analise da distribuicdo das amostras positivas para
RV-A, de acordo com a idade (tabela 2), mostrou uma
reducdo significativa do nimero de casos de rotavirose em
criancas de 0 a 36 meses, no periodo pos-vacinal. Embora
todas as amostras fecais tenham sido obtidas de criancas
de 0 a 5 anos, nas de 2002 (19/318) e 2003 (12/164) nao
havia informacao precisa sobre a idade e, por esse motivo,
as mesmas nao foram incluidas na tabela 2.
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Tabela 2 Distribuicao etaria das amostras positivas para RV-A, no periodo 2004-2011

Faixa etaria (meses) Positividade (positivas/testadas) p valor
Pré-vacinal (2004-2006) Pds-vacinal (2007-2011)
0a12 9,3% (10/107) 1,8% (02/111) 0,016
13a24 30,8% (20/65) 4,8% (06/124) 0,000
25a 36 22,4% (11/49) 4,8% (02/42) 0,018
37a48 26,7% (08/30) 10,5% (02/19) 0,278
49 a 60 12,9% (04/31) 16,1% (05/31) 1,000
SID 13,3% (06/45) 0,0% (00/05) 0,360

SID, sem idade definida.

Discussao

Aintroducao da VORH no PNI foi um grande avanco e pode
ser uma medida eficaz para a reducao dos casos severos
de rotavirose e da morbimortalidade infantil."> Entretanto,
para avaliar o impacto da medida sobre a ocorréncia da
doenca e sobre as flutuacoes dos diferentes genoétipos de
RV-A é necessaria uma vigilancia epidemioldgica longitudi-
nal continua, pds-introducdo da vacina.

Avacinacao foi iniciada em 2006, atingindo apenas 56,48%
da populacdo-alvo na cidade. Em adicao a baixa cobertura
vacinal, deve-se considerar que, neste estudo, a maioria
das amostras foi proveniente de criancas que estavam fora
da faixa etaria elegivel para a vacinacao, fato que explica,
em parte, a prevaléncia dos RV-A ter sido semelhante a
observada em 2005.

Em 2007, no entanto, foi observado um declinio signifi-
cativo da taxa de deteccao do virus, corroborando dados
encontrados por outros pesquisadores, no Brasil, neste
mesmo ano. Esta diminuicao foi concomitante com o
aumento da cobertura vacinal no municipio, que atingiu
80,47% da populacao infantil elegivel neste ano.'¢'®

A analise comparativa entre os periodos pré e pos-vaci-
nacao revelou uma reducao significativa na prevaléncia de
RV-A no periodo 2007-2011. Este achado corrobora outras
pesquisas brasileiras, que relataram tendéncia semelhan-
te,"" inclusive no ambito hospitalar, onde a vacinagao foi
relacionada a uma reducao global no nimero de consul-
tas e internacdes por DDA.?° Esta reducdo na ocorréncia
da doenca por RV-A é importante, pois implica na reducao
das comorbidades e nos encargos financeiros ao sistema de
salde brasileiro.

Apesar da reducao observada, o periodo 2008-2011 apon-
tou uma tendéncia de aumento gradativo na prevaléncia de
RV-A, mesmo considerando-se o menor nimero de amostras
obtidas nestes anos do estudo. Dados parcialmente seme-
lhantes foram relatados em pesquisa realizada no Triangulo
Mineiro, oeste do estado de Minas Gerais, onde a maior queda
na prevaléncia de RV-A foi observada em 2009, mas com ten-
déncia de aumento no ano de 2010, em Uberlandia.?

Antes da introducao da VORH (2002-2005), amostras de
RV-A do gendtipo G1P[8] eram predominantes no Brasil.’
Neste mesmo periodo, também foi observada na cidade de
Juiz de Fora, MG uma maior circulacao de amostras G1,
entretanto, com predominio de G1P[6], seguido de G9P[8]
e G1P[8].

A caracterizacao molecular das amostras detectadas em
2006 mostrou o predominio de amostras G2P[4], reforcando
relatos de trabalhos realizados em diferentes estados do
Brasil e em outros paises.””?2?* No ano em que a vacina
G1P[8] foi implantada no SUS (Sistema Unico de Salde),
observou-se uma alta prevaléncia de RV-A, associada a uma
baixa cobertura vacinal e maior circulacao de amostras do
genodtipo G2. Pouco detectadas no pais desde 1996, tais
amostras reemergiram em 2006, confirmando, assim, a
observacao de que estas apresentam uma caracteristica de
circulacao, em intervalos de 10 anos.?

As amostras de RV-A G2P[4] podem ter sido reintrodu-
zidas no Brasil, em 2005, por estados que fazem fronteira
com paises da América do Sul, que reportaram a doenca
associada ao gendtipo G2 e outros que nao adotaram a
vacinacdo.? O longo periodo sem circular ou de pouca cir-
culacdo deste gendtipo teria criado condicoes favoraveis ao
acimulo de individuos imunologicamente susceptiveis,? o
que pode explicar a alta prevaléncia da infeccao, mesmo
com a utilizacao da VORH.

Estudos de reatividade cruzada da VORH realizados na
América Latina mostraram resposta heterotipica, apenas,
contra amostras G3, G4 e G9." Porém, a avaliacao da res-
posta contra amostras G2 pode ter sido prejudicada pela
baixa circulacdo deste gendtipo, durante os estudos de
triagem." Pesquisas recentes??” corroboraram esta tese,
mostrando evidéncias da eficacia da vacina contra o genoti-
po G2P[4], principalmente em criancas de seis a 11 meses,
com declinio da protecado a partir de 12 meses de idade.

A partir de 2007, a prevaléncia da infeccao diminuiu.
Amostras G2 continuaram predominantes, cocirculando prin-
cipalmente com amostras G1, ambas em menor proporcao
que em 2006 e 2005, respectivamente, em conformidade
com relatos de outros autores.?* Neste periodo, além da pro-
tecao homotipica anti G1 e heterotipica contra os demais
genotipos conferida pela vacina, deve-se considerar, tam-
bém, o contingente de individuos ja sensibilizados contra
amostras do gendtipo G2, acumulados na populacao. 7224

Assim, a reemergéncia de amostras G2 pode ser atri-
buida tanto as flutuacdes caracteristicas deste genétipo,
bem como a uma possivel vantagem seletiva proporcionada
pela vacina. No entanto, a constatacao de que amostras
G2 foram predominantes neste periodo, mesmo em paises
onde a VORH ainda nao havia sido implantada,??>? refor-
ca a tese da flutuacao temporal da mesma. Portanto, é
imprescindivel a continuidade de estudos sequenciais para
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avaliar as variacoes genotipicas de RV-A, na otica da vigi-
lancia epidemiologica.

Uma percentagem das amostras positivas nao foi carac-
terizada, a maioria delas detectadas no periodo 2007-2011,
apesar das varias tentativas de genotipagem. Esta dificul-
dade foi observada anteriormente'® e pode estar associada
a presenca de inibidores nos espécimes fecais e/ou pelo
envolvimento de diferentes gendtipos G e P de RV-A, nao
incluidos da reacao de PCR, selecionados pela pressao dos
anticorpos elicitados pela vacina.

Estudos referentes ao periodo pos-vacinal tem se concen-
trado em verificar a influéncia da vacinagao sobre a prevalén-
cia da infeccao e a caracterizacao dos genotipos circulantes,
com poucos relatos sobre uma possivel alteracdo na faixa
etaria de maior ocorréncia da infeccao. Neste contexto, este
estudo mostrou que, no periodo pré-vacinal, a rotavirose era
observada em criancas de 0 a 60 meses, com destaque para
a faixa etaria de 13 a 24 meses. Por outro lado, no periodo
pos-vacinal, houve uma reducao significativa na taxa de posi-
tividade em criancas de 0 a 36 meses, mesmo considerando
a perda de dados relativa aos anos de 2002-2003. Resultado
semelhante foi observado, também, em criancas hospitali-
zadas, mostrando uma reducao significativa de internacao
por doenca diarreica associada aos RV-A, na faixa etaria de
0 a 23 meses.?” No conjunto, estes resultados sugerem que
a vacinacao influenciou, consideravelmente, na reducao da
infeccdo e da doenca grave por RV-A, no grupo etario de 0
a 12 meses, antes considerado o de maior vulnerabilidade.
Neste aspecto, deve-se considerar, ainda, que esta queda
inclua a imunidade de rebanho, induzida pela vacinacao em
massa contra RV-A nas criancas nao vacinadas, como relata-
do, recentemente, por outros autores.*

Este estudo revelou uma queda significativa na preva-
éncia de RV-A no periodo 2007-2011, principalmente na
faixa etaria de 0 a 36 meses, bem como uma reducao na
circulacao de gendtipos nao-G2, predominantes no periodo
2002-2005, no municipio, apds a implantacao da vacina.
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