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Resumo

Os rotavirus sdo considerados a principal causa de gastroenterite aguda (GEA)
em criancas menores de cinco anos de idade, afetando especialmente os paises em
desenvolvimento onde ocorre mais de 90% das mortes atribuidas a este virus. O
presente estudo foi realizado no Huambo, na regido central de Angola, um pais da
Africa subsaariana com elevada mortalidade por diarreia pediatrica mas sem dados
anteriores sobre epidemiologia dos rotavirus. O objetivo deste estudo consistiu em
estudar a ocorréncia da infecdo e genotipar os rotavirus circulantes em criancas (<5
anos) com GEA naquela regido de Angola.

Durante 0 més de Junho de 2012 (época seca), foram colhidas 246 amostras
fecais de criancas com GEA atendidas no servi¢co da urgéncia de 3 hospitais municipais
(Alto-Hama, Bailundo e Caéla) e 3 centros de saude (Calenga, Casseque 1l e Mineira)
do distrito de Huambo. A realizacdo do teste rapido imunocromatografico permitiu
detetar rotavirus em 37,4% (92/246) das amostras. A presenca de rotavirus foi ainda
confirmada por métodos de biologia molecular, tendo-se procedido a determinacao dos
respetivos genoétipos pelo ensaio de RT-PCR multiplex e/ou sequenciacdo/analise
filogenética. Observou-se predominéncia de rotavirus dos gendtipos G1P[8] (45,6%) e
G1P[6] (34,8%), este ultimo considerado pouco comum. Os genotipos G2P[4], G8P[6],
G12P[6] e G9P[6] também foram identificados, embora com frequéncias mais baixas
(1%-5,4%) mostrando uma alta diversidade de estirpes de rotavirus a circular na regido.

Com base nos gendtipos identificados, as vacinas atualmente usadas deverdo,
teoricamente, proteger contra >85% dos rotavirus circulantes. Porém, a andlise
filogenética demonstrou que as linhagens dos gendétipos G1, G2 e P[8] sdo diferentes
das estirpes vacinais. Assim, consideramos importante ndo sé a introducdo da vacina
contra rotavirus na regido como também a vigilancia das estirpes virais, durante e apds
0 processo, para avaliar a eficacia das vacinas atualmente disponiveis na protecao contra

estes virus.

Palavras-chave: rotavirus, Angola, gastroenterite aguda, prevaléncia, genotipos.



Abstract

Rotavirus is considered the leading cause of acute gastroenteritis (AGE) in
children under five years of age affecting especially the developing countries, where
more than 90% of the global death toll attributed to this virus occur. Our study was
conducted in a central region of Angola, a sub-Saharan country with high mortality due
to pediatric diarrhea, but without any previous data regarding rotavirus epidemiology.

The objective of this study was to detect rotavirus and characterize the
circulating strains in the region of Huambo, Angola. Faecal specimens (n=246) were
collected during June 2012 (dry season) from children under 5 years of age with AGE
attending the pediatric emergency rooms of three hospitals (Alto-Hama, Bailundo e
Caala) and three health care centers (Calenga, Casseque Il e Mineira) distributed
throughout the entire district of Huambo. Rotavirus strains of samples positive by
immunochromatografic rapid test were G and P typed by hemi-nested type-specific
multiplex PCR and the VP4 and VP7 genes from a subset of samples were further
sequenced for phylogenetic analysis. A high prevalence (37.4%) of rotavirus infection
was observed. G1P[8] genotype was identified in 45,6% of the rotavirus positive
samples, while G1P[6] represented 34.8%. G2P[4], G12P[6], G8P[6], and G9P[6]
genotypes were also identified, though with lower frequencies (1%-5,4%), altogether
showing a high diversity of circulating rotavirus.

The present study, the first to our knowledge from Huambo, Angola, revealed a
high prevalence of rotavirus infection as well as the circulation of a wide diversity of
rotavirus genotypes, including the uncommon G1P[6] and genotype lineages different
from those included in the approved vaccines. Accordingly, our results underline the
need for rotavirus strain surveillance in Angola following vaccine implementation to

evaluate its efficacy.

Keywords: rotavirus, Angola, acute gastroenteritis, epidemiology, genotypes.
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1. INTRODUCAO

A diarreia e a pneumonia sdo das principais causas infeciosas de mortalidade
infantil em criangas com menos de 5 anos de idade, estimando-se que, em 2011, tenham
causado respetivamente 700 000 e 1,3 milhdes de mortes nesta faixa etéria (1). A
gastroenterite aguda (GEA) pode ser causada por varios virus (e.g. rotavirus, calicivirus,
adenovirus, astrovirus), bactérias (e.g. Vibrio cholerae, Shigella spp., Salmonela spp.,
Escherichia coli,) e parasitas (e.g. Giardia lamblia, Cryptosporidium spp., Entamoeba
hystoltica,). Os rotavirus sdo considerados os principais agentes da GEA, tendo sido
responsaveis, a nivel global, em 2011, por cerca de 197 000 mortes (2). Os rotavirus
humanos foram descobertos em 1973, uma década apds a visualizacdo dos primeiros
rotavirus animais, quando Ruth Bishop identificou particulas virais, por microscopia
eletronica (ME), em amostras da mucosa duodenal de criangas com diarreia aguda (3).
Estes virus apresentavam uma forma particular semelhante a uma roda dentada, que deu
origem ao seu nome (do latim rota). Sendo esta designacdo posteriormente adaptada
pelo Comité Internacional de Classificacdo Taxonomica de Virus. Pouco tempo depois,
em 1973, também através da ME, os rotavirus foram identificados em fezes de criancas
com gastroenterite aguda (4, 5). Apds esta descoberta, varios investigadores de
diferentes paises comecaram a reportar a presenca de rotavirus em fezes de criancgas
com diarreia severa, sendo rapidamente identificado como o principal agente etiologico
de diarreia aguda em criancas, por todo o mundo (6).

Os rotavirus caracterizam-se por uma grande diversidade genética, com base na
qual sdo definidos varios grupos e dentro destes multiplos genétipos. Nos Gltimos anos,
tem-se registado um aumento na variedade de estirpes circulantes, principalmente em
Africa e Asia. A prevaléncia de alguns genotipos varia geograficamente e
temporalmente entre paises e mesmo dentro de um pais. Estes dados levantam alguma
preocupacdo relativamente a eficacia da prevencdo desta infecdo por vacinagdo, uma
vez que as vacinas existentes tém por base os genotipos mais prevalentes a nivel global.
Para avaliar esta questdo, é essencial a identificacdo das estirpes circulantes num dado
pais e a monitorizacdo das mesmas ao longo do tempo, antes e apos a introducdo da
vacina (10, 11, 12).



Em Angola, segundo um estudo publicado em 2010 pela Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), a subnutricdo é considerada o maior fator de risco para a salde e a
GEA a principal causa de morte, em criancas de ambos 0s sexos com idade inferior a 5
anos. A inexisténcia de dados epidemioldgicos referentes a infecdo por rotavirus neste
pais, impossibilita a compreensdo da dimensdo deste agente como causa de diarreia
aguda em criangas, nesta faixa etaria (13).

No presente trabalho estimou-se a ocorréncia da infecdo e identificaram-se as
principais estirpes de rotavirus circulantes num distrito administrativo de Angola, o
Huambo. Os geno6tipos encontrados na amostragem realizada representam a primeira
caracterizagdo das estirpes de rotavirus que circulam nesta regido e em Angola. Os
resultados deste estudo piloto de epidemiologia dos rotavirus, numa regido do pais
conhecida por prevaléncia elevada das doencas diarreicas em criancas até aos 5 anos,

devera servir de linha de base a avaliacdo da vacina a ser introduzida em 2014.

1.1. O Virus

1.1.1. Classificacdo Taxondémica

Os rotavirus pertencem ao género Rotavirus, um dos quinze membros da familia
Reoviridae. Esta familia, cujo nome deriva de “Respiratory Enteric Orphan”, foi criada
em 1959 para incluir virus identificados nas mucosas, respiratoria e intestinal, sem
estarem associados a doenga conhecida e por isso designados “orphan virus”. Esta ideia
estd ultrapassada atualmente mas a designacdo permaneceu. Os quinze géneros
apresentam como carateristicas comuns particulas virais icosaédricas, com varias
camadas proteicas, sem involucro e um genoma de dupla cadeia de acido ribonucleico

(dsRNA) composto por 10-12 segmentos maioritariamente monocistronicos (7, 8).



1.1.2. Morfologia e Estrutura do Viridao
As particulas virais maduras dos rotavirus sdo esféricas (~100 nanémetros (nm)
de diametro), sem involucro, com simetria icosaédrica (T=13) e constituidas por trés
camadas proteicas concéntricas “triple layer particle” (TLP) (Figura 1.1.) (80).
A camada interna € composta por 120 coOpias da proteina estrutural VP2 (~102

quilodaltons (kDa)) que envolve o genoma viral e complexos enzimaticos, constituindo
as particulas de camada unica “single layer particle” (SLP), ~37-40 nm de diametro
(80). Os complexos enzimaticos, constituidos pela RNA-polimerase viral (VP1, ~125
kDa) e pela enzima de capping guanilil-transferase (proteina estrutural VP3, ~88 kDa),
estdo associados a cada um dos segmentos genomicos e localizam-se na proximidade
dos vértices da capside (8).

A camada intermédia é constituida por 260 trimeros da proteina estrutural \VVP6

(~45 kDa) que serve de ancora as proteinas da camada externa (8, 14). As particulas
virais com estas duas camadas “double layer particle” (DLP), ~55 nm de diametro (80),
sdo transcricionalmente ativas e ndo infeciosas, contrariamente as TLPs.

A camada externa, estabilizada por ides célcio, consiste em 260 trimeros da

glicoproteina VP7 (~34 kDa) de onde se projetam cerca de 60 espiculas de trimeros da
proteina VP4 (~84 kDa) sensivel a proteases. Estas espiculas possuem dois dominios
externos globulares, um corpo central e um dominio interno globular inserido na
camada de VP7. A tripsina intestinal corta proteoliticamente VP4 em duas proteinas,
VP8* (28 kDa, N-terminal) e VP5* (60 kDa, C-terminal), que se mantém associadas no
virido. VP8* liga-se aos recetores celulares, enquanto VP5* apresenta uma regido
hidrofébica com propriedades fusogénicas e esta envolvida na penetracdo das
membranas celulares (15).

Nos 12 eixos de simetria icosaédrica existem canais que atravessam as trés
camadas proteicas. Estes canais permitem a importacdo de metabolitos necessarios para
a transcricdo do genoma viral e a exportacdo dos transcritos de &cido ribonucleico
(RNA) viral (8, 14, 16).
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Figura 1.1. A) Representacdo esquematica do corte de uma particula de rotavirus mostrando a
localizacdo dos diferentes componentes virais. Adaptado de (17). B) Fotomicrografia de virides de
rotavirus visualizados por microscopia eletrénica com contrastagdo negativa. A barra representa 100
nm (77).

1.1.3. Organizacédo Genomica

O genoma dos rotavirus é constituido por 11 segmentos RNA de dupla cadeia
(dsRNA), que variam em tamanho entre 0,7 e 3,3 quilopares de bases (kpb). Os
segmentos genéticos, identificados de 1 a 11, sdo todos monocistrénicos com exce¢édo
do segmento 11 que € policistronico nos rotavirus do grupo A (RVA). No total estes
segmentos codificam 12 proteinas virais, seis estruturais (Viral Proteins — VP) e seis
ndo estruturais (Non Structural Proteins - NSP) (8).

Quando analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida, os segmentos
gendmicos dos RVA surgem agrupados, segundo o seu tamanho médio, em 4 grupos: de
1 a 4, com elevada massa molecular; seguindo-se dois segmentos com tamanho
intermédio, 5 e 6; depois um tripleto distinto de segmentos, 7 a 9, com dimensdes
menores e muito proximas e dois segmentos mais pequenos 10 e 11 (Figura 1.2.). A ndo
observacao deste padrdo eletroforético pode significar que estamos perante rotavirus do
grupo A de aves ou virus que sofreram rearranjos dos segmentos genémicos individuais
OuU mesmo rotavirus que ndo séo do grupo A (8, 14).

A cadeia de RNA com polaridade positiva inicia-se com um residuo de guanina
na extremidade 5°, seguindo-se uma sequéncia nao traduzida (5’UTR), uma grelha de
leitura aberta (ORF) e uma sequéncia nao traduzida (3’UTR) que termina com dois

residuos de citosina em 3°.



Os transcritos de polaridade positiva possuem 5’cap e ndo tém cauda poli(A) 3’. No
entanto possuem uma sequéncia de consenso (3°’CS) UGUGACC particularmente
importante para a regulacdo da traducdo dos transcritos virais nas células infetadas.
Estas sequéncias funcionam ainda como promotores da sintese do RNA viral de
polaridade negativa (18). As UTRs 5’ e 3’ apresentam regides de complementaridade
dando origem a transcritos virais com estrutura em cabo de frigideira. Excetuando 3°CS,
as sequéncias das UTRs 5’ e 3’ variam de segmento para segmento funcionando,
provavelmente, como sinais que asseguram a distribuicéo e encapsidacéo dos diferentes

segmentos (18, 19).
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Figura 1.2. Padrdo eletroforético dos segmentos do genoma de rotavirus do grupo A (4, 2, 3, 2) e
respetivas proteinas codificadas. Adaptado de (14)



1.1.4. Proteinas
Os RVA codificam seis proteinas estruturais (VP1-4, VP6 e VP7) e seis
proteinas ndo estruturais (NSP1-6). As siglas VP e NSP sdo seguidas de um nimero
arabe que é atribuido por ordem decrescente da massa molecular. As proteinas
estruturais constituem a tripla cépside do virido, enquanto as ndo estruturais sdo
essenciais para a replicacdo do genoma viral, morfogénese do virido e controlo da
resposta inata do hospedeiro (8, 14, 20). Na Tabela 1.1 estdo listadas as diferentes

proteinas virais com as principais caracteristicas e funcées.



Tabela 1.1. Proteinas estruturais e ndo estruturais dos rotavirus e respetivas funcdes.

Segmento
Genético

Proteina

Massa
Molecular
(kDa)

Localizacéo no
Virido (n° de
copias)

Propriedades Funcionais

VP1

125

Nucleéide/core (12)

- RNA-polimerase dependente de RNA
(RdRp);
- Ligac&o especifica ao RNA viral;

VP2

102

Camada Interna (120)

- Ligagdo ao RNA,;
- Essencial para a replicacéo viral.

VP3

88

Nucledide/core (12)

- Forma um complexo de transcricdo com
VP1;
- Guanililtransferase e Metiltransferase.

VP4
(VP5*+VPg*)

87
(60+28)

Espiculas da camada
externa (180)

- Ligac&o aos receptores celulares;

- Penetragéo das membranas celulares

- Inducéo de anticorpos neutralizantes;

- O corte proteolitico aumenta a
infeciosidade do virido;

- Classificagdo de serétipo ou gendtipo P.

NSP1

59

Néo Estrutural

- Antagonista da resposta antiviral inata
(IFN).

- Nao é essencial para a replicacdo do
virus em culturas celulares

VP6

45

Camada Intermédia
(780)

- Confere estabilidade ao viriéo;
- Sequéncias conservadas permitem a
classificagdo em Grupos e Subgrupos.

NSP3

36

Néo Estrutural

- Ligag&o especifica ao &cido ribonucleico
mensageiro (MRNA) viral facilitando a
sua traducdo e inibindo a accdo de
nucleases.
Inibicho da traducdo das
celulares.

proteinas

NSP2

35

Né&o Estrutural

- RNA nucleoside
(NTPase), e helicase;

- Envolvida na formagao dos viroplasmas.
- Antagonista da resposta antiviral inata.

triphosphatases

VP7

34

Camada Externa (780)

- Glicoproteina;
- Inducéo de anticorpos neutralizantes;
- Classificacdo em serdtipo e gendtipo G.

10

NSP4

20

Néo Estrutural

- Glicoproteina;

- Morfogénese;

- Enterotoxina;

- Viroporina;

- Mobilizagdo de Ca 2* (calcio), secrecdo
de CI (cloretos) e reducdo da absorcao de
glicose pelas células intestinais.

11

NSP5

28-32

Néo Estrutural

- Fosfoproteina O-glicosilada;

- Autocinase;

- Associa-se a NSP2 na formacéo dos
viroplasmas;

- Essencial na replicacéo viral.

NSP6

12

Néo Estrutural

- Funcdo mal conhecida




1.1.5. Ciclo Replicativo

No hospedeiro natural, os rotavirus infetam, essencialmente, os enterdcitos
maduros presentes nas vilosidades intestinais do jejuno e ileo (15). Para isolamento e
replicacdo em laboratorio, usa-se frequentemente as linhas celulares MA104 (rim de
macaco verde africano) e Caco-2 (adenocarcinoma do célon humano), fazendo
tratamento prévio do inoculo viral com tripsina (24, 25, 52).

Na Figura 1.3 esta apresentado um esquema dos principais passos do ciclo
replicativo dos rotavirus. A infecdo das células suscetiveis requer o reconhecimento e
ligacdo das particulas virais a recetores celulares. VP8*, o dominio globular das
espiculas resultante da protedlise da proteina externa VP4, é responsavel pela interacédo
com os recetores celulares e ligacdo do virus a célula. Varios estudos sugerem que para
entrar na célula os rotavirus utilizam mdultiplos dominios proteicos da superficie viral,
estes interagem com diversas moléculas da membrana plasmética que atuam como
recetores celulares, incluindo gangliosidos, integrinas e proteinas de choque térmico
localizadas em lipid rafts (26, 27, 28), segundo um processo complexo consistindo em
varios passos sucessivos (29, 30).

O mecanismo de entrada dos virus sem involucro estd mal estabelecido.
Aparentemente, a via de internalizacdo dos rotavirus € a endocitose independente de
clatrina ou de caveolina (31). Nos endossomas, na presenca de concentracfes baixas de
Ca2*, os virides (TLPs) perdem VP7 e ddo origem a particulas com apenas duas
camadas (DLPs) que séo translocadas para o citoplasma, com envolvimento de VP5* na
permeabilizacdo da membrana do endossoma. A perda da camada externa e a libertacdo
no citossol ativam o complexo enzimatico interno, constituido por RdRp (VP1) e
guanililtransferase e metiltransferase (VP3) virais, que transcreve (+)RNA com 5’cap a
partir dos 11 segmentos de dsSRNA gendmico. Os (+)RNAs virais sdo extrudidos para o
citoplasma através de 12 canais localizados nos vértices das particulas subvirais (DLPS),
atravessando as camadas proteicas de VP2 e VP6. Os (+)RNASs vao servir como mRNA
para a sintese de proteinas virais ou como matriz para a sintese de (-)RNA durante a
replicacdo do genoma viral (Figura 1.3).

A tradugdo ocorre nos polissomas celulares. Os mRNAs virais, sem cauda
poli(A), possuem a sequéncia consenso no extremo 3’ (3’CS) que se liga ao dominio N-
terminal da NSP3.



Esta proteina atua como homélogo funcional da proteina de ligacdo a poli(A) (PABP) e
0 seu dominio C-terminal interage com o fator de iniciagdo da traducédo elF4G, de forma
a permitir a circularizacdo dos mRNAs e a ligacéo destes aos ribossomas para a sintese
de proteinas virais (18).

As proteinas NSP2 e NSP5 interagem e vdo dar origem a grandes inclusdes
citoplasmaticas, os viroplasmas, que sequestram 0s componentes necessarios para a
sintese e encapsidacdo do genoma viral e formacao da dupla capside (DLP) (32) (Figura
1.3). A replicacdo do genoma viral requer a associacdo de VP1, VP3 e posteriormente
de VP2, NSP2 e NSP5 aos diferentes segmentos de (+)RNA, formando-se um nucleoide
(core) intermediario de replicacdo que sintetiza (-()RNA tendo como molde (+)RNA
encapsidado e da origem aos 11 fragmentos de dsRNA gendmico. O nucledide revestido
externamente por VP2 vai receber trimeros de VVP6, dando origem a particulas subvirais
DLPs.

Ligacdo e interacdo com Protedlise de VP4
recetoras celulares ! . ‘

‘ . Sa.“da
NS ) Inibigdo da wadugio | /
do hospedeiro ‘

—— L |
Endossoma |
Tardio t

Descapsidagdo
e penetragio
da membranz

Figura 1.3. Representacdo esquematica do ciclo replicativo dos rotavirus. Adaptado de (18).



Um dos aspetos menos conhecidos da replicacdo dos rotavirus € o processo de
aquisicdo da capside externa. Este processo implica que as DLPs deixem o viroplasma,
se associem a VP4 e gemulem através da membrana do reticulo endoplasmatico (RE)
para terem acesso as glicoproteinas VP7. No modelo correntemente aceite, NSP4
acumulada na membrana do RE recruta as DLPs e VP4 para a face citossolica do RE,
seguindo-se a gemulacdo para o Iumen, remocdo da membrana transitoriamente
adquirida e aquisicdo de VP7, o mecanismo destes dois uUltimos passos ainda €
desconhecido (18). Os novos virus sdo libertados da célula aparentemente por dois
mecanismos diferentes, dependendo do tipo de células infetadas. Enquanto nas células
despolarizadas a lise parece ser o mecanismo usado, nas células polarizadas do epitélio
intestinal os virus saem na superficie apical, por exocitose, através de uma via secretoria
alternativa que ndo envolve o Golgi (15, 18, 32) (Figura 1.3). Os virus libertados sédo
expostos a proteases do tipo tripsina presentes no trato gastrointestinal, resultando no
processamento proteolitico de VP4 para produzir virides infeciosos.

1.2. Doenca

1.2.1. Patogénese

Os rotavirus causam diarreia grave e vomito, com perda excessiva de fluidos e
eletrolitos, que podem conduzir a morte. Apesar da sua importancia clinica e dos
estudos realizados ao longo de varias décadas, o conhecimento dos mecanismos
fisiopatologicos subjacentes a esta doenca € limitado. Com base em modelos
experimentais desenvolvidos nos Gltimos dez anos, foram propostos varios mecanismos
para a diarreia aquosa associada a infecdo por rotavirus, tais como: ma absorcao (ibes
e/ou solutos e agua), maior secrecdo, maior permeabilidade e alteracdo da motilidade
(81) (Figura 1.4).

De entre os mecanismos de diarreia, a motilidade é o menos estudado, ainda que
a alteracdo da motilidade tenha sido considerada um fator importante na génese da
diarreia. Sabe-se que o sistema nervoso entérico (SNE) possui neurdnios da mucosa e
mioentéricos, 0s quais controlam a secrecdo e a motilidade gastrointestinal, sendo
igualmente criticos para a integracdo do transporte intestinal de eletrolitos através da

motilidade.
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Frequentemente, as diarreias sdo tratadas com farmacos tais como Imodium
(Loperamida), um agonista dos receptores de opidides que atenua a atividade do plexo
mioentérico (88) resultando na atenuacdo da motilidade intestinal mas ndo da secrecao
de eletrdlitos ou de agua. Ao investigar o papel das prostaglandinas (PGs) na motilidade
intestinal em diferentes modelos animais (ratos, cobaios) (89) demonstrou-se 0 seu
papel no controlo de diferentes tipos de musculos lisos (90). Existe um ndmero
reduzido de estudos (um em criancas e outros em leitGes gnotobidticos) que sugerem
que as PGs sejam mediadores do mecanismo da diarreia por rotavirus (126, 127).
Os vérios fatores envolvidos na diarreia aquosa incluem infecdo citolitica, atrofia das
vilosidades, hiperplasia das criptas, a enterotoxina NSP4, o sistema nervoso entérico
(SNE), a permeabilidade paracelular e a expressdo de enzimas digestivas (81). O papel
do SNE na secrec¢do de fluidos e eletrdlitos na diarreia por rotavirus foi estudado, tendo
sido demonstrado que este é ativado durante a infecdo, estimulando a secre¢do de agua e
eletrolitos (91). Outros estudos sobre os mecanismos subjacentes a ativacdo dos
neuronios entéricos e a secrecdo de fluidos induzidos por rotavirus revelaram que certos
neurotransmissores (serotonina (5-HT)) e o péptido vasoativo intestinal (PVI) estdo
implicados na ativacdo da diarreia (92) e o seu efeito podera ser atenuado por
antagonistas (81). Ao contrario do Homem, os pequenos mamiferos adultos mas ndo os
jovens (e.g. murganhos, coelhos, ratos) sdo resistentes a diarreia por rotavirus e este
facto levou ao estudo dos mecanismos fisiopatologicos da diarreia restringida pela idade
nos modelos animais (i.e murganho jovem versus adulto).

Durante muito tempo pensou-se que a infecdo por rotavirus estava confinada ao
intestino, porém alguns estudos demonstraram a ocorréncia de virémia (33, 34) e,

raramente, antigénios virais em liquido cefalorraquidiano (35).
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Figura 1.4. Mecanismos causadores de diarreia e vomito por rotavirus. (1) Lesdes irregulares, atrofia da
vilosidade intestinal. A atividade das dissacaridases fica moderadamente diminuida nas células infetadas
com rotavirus. (2) Producdo da enterotoxina NSP4 extracelular estimula a libertacdo da serotonina (5-HT)
pelas células de enterocromafina e ativagdo dos nervos aferentes. Os enterdcitos e as células de
enterocromafina infetadas com rotavirus determinam producdo de prostaglandinas (PG). (3) O plexo
nervoso submucoso esta associado a secrecdo de agua e eletrdlitos enquanto o plexo mioentérico estimula
principalmente a motilidade intestinal. (4) A infecdo por rotavirus estimula aferentes vagais para o centro
do vémito do sistema nervoso central (SNC). Adaptado de (93).

1.2.2. Sintomatologia

A infecdo por rotavirus do grupo A pode originar infecdo sintomatica ou
assintomatica, dependendo de fatores virais e do hospedeiro. Em relacdo ao hospedeiro
pode-se citar a idade, registando-se a maior suscetibilidade entre 3 meses e 2 anos de
idade (16), e a presencga de uma enzima FUT2 funcional (i.e., estatuto secretor) (36, 37).
A viruléncia viral tem sido essencialmente associada aos genes codificadores de NSP1
(antagonista do interferdo) e NSP4 (regulador da homeostasia do célcio e enterotoxina)
do virus (16). O espectro clinico da infecdo por rotavirus é amplo e surge rapidamente
apos um periodo de incubacgéo de 1 a 3 dias, dependendo do inoculo de virus infecioso.
Tipicamente, a sintomatologia inicia-se abruptamente com febre pouco elevada,
vémitos e dor abdominal, seguidos de diarreia aquosa sem cor e sem sangue durante 5 a
10 dias.
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No entanto podem seguir-se complica¢des, como diarreia cronica (duragdo superior a 14
dias), intolerancia a lactose, malnutricdo e até morte (82). As situacdes fatais, raras nos
paises industrializados, sdo devidas normalmente ao desequilibrio eletrolitico e a
desidratacdo grave que ocorrem devido a perda rapida e prolongada de liquidos e a ndo
reposi¢cdo dos mesmos de forma assistida (38, 39). No sentido de caracterizar de forma
objetiva a gravidade clinica dos episédios de diarreia, nomeadamente tendo em vista a
analise de estudos de eficacia de vacinacdo contra rotavirus, foram propostas escalas
numéricas baseadas no somatorio de pontos atribuidos aos varios sinais e sintomas
clinicos (40, 41).

Os sintomas clinicos sdo fortemente influenciados pela idade, ocorrendo os
sinais mais graves apds infecdo primaria em criangcas com idade inferior a 2 anos. No
entanto, em recém-nascidos as infe¢cbes por rotavirus sdo frequentemente
assintomaticas, possivelmente devido a presenca de anticorpos maternos contra
rotavirus.

Podem ocorrer reinfecdes ao longo da vida, mas normalmente estas sao
assintomaticas ou com sintomas ligeiros (19). Durante o primeiro episddio de infecéo,
as particulas virais sdo excretadas em grandes concentracfes, nas fezes, de forma
continua durante 5 a 10 dias, podendo durar um ano ou mais em criangas

imunocomprometidas (38).
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1.2.3. Resposta Imunitaria

No Homem e animais suscetiveis, a infecdo por rotavirus induz resposta imune
inata e adquirida dos tipos humoral e celular (16). Estudos realizados em murganhos
infetados demonstraram a inducdo da expressdo de interferdo (IFN) tipo | e tipo IlI
(IFN-X) e que o tratamento dos animais com IFN- A, e em menor grau com IFN tipo I,
reduzia a replicacdo viral (42). A importancia do IFN na limitacéo da replicacdo viral é
ainda suportada pelo mecanismo de evasdo viral a resposta do IFN mediada pela
proteina viral NSP1 (43, 44).

Dois estudos longitudinais, que seguiram criancas ao longo dos dois primeiros
anos de vida relativamente a infecdo por rotavirus, demonstraram que uma primeira
infecdo por rotavirus tipicamente resulta em GEA, mas que se desenvolve protecao
contra subsequentes infecBes por este virus, com um risco progressivamente menor de
doenca (45, 46). Observou-se ainda que as infe¢bes sintomaticas e assintomaéticas
conferiam graus semelhantes de protecdo e que a imunidade humoral estava
correlacionada com a protecdo. Com a serotipagem e genotipagem compreendeu-se que
0s episddios subsequentes de GEA por rotavirus eram na sua maioria causados por
serétipos/gendtipos  distintos, i.e. virus heterotipicos, e que a protegdo estava
relacionada com os niveis de anticorpos neutralizantes contra virus homotipicos (16). A
presenca de niveis elevados de imunoglobulinas A (IgA) neutralizantes especificos das
proteinas VP4 e VVP7 nas fezes esta correlacionada com protecéo (47). Estes anticorpos
podem ser igualmente encontrados no soro e frequentemente sdo usados como medida
da imunogenicidade das vacinas contra rotavirus (48, 49). Curiosamente, a proteina
VP6 dos rotavirus induz anticorpos ndo neutralizantes que podem, no entanto, mediar
protecdo (50).

Estudos em murganhos demonstraram também que os linfocitos B sdo
determinantes na protecdo contra a reinfecdo, enquanto os linfécitos T CD8" sdo
responsaveis pela reducao dos sintomas e da duracédo da infecdo (16). No ser humano, o

papel da imunidade celular na infegdo por rotavirus encontra-se pouco estudado.
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1.2.4. Diagnéstico

O diagnostico de GEA por rotavirus com base nos sintomas nédo € possivel, pois
0 quadro clinico € semelhante a GEA com outras etiologias. Assim, o diagnéstico da
infecdo por rotavirus depende da identificacdo do agente etiolégico em produtos
biolégicos. As amostras fecais, devido a presenca de particulas virais em grandes
concentragdes, sdo naturalmente o produto usado.

As particulas virais de rotavirus sdo facilmente observadas e identificadas em
amostras fecais por ME, a técnica original de diagnostico (51). Apesar da
especificidade, a necessidade de infraestruturas e técnicos especializados tornam esta
técnica dispendiosa e inadequada para o diagndstico de rotina de um grande nimero de
amostras. No entanto, ainda é usada para rotavirus ndo pertencentes ao grupo A.

Para a detecdo de rotavirus, de um modo geral, recorre-se a imunoensaios
comerciais que permitem detetar antigénios de rotavirus diretamente em amostras
fecais. Estes podem ser imunoensaios enzimaticos do tipo Enzyme Lynked Immuno
Sorbent Assay (ELISA) ou ensaios imunocromatograficos no formato de teste rapido e
utilizam anticorpos contra VP6 do grupo A. A sensibilidade e especificidade destes
testes € elevada (>95%). Os testes de aglutinacdo de particulas de latex, apesar do uso
facil, sdo menos sensiveis. A transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR), tendo como alvo um fragmento do gene da proteina VVP6 (70), é
considerada o gold standard e usada na confirmacdo dos resultados dos imunoensaios.
O ensaio de RT-PCR é altamente sensivel na detecdo de pequenas quantidades de virus,
sendo também usado na identificacdo de estirpes através da amplificacdo de outras
regides do genoma viral (51).

O isolamento de rotavirus a partir de amostras clinicas é dificil e requer o
tratamento das amostras com tripsina e incorporacdo de pequenas quantidades desta
enzima no meio de cultura. As linhas celulares mais frequentemente usadas séo MA104
e CaCo-2 (25, 52).

15



1.2.5. Tratamento

Presentemente ndo existem farmacos antivirais especificos para o tratamento da
infecdo por rotavirus. Tal como para as diarreias com outra etiologia, o tratamento
baseia-se na reposi¢cdo das perdas de agua e eletrolitos, atraveés da administracdo de
solugdes de reidratacdo oral (SRO) de baixa osmolaridade, contendo glicose e
eletrolitos (sodio, potassio, cloreto, citrato) em proporcdes bem definidas e
recomendadas pela OMS. Os casos de desidratacdo grave podem requerer reidratacao
intravenosa. E ainda aconselhada a administragdo de um suplemento de zinco para
diminuir a gravidade e duracdo da diarreia (53). Nos Gltimos anos, a combinacdo do
tratamento indicado pela OMS com a prevencgdo por vacinacao, conseguiu reduzir de
maneira significativa a mortalidade e morbilidade infantil causada por rotavirus nos

paises mais afetados.

1.2.6. Prevencao

Os rotavirus tém uma enorme capacidade de resisténcia ambiental, esta
caracteristica, aliada a facilidade de transmissdo do virus, faz com que todos os
cuidados de higiene implementados, sistemas de saneamento basico e de seguranca
alimentar, ndo sejam suficientes para diminuir a morbilidade e mortalidade a nivel
mundial. Isto é demonstrado pela elevada incidéncia da doenca registada em paises mais
desenvolvidos, que apesar de possuirem uma taxa de mortalidade reduzida ainda
apresentam uma taxa de hospitalizac@es elevada devido a infecdo por rotavirus. Devido
a inexisténcia de um tratamento especifico contra a infecdo por rotavirus, a prevencédo
da doenca através da vacinagdo é essencial para o controlo da transmissao viral.

O desenvolvimento de vacinas contra 0s rotavirus comegou no inicio da década
de 80 e seguiu uma abordagem jenneriana com a utilizacdo de estirpes de rotavirus
animais, vacinas monovalentes de origem bovina (RIT 4237 e WC3) ou simia (rotavirus
de macaco rhesus, RRV). Estas estirpes, naturalmente atenuadas, ndo causavam doenca
no Homem mas conferiam protecdo contra infe¢do subsequente por rotavirus humanos.
Ensaios clinicos realizados com esta primeira geracdo de vacinas revelaram resultados
de eficacia com alguma inconsisténcia nos paises industrializados (82%-100%), mas

sobretudo fraca protecéo nos paises em vias de desenvolvimento (54).
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No sentido de aumentar o potencial imunogénico e desencadear uma resposta
imunolégica semelhante a da infecdo natural, através da redistribuicdo de segmentos
gendémicos, foram geradas estirpes de virus com um complemento genético
maioritariamente animal mas expressando os genes das proteinas VP7 ou VP4 humanas.
Surgiu assim uma vacina multivalente consistindo em virus de macaco rhesus,
expressando a proteina VP7 dos genotipos G1, G2 e G4 humanos e G3 de macaco
rhesus. Esta vacina, designada RotaShield® (Wyeath, Estados Unidos da América
(EUA)), apds extensos estudos de seguranca e eficacia foi aprovada pela Food and
Drug Administration (FDA), em 1998. No ano seguinte, depois de aproximadamente
1,5 milhdes de doses terem sido administradas em criangas com menos de um ano de
idade nos Estados Unidos, a vacina foi retirada de circulacdo pela suspeita de
associacdo com quadros de invaginacao intestinal (55).

Em 2006, duas novas vacinas orais contra rotavirus foram licenciadas nos EUA,
Unido Europeia e muitos paises da América Central e do Sul. Numa destas vacinas a
estirpe de rotavirus bovino WC3 foi usada na obtencdo de 5 virus expressando
individualmente VP7 dos gendtipos G1-4 e VP4 do gendtipo P[8] de rotavirus humanos.
Esta vacina pentavalente, RotaTeq (Merck, EUA), requer a administragdo de 3 doses,
sendo a primeira administrada nas 6-12 semanas de idade e as doses subsequentes com
intervalos de 4-10 semanas. Nos EUA, a vacinacdo foi associada a um atraso
substancial do inicio da época do ano de maior prevaléncia de casos de infecdo e a um
decréscimo da atividade dos rotavirus em 50%. Na Europa e nos Estados Unidos
observou-se 98% de eficacia na prevencdo de diarreia grave por rotavirus, enquanto na
Nicaragua foi de apenas 46% (56, 54).

A segunda vacina licenciada, Rotarix (GlaxoSmithKline Bilogicals, Bélgica), é
uma vacina monovalente de rotavirus humano G1P[8], atenuado através da passagem
em culturas celulares de rim de macaco. As duas doses s&o administradas com um
intervalo >4 semanas e a primeira deve ser administrada a criangas >6 semanas de
idade.

Os ensaios clinicos revelaram 96% de eficacia contra doenga grave por rotavirus
na Europa e valores mais baixos nos paises em vias de desenvolvimento (85% na
América Latina, 77% na Africa do Sul e 49% no Malawi) (57, 58).
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Curiosamente, apesar da natureza monovalente, Rotarix parece conferir protecédo
heterotipica, ainda que em menor grau.

Uma revisdo Cochrane recente descreve eficacia semelhante das duas vacinas na
prevencdo de doenca grave por rotavirus em criancas com idade inferior a 2 anos em
paises de baixa mortalidade (82% e 85%) e de alta mortalidade (41% e 42%) e auséncia
de associacéo a efeitos adversos, incluindo invaginacao intestinal (59).

As hipoteses para explicar as diferencas de eficacia das vacinas contra rotavirus
observadas entre paises desenvolvidos e paises de média e baixa renda sdo multiplas
(54). Uma vez que o grau de protecdo conferido pelas vacinas orais atenuadas depende
do titulo das estirpes vacinais e do nimero de doses administradas, fatores do
hospedeiro e ambientais que reduzam a dose efetiva de virus na vacina deverdo também
reduzir a sua imunogenicidade. Os niveis de anticorpos transplacentarios adquiridos da
mae, 0s componentes imunes e ndo imunes do leite materno e a quantidade de acido
gastrico da crianca podem baixar a quantidade de virus que chega ao intestino. Por outro
lado, a resposta do hospedeiro pode ser diminuida por fatores tais como malnutricéo
(e.g. deficiéncia em zinco e vitamina A), interferéncia da flora intestinal e estado de
salde do hospedeiro (e.g, diarreia, infecdo pelo HIV). Finalmente, diferencas na
epidemiologia do virus e na distribuicdo de gendtipos/serétipos podem também alterar o
sucesso da vacina (60).

Apesar de a eficacia ser mais baixa nos paises de baixos recursos, devido ao
namero elevado de casos de diarreia por rotavirus, o beneficio absoluto da vacina é
relevante nestes paises. Assim, em 2009 a OMS recomendou a implementacdo da
vacina contra rotavirus a nivel mundial (57). Até 2013, 43 paises introduziram a
vacinagdo contra rotavirus no seu programa nacional de vacinacdo e 3 paises inseriram
em programas regionais (61). Para colmatar as dificuldades de acesso a vacina, a Global
Alliance for Vaccines and Immunisation (GAVI Alliance) langou um programa de apoio
para paises de baixos recursos.

Entre 2008 e 2009, a Nicaragua, a Bolivia, a Guiana e as Honduras foram os
primeiros paises a beneficiar dos fundos da GAVI para implementacdo das vacinas
contra rotavirus e em 2011, a vacinacao foi introduzida nos programas de imunizagéo

nacional em mais 8 paises, 3 paises Asiaticos e 5 Africanos.
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Em 2013, foram aprovados mais 34 paises, entre 0s quais Angola, para receberem
fundos de suporte a implementacdo de vacinas contra rotavirus (62).

Outras formulagdes de vacinas contra rotavirus baseadas em virus recombinantes
obtidos por redistribuicdo de segmentos entre estirpes animais e humanas, bem como
em novas estirpes neonatais atenuadas, estdo em ensaios clinicos (12). Ainda, devido
aos potenciais problemas associados a vacinagdo com virus atenuados, designadamente
em criangas com imunodeficiéncia, estdo a ser desenvolvidas vacinas baseadas em
particulas virais sem genoma (virus-like particles) (83) ou com genoma viral inativado
(12).

1.3. Epidemiologia e Transmissao

O desenvolvimento de testes de diagnostico simples, sensiveis e pouco
dispendiosos e a presenca de rotavirus em grandes quantidades nas fezes durante a fase
aguda da doenga, facilitou desde cedo o estudo da epidemiologia da infecdo por
rotavirus. Os primeiros trabalhos realizados em criancas hospitalizadas por diarreia em
paises industrializados, situados em paises temperados, identificaram rotavirus em 35-
50% das criangas com menos de 5 anos. Estes casos ocorriam maioritariamente durante
o Inverno e a faixa etaria mais atingida era entre 0s 6 e 0s 24 meses, 40% dos casos
sendo em criangas com menos de um ano (63).

Estudos semelhantes realizados em paises de baixa renda, maioritariamente em
regides tropicais, revelaram uma infecdo mais precoce (80% com menos de 1 ano de
idade) e uma sazonalidade menos distinta das infe¢des ou nula até latitudes de 10° (64).

O espectro sazonal e geografico da infecdo por rotavirus é compativel com
transmissdo fecal-oral e respiratdria. Durante a infecdo por rotavirus, os virus séo
excretados nas fezes, durante varios dias, em concentracbes muito elevadas (>10%2
particulas/grama).

Este facto, associado a ingestdo minima de 10 a 100 particulas ser suficiente
para estabelecer a infecdo de um novo hospedeiro e ainda a elevada resisténcia do virus
as condigcbes ambientais, contribuem para a elevada incidéncia de GEA por rotavirus,
tanto em paises industrializados como em paises de baixa renda. O virus permanece
infecioso durante semanas em ambiente aquoso e resiste aos procedimentos normais de

desinfecéo.
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Alimentos ndo cozinhados e aguas ndo tratadas sdo fontes possiveis de surtos. A
transmissao pessoa a pessoa ocorre diretamente por via fecal-oral e por via respiratoria
(aerossois gerados por vomitos) ou indiretamente atraves de fomitos, objetos
inanimados capazes de adsorver, reter e transportar organismos contagiantes ou
infeciosos (65, 66).

A ubiquidade da infecdo por rotavirus e o facto de praticamente todas as
criancas com 5 anos terem anticorpos contra estes virus, levaram a considerar desde
cedo a vacinacdo como a forma mais adequada de prevencao, sendo necessario avaliar a
nivel global a importancia da diarreia por rotavirus. Em 2002, no sentido de obter
estatisticas fiaveis, a OMS e o Centro de Controlo e Prevencdo de Doencas dos EUA
(CDC) estabeleceram um protocolo genérico para padronizacdo dos estudos de
vigilancia da doenca por rotavirus. Os critérios de inclusdo sdo criangcas com menos de 5
anos de idade, com episddios graves de diarreia aguda necessitando de hospitalizacédo e
com detecdo de rotavirus por imunoensaio (51).

A vigilancia tem decorrido em cerca de sessenta paises, abrangendo as varias
regibes da OMS. Cada uma destas regides possui um escritério da OMS que recolhe
todos os dados através do ministério da saude e dos escritorios locais da OMS,
divulgando posteriormente estes dados & comunidade global de saide publica. Este
modelo de vigilancia conduziu a uma maior visibilidade da doenca, uma validagcéo dos
dados e uma melhor sustentabilidade das plataformas de vigilancia. Os resultados da
vigilancia global a partir do protocolo comum revelaram, para o ano de 2009, que a
percentagem média de criancas hospitalizadas com diarreia grave e com resultado
positivo para rotavirus era de 36%, um valor comparavel ao obtido para os periodos de
2000-2004 (39%) e 2001-2008 (40%). Esta percentagem média variava entre 12% e
68% para os diferentes paises (67).

Dois estudos de revisdo sistematica e meta-analise estimaram a mortalidade
associada aos rotavirus relativamente as mortes totais por diarreia, em criangas com
menos de 5 anos, como sendo de 37% em 2008 (68) e 27,8% em 2011 (2). Apesar da
proporcao de rotavirus detetada em criangas hospitalizadas com diarreia ser maior nos
paises desenvolvidos, a maioria das mortes relacionadas com rotavirus ocorre em Africa
e na Asia (68).
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A india representa um quinto do nimero de mortes, mas é na Africa Subsaariana que se

regista maior concentracdo de paises com taxas elevadas de mortalidade por rotavirus.
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Figura 1.5. Numero de mortes por rotavirus em criangas com idade < 5 anos, em 2008 (68).

1.4. Diversidade e Classificacdo dos Rotavirus

1.4.1. Grupos

O género Rotavirus, de acordo com o International Committee on Taxonomy of
Viruses (ICTV), é subdividido em grupos (ou espécies) com base nas propriedades
antigénicas ou na sequéncia de aminoacidos da proteina da capside intermédia VP6. Até
agora foram definidos 7 grupos (A-G), sendo que virus de grupos diferentes ndo trocam
segmentos entre si quando de uma coinfecdo, contrariamente a possibilidade de
redistribuicdo de segmentos observada entre virus de um mesmo grupo. Os rotavirus
dos grupos A, B e C foram identificados como agentes de diarreia aguda em humanos.
O RVA ¢ considerado o principal agente de diarreia em criangas, podendo infetar
também outros mamiferos e aves. Os virus do grupo B, associados a epidemias anuais
de diarreia grave em adultos na China, Bangladesh, india e Myanmar, foram também
identificados em suinos, bovinos, ovinos e roedores. Os surtos atribuidos ao grupo C
tém sido descritos esporadicamente em criangas com idades entre 4 a 7 anos e

associados a alimentos contaminados.
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Os grupos D, F e G foram identificados, até agora, somente em aves e RVE apenas em
suinos (7, 8, 9). Recentemente foi sugerido um novo grupo com base em dois virus

isolados de humanos e um de suino (69).

1.4.2. Sistema de Classificacdo dos Rotavirus do Grupo A
A categorizacdo das estirpes de RVA pode ser realizada com base nas
propriedades antigénicas das proteinas estruturais da capside VP6, VP7 e VP4
(subgrupos (SG), serotipos G e serotipos P, respetivamente) ou ainda com base na
anélise comparativa das respetivas sequéncias nucleotidicas (genogrupos e genotipos G

e P[], respetivamente) (9).

e Subgrupos e Genogrupos
A especificidade antigénica da VP6 permite ainda diferenciar as estirpes de
rotavirus do grupo A em quatro subgrupos (SG I, SG Il, SG I+1l e SG nédo-1 e ndo-1l) de
acordo com a reatividade com os dois anticorpos monoclonais 255/60 e 631/99. Mais
recentemente, com base na caracterizacdo molecular, foram encontrados apenas dois
grupos, o genogrupo | que corresponde a SGI e o genogrupo Il que inclui os restantes

subgrupos (70).

e Serdtipos e Genotipos

Em 1989, foi estabelecido um sistema de classifica¢do binario para os rotavirus
baseado na reatividade imunologica das duas proteinas da capside externa, VP4 e VP7,
que independentemente induzem anticorpos neutralizantes. Assim, as estirpes de
rotavirus sdo classificadas em serotipos de VP4 ou P (P para sensivel a proteases) e
serotipos de VP7 ou G (G para glicoproteina).

Uma vez que a caracterizacdo baseada em serotipagem é demorada e requer
reagentes especificos, i.e. soros hiperimunes e estirpes virais de referéncia, foi
substituida por um sistema de classificacdo baseado na similaridade entre as sequéncias
dos genes que codificam aquelas proteinas, dando origem a classificacdo em gendtipos
PeG(9,16).

22



Os geno6tipos podem ser determinados atraves da amplificagdo por RT-PCR,
sequenciacgdo e analise das sequéncias nucleotidicas (totais ou parciais) obtidas para os
respetivos genes ou através da geracdo de produtos de RT-PCR com tamanhos
caracteristicos, usando primers especificos para o gendtipo, e analise do padrédo
eletroforético (78). Em relacdo a proteina VP7, uma vez que os resultados de
serotipagem e genotipagem séo concordantes, as estirpes sdo designadas apenas por Gx
(X = ndmero arabe comecando em 1).

Para a proteina VP4, os resultados entre os dois métodos de tipagem nem sempre
sdo coincidentes, havendo necessidade de uma dupla nomenclatura de tipagem P: os
serdtipos P sdo designados como Px (X = numeros arabe comecando em 1) e 0s
gendtipos P como P[x]. Até agora foram identificados 35 genotipos P (VP4) e 27
gendtipos G (VP7) diferentes (9). Entre estes gendtipos, 12 G e 15 P estdo associados a
infecBes humanas (10). Uma vez que os rotavirus possuem genoma segmentado, 0s
genes de VP4 e VP7 podem, em teoria, segregar independentemente, havendo mdaltiplas
combinagbes de gendtipos G e P de rotavirus a circular na natureza. Globalmente, seis
combinagbes G/P (G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] e G9P[8]) sdo responsaveis pela
maioria das infe¢des por rotavirus em humanos, sendo G1P[8] a combinacdo mais
prevalente (10). No entanto, sdo descritas frequentemente combinagfes G/P invulgares
causadoras de doenga, algumas resultantes da redistribuicdo de segmentos com rotavirus
animais (71, 72).

1.4.3. Constelagdes de Genes

Uma limitacdo do sistema de classificacdo binario G/P é que ignora os restantes
genes virais, ndo dando informacdo suficiente para avaliar toda a diversidade genética e
relacbes evolutivas dos rotavirus circulantes. Tentou-se ultrapassar esta limitagdo
através da sequenciacdo de genomas virais completos e da criacdo de um sistema de
classificacdo baseado na informacdo genética dos genomas completos. Este sistema
define um gendtipo para cada um dos 11 segmentos do genoma, que codificam as VP e
NSP, de acordo com valores cut-off de percentagem de identidade de sequéncias

nucleotidicas.
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A nomenclatura é idéntica a anteriormente seguida, sendo 0s segmentos gendmicos para
VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6  representados pelo
acronimo  Gx-P[x]-IX-Rx-Cx-Mx-AX-Nx-Tx-Ex-Hx (X = nUmeros arabes),
respetivamente (9). Foi igualmente criado o Rotavirus Classification Working Group
(RCWG) que integra especialistas de varias &reas para ajudar a delineacdo de novos
genotipos.

Analises baseadas na comparacdo de sequéncias de genomas completos de
estirpes circulantes de RVA sugerem que a infecdo de seres humanos em todo o mundo,
durante longos periodos de tempo, se deve apenas a duas constelacbes de genotipos
principais independentes dos genes G ou P: 11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 e 12-R2-
C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2, conhecidas como estirpes tipo Wa e tipo DS-1,
respetivamente (73). A analise de genomas completos de rotavirus revelou uma origem
comum para as estirpes humanas tipo Wa e de rotavirus de suinos e para as estirpes

humanas tipo DS-1 e de rotavirus de bovinos (74).

1.4.4. Prevaléncia e Distribuicdo Geografica de Gendtipos

A distribuicdo geografica e temporal das estirpes de rotavirus € um processo
dindmico e complexo. Um estudo recente de revisdo sistematica sobre as variacdes
regionais e temporais da prevaléncia das estirpes de rotavirus examinou dados desde
1996 até 2007, pertencentes a varios paises das seis regifes geograficas da OMS
(Africa, Américas, Sudoeste-Asiatico, Europa, Mediterraneo Oriental e Pacifico
Ocidental) (11). Verificou-se que os gendtipos G mais prevalentes eram G1 (42,9 %),
G9 (14,1%), G2 (11,8%), G3 (11,1%), G4 (8,2%), G8 e G12 (1% cada),
correspondendo a 90,2% de todas as estirpes avaliadas. As infecBes com mudltiplas
estirpes e por rotavirus ndo tipaveis foram detetadas em 3,8% e 6,1% das amostras,
respetivamente, sendo mais comuns em paises de renda baixa. Nestes 12 anos, a
frequéncia de G1 foi baixando, enquanto G3 reemergiu e G9 e G12 emergiram no
mesmo periodo de tempo (11). Quando consideradas as publicacdes que incluiam a
combinacdo de gendtipos G/P, foram identificadas 5 estirpes comuns com uma
prevaléncia a nivel global de 74,7%; G1P[8] (37,7%), G9P[8] (11,4%), G2P[4]
(10,6%), G3P[8] (8,8%) e G4P[8] (6,3%). As restantes correspondendo a infecGes
mistas (5,6%), estirpes néo tipaveis (9,5%) e gendtipos raros (10,2%).

24



MIX
555%

NT
9,47%

RARE
0,47%

UNUSUAL
9,76%

G1P[8]

GOP[8]
11,35%

6,30% G2P[4]
‘;37:5] 10,64%
Y o

Figura 1.6. Prevaléncia das combinagdes de gendtipos G/P a partir da revisdo de dados, entre 1996 e
2007, provenientes de seis regifes da OMS (11)

No que respeita a distribuicdo geogréfica, observaram-se grandes flutuacGes na
prevaléncia de estirpes ao longo do tempo. Em Africa, de 2000 a 2007, verificou-se um
aumento acentuado das estirpes G8 e ligeiro das G9 e G12, e um declinio das estirpes
G3 e G4 (11). No continente Americano e na Europa observou-se igualmente um
decréscimo das estirpes G1 paralelamente com um aumento de G9. O Sudeste Asiatico
possuia a incidéncia relativa mais elevada de G2, enquanto o Pacifico Ocidental tinha
um decréscimo de estirpes G1 e concomitante aumento de G3.

Um estudo de vigilancia da prevaléncia e gendtipos de rotavirus realizado entre
2007 e 2011, sob o auspicio da African Rotavirus Surveillance Network, envolvendo 16
paises das varias regiGes Africanas, demonstrou uma grande diversidade temporal e
geografica dos virus circulantes (75). A distribuicdo de gendtipos G revelou
predominancia de G1 (28,8%) seguido de G9 (17,3%), G2 (16,8%), G8 (8,2%), G12
(6,2%) e G3 (5,9%). Com excecdo da regido central, onde as estirpes G9 sdo mais
abundantes, as estirpes G1 predominam nas diferentes regides de Africa.

Relativamente aos gendtipos P, P[8] é o mais prevalente (40,6%), seguido de P[6]
(30,9%) e P[4] (13,9%). Globalmente, no continente Africano foram identificadas 25
combinagbes G/P, predominando G1P[8] (18,4%), G9P[8] (11,7%), G2P[4] (8,6%),
G2P[6] (6,2%), G1P[6] (4,9%), G3P[6] (4,3%), G8P[6] (3,8%) e G12P[8] (3,1%).
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Foi igualmente encontrado um namero consideravel de infecGes mistas (17,5%) e de
amostras parcialmente genotipadas (7,2%) (75).

No Sul de Africa circulam as combinacdes GOP[8] (20%), G1P[8] (14%),
G1P[6] (6%), G12P[6] (6%), G8P[4] (5%) e GIP[6] (5%); na regido Este G1P[8]
(23%), GIP[8] (12%), G2P[4] (8%), G8P[6] (5%), G8P[4] (4%) e GIP[6] (4%). Na
regido Oeste sdo prevalentes G1P[8] (17%), G2P[6] (13%), G2P[4] (9%), G3P[6] (9%),
GIP[8] (7%) e G1P[6] (5%). E na regido Central, G2P[4] (17%), G2P[6] (14%), GIP[8]
(11%), G1P[6] (9%), G1P[8] (6%) e G8P[6] (5%) (75). Curiosamente, tal como em
estudos anteriores, estirpes tais como G2P[4], G3P[8] e G4P[8], que sdo de rotina
encontradas em paises industrializados sio menos comuns em Africa. Pelo contrario,
existe um grande numero de estirpes, incluindo G1P[6], G2P[6], G3P[6], G1P[4],
G9P[4], G12P[6] e G12P[8] de rotina encontradas em Africa (27-40% das estirpes
circulantes anualmente) mas que sdo raras nos paises desenvolvidos. Ainda, muitas das
combinagOes identificadas sdo vulgarmente encontradas em animais, sugerindo
transmissdo direta animal-humano ou redistribuicdo de segmentos gendmicos entre
estirpes animais e humanas, provavelmente fruto da estreita proximidade entre animais
domesticos e 0 Homem (76).

Atualmente desconhece-se qual a importancia da diversidade genética para a
eficacia das vacinas aprovadas contra rotavirus. De facto, a sua eficacia € menor nos
paises de baixa renda, nomeadamente Asiaticos e Africanos, em que se regista maior
diversidade genética e onde circulam muitos gendétipos ndo incluidos nas vacinas.
Porém, os fatores correlacionados com a protecdo conferida pela vacinagdo ndo estdo
totalmente esclarecidos, designadamente o papel da protecdo homotipica e heterotipica,
e varias outras causas tém sido igualmente apontadas para a reducdo da eficacia das

vacinas naquelas regides.
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Figura 1.7. Combinacfes de gendtipos circulantes em 4 regides do continente Africano entre 2007 e
2011: A) Sul, B) Este, C) Oeste e D) Centro. (75)
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1.5. OBJETIVOS DO TRABALHO

A nivel mundial, em 2008, Angola era um dos dez paises com maior nimero de
mortes relacionadas com rotavirus em criangas com menos de 5 anos de idade (68).
Neste contexto, em colaboracdo com o Ministério Nacional de Salde e com a Direcao
Nacional de Salde Publica de Angola iniciou-se um estudo piloto com objetivo
principal de identificar agentes virais, designadamente rotavirus, presentes nas fezes de
criancas com idade inferior a cinco anos com gastroenterite aguda, atendidas em varios

hospitais e centros de salde da regido de Huambo.

Os objetivos especificos do estudo foram:

1. Determinar a prevaléncia da infecdo por rotavirus na populacdo acima
mencionada, durante o més de Junho de 2012;
2.  Proceder a caracterizacdo molecular das estirpes de rotavirus circulantes na

populacdo alvo e estimar a ocorréncia dos diferentes gendtipos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Populagéo do Estudo

Este estudo foi realizado em Angola, na provincia de Huambo (Figura 2.1), e
teve como populacéo alvo criancas de ambos os sexos, com idade inferior a cinco anos,
com gastroenterite aguda (i.e. com diarreia, definida por trés ou mais dejecdes liquidas
ou pastosas num periodo de 24 horas, e/ou vomitos). Estas criangas (a cumprir 0s
critérios de inclusdo mencionados anteriormente) foram atendidas em consultas
externas, de urgéncia, em Hospitais ou Centros de Salde da sua area de residéncia.

As amostras de fezes foram colhidas em Junho de 2012, durante o periodo de
época seca, “cacimbo”, que em Angola se estende de Maio a Agosto.

A recolha envolveu seis instituicdes de prestacdo de cuidados de saude situadas
em quatro municipios da Provincia de Huambo, designadamente Bailundo, Caala,
Huambo e Londuimbali. No municipio do Huambo os postos de colheita foram o
Centro de Saude Materno-Infantil da freguesia de Mineira e o Centro de Saude do
Casseque I1l; no municipio de Céala a colheita efetuou-se no Hospital Municipal de
Cadla e no Centro de Saude de Calenga; na cidade de Bailundo o procedimento
realizou-se no Hospital Municipal de Bailundo; e no municipio de Londuimbali a

recolha foi efetuada no Hospital Municipal de Alto-Hama (Figura 2.2).
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Figura 2.1. Mapa de Africa e de Angola com as respetivas Provincias. Adaptado de (21).
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Benguela

Figura 2.2. Mapa da Provincia de Huambo e dos respetivos Municipios. Assinaladas de 1 a 6 estdo as
instituices de salde inseridas no estudo. 1- Hospital de Alto Hama, 2- Hospital de Bailundo, 3-
Hospital de Cala, 4- Centro de Saide de Casseque Ill, 5 - Centro Materno Infantil de Mineira e 6-
Centro de Saude de Calenga. Adaptado a partir de (22).

2.2. Avaliacéo Clinica e Recolha de Dados

A avaliacdo e a triagem clinica das criancas foram realizadas pelo médico
assistente em consulta externa ou de urgéncia de acordo com a definicdo de cada caso
clinico. O Profissional de Saude foi responsavel por verificar se a crianca se enquadrava
na populacdo alvo do estudo e explicar os objetivos do mesmo ao responsavel legal/
acompanhante da crianca, de forma a posteriormente pedir a colaboragédo e autorizagéo
para a recolha de uma amostra de fezes e utilizacdo dos dados clinicos da crianga,
através de um formulario de consentimento informado (Anexo 6.1). A recolha de dados
efetuou-se através de um questionario (Anexo 6.2), preenchido pelo enfermeiro
responsavel em colaboracdo com o familiar da crianca e pelo técnico de laboratério que
realizou o teste rapido de identificagdo do agente estudado. O questionario é constituido
por questdes fechadas e dividido em trés seccdes como dados demograficos, histdria
clinica e resultados da analise laboratorial das amostras fecais. O questionario e o
formulario de consentimento informado foram aprovados pelas Comissdes de Etica do

Instituto de Higiene e Medicina Tropical e de Angola.
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2.3. Colheita e Armazenamento de Amostras Bioldgicas

A colheita de amostra de fezes foi realizada pelo enfermeiro, para um recipiente
estéril devidamente identificado de acordo com procedimentos pré-definidos. As
amostras foram mantidas de forma refrigerada (2°C - 4°C) até ser efetuado o teste rapido
de identificacdo de antigénios virais, subsequentemente foram guardadas a -20°C e
transportadas de forma refrigerada para o Instituto de Higiene e Medicina Tropical
(IHMT) em Lisboa, onde foram preservadas a -20°C até serem analisadas por métodos

moleculares.

2.4. Detecdo de Antigénios Virais

A detecgdo de antigénios de rotavirus, em amostras de fezes, foi realizada através
de testes rapidos imunocromatograficos qualitativos (Figura 2.3).

Foram utilizadas duas marcas diferentes de kit de ensaios, tendo em Angola sido
utilizado o teste rapido SD Bioline Rota/Adeno®, (Standard Diagnostics Inc., Coreia do
Sul), para dete¢do de RVA. Em Portugal, no IHMT, utilizou-se o teste rapido CerTest
Rotavirus-Adenovirus (CerTest, Espanha), para realizar testes de confirmacdo dos
resultados negativos e invalidos de acordo com o primeiro teste rapido efetuado em
Angola.

Os ensaios foram realizados segundo as indicacdes dos respetivos fabricantes,
utilizando-se cerca de 100 mg de cada amostra, recolhidas com o auxilio de uma ansa
ou de uma pipeta de Pasteur, aquando de uma amostra liquida.

Os testes usam anticorpos monoclonais contra rotavirus, imobilizados numa
zona definida da membrana de nitrocelulose, para captura de antigénios de rotavirus
(VP6 da capside) presentes na amostra de fezes. Estes, quando da aplicacdo da amostra,
reagem com anticorpos contra rotavirus conjugados com um corante presente no ponto
de aplicacdo. Os complexos antigénio-anticorpo corados migram por capilaridade até a
zona dos anticorpos de captura que, ao concentrarem aqueles complexos, dao origem a

formag&o de uma linha corada (84).
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Figura 2.3. Kit de teste rapido para a detecdo de antigénios de rotavirus (23).

2.5. Genotipagem de Rotavirus

A identificacdo dos gendtipos de rotavirus decorreu de acordo com o algoritmo
esquematizado na Figura 2.4. Resumidamente, no caso das amostras positivas para
rotavirus por teste rapido procedeu-se a extracdo de RNA, sintese de Acido
Desoxirribonucleico complementar (cDNA) a partir do RNA extraido (transcri¢do
reversa), amplificacdo por Polymerase Chain Reaction (PCR) de sequéncias dos genes
para VP4 e VP7 (genotipos P e G, respetivamente) usando primers genéricos numa
primeira reacdo, seguido de primers especificos de genotipo numa segunda reagdo
(hemi-nested PCR) e analise dos produtos de amplificacdo. Ainda, para confirmacao dos
resultados de genotipagem obtidos por este método e para genotipagem de estirpes nao
tipaveis (auséncia de bandas na segunda reacdo ou presenca de mdltiplas bandas)
procedeu-se a sequenciacdo do produto da primeira reacdo e analise das sequéncias
obtidas. O cDNA das amostras que deram origem a testes rapidos positivos mas que nao
geraram produtos na primeira reacdo de PCR foi usado para amplificacdo de sequéncias

do gene da proteina VP6.
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Figura 2.4. Fluxograma do procedimento usado na genotipagem de rotavirus. (+) Amplificacdo
Positiva e (-) Amplificacdo Negativa, resultado das PCR’s. As setas a tracejado representam algumas
amostras enviadas para sequencia¢do de forma a serem confirmados os gen6tipos determinados por
hemi- nested multinlex PCR.
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2.6. Extracédo de RNA

O RNA viral foi extraido a partir de uma suspensdo de aproximadamente 10%
de fezes (100pl de amostra liquida ou uma porcéo do tamanho de uma ervilha de uma
amostra sélida) em 1 mililitro (ml) de meio de cultura Minimum Essential Medium
(Gibco Life Technologies, Reino Unido).

Na extracdo de RNA usou-se o kit INSTANT Virus RNA (BIOMETRA, Analytik
Jena, Alemanha) seguindo o protocolo indicado para isolamento de RNA viral a partir
de fluidos do corpo sem células. Iniciou-se o protocolo com a adicdo de 450 ul de
solugédo de lise, com tiocianato de guanidina, a tubos de extracdo devidamente
identificados contendo 150 ul de amostra. De seguida, os conteidos dos tubos foram
homogeneizados e mantidos 15 minutos a temperatura ambiente, periodo durante o qual
foram submetidos quatro vezes a agitagdo com vortex. Nesta etapa, existe disrup¢do dos
viribes presentes na amostra, com protecdo do RNA viral da degradacdo pelas
ribonucleases (RNases). Os tubos foram rapidamente centrifugados e adicionada
solucdo de ligacdo RBS que proporciona as condigdes necessarias para a ligacdo do
RNA as colunas. Apds mistura com vortex, as amostras foram transferidas, por duas
vezes, para colunas (spin filters) adaptadas a tubos coletores devidamente identificados,
seguindo-se a cada transferéncia uma centrifugacdo a 10 000 forga g (x g), 1 minuto. A
remocao de contaminantes ligados inespecificamente a coluna foi realizada através da
lavagem das colunas, por adicdo de solucbes de lavagem com etanol. Este processo foi
realizado em duas fases, a primeira com adi¢do de 500 pl de uma solugdo com elevada
concentracéo de sal (solugédo HS) e a seguir com adicdo de 650 ul de uma solugdo com
baixa concentracdo de sal (solucdo LS), sequindo-se uma centrifugacdo a 10 000x g, 1
minuto. Para a remocao total do etanol os tubos foram submetidos a uma centrifugacao
de 16 000x g, 2 minutos. Por fim, as colunas s&o transferidas para tubos de eluicéo,
devidamente identificados, sendo a eluicdo efetuada com 60 ul de &gua sem RNases. Os
tubos permaneceram durante 2 minutos a temperatura ambiente e, posteriormente foram
centrifugados a 5000x g, 1 minuto. Este processo reduz a presencga de inibidores das
enzimas da Transcricdo Reversa - Reagdo em Cadeia da Polimerase - (RT-PCR) e

inativa irreversivelmente as RNases provenientes das amostras de fezes (51).
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O RNA eluido em 60 pl, foi distribuido por dois microtubos livres de RNases e
Desoxirribonucleases (DNases), em aliquotas de 27 ul e 33 pl de seguida armazenadas,
respetivamente, a -20 graus Celsius (°C) para serem utilizadas a curto prazo ou a -80°C

para uma conservacdo prolongada.

2.7. Transcricdo Reversa

A sintese de cDNA a partir do dsRNA viral, que servira de matriz (template) na
amplificacdo subsequente por PCR, foi realizada com o kit RevertAid Premium First
Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, EUA),
este possui uma enzima Transcriptase Reversa (RT) (200U/ul), um Tampdo de reagédo
RT (5x), uma mistura de trifosfatos de desoxirribonucleotideos (ANTPs) (10 milimolar
(mM)) e hexdmeros aleatorios (0,2 microgramas (pg)/ ul). A preparagdo da enzima
inclui um inibidor de RNases que protege o RNA da degradacéo.

O processo inicia-se com a adi¢do a cada aliquota de 27 pl de dsSRNA, extraido
anteriormente, de 2 ul da solucdo de hexameros aleatdrios, seguindo-se a desnaturagédo
dos acidos nucleicos a 97°C durante 5 minutos e arrefecimento em gelo durante, no
minimo, 2 minutos. A sintese de cDNA é efetuada com a adi¢do de uma mistura de 2 pl
da solucéo de dNTPs, 8 ul de tampdo de RT e 2 pl da enzima RT. A reacdo foi iniciada
com emparelhamento dos hexdmeros a 25°C, 10 minutos, seguido do passo de
transcricdo reversa a 50°C, 30 minutos, e inativacdo da enzima a 85°C, 5 minutos,
usando o termociclador iCycler (Bio-Rad, EUA). O cDNA transcrito foi posteriormente
armazenado a -20°C ou a -80°C.

2.8. Preparacao de primers

Os primers, oligonucle6tidos sintéticos iniciadores, utilizados para a
amplificacdo das regides codificantes das proteinas VP4, VP7 e VP6 de rotavirus, a
partir do RNA viral, por RT-PCR, estdo descritos nas tabelas 2.1, 2.2 e 2.3,
respetivamente. Nestas tabelas sdo indicadas as sequéncias oligonucleotidicas, a sua
localizagdo no genoma viral e tamanho esperado do amplicdo. Alguns primers
utilizados neste estudo, VP6-F, VP6-R, G9, G10, VP4-F, 1T-1D (P[8]), apresentam
degeneragdes (Y=T/C, R=G/A, N=A/T/C/G).
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Todos os primers foram sintetizados e purificados pela empresa STABvida
(Caparica, Portugal). A sua preparacdo, a partir do produto liofilizado, foi realizada em
camara de fluxo laminar. Cada um do primers foi hidratado com agua (H20) sem
nucleases, para uma concentracao final de 200 picomoles (pmol)/ul. Posteriormente, as
solucdes stock dos primers foram diluidas para soluc@es de trabalho a 20 pmol/ul, sendo

mantidas a -20°C.

2.9. Hemi-Nested Multiplex PCR

A genotipagem realizou-se por hemi-nested multiplex PCR a partir do cDNA
transcrito anteriormente (51). Este protocolo inclui a realizagdo de duas reagdes de PCR
sequenciais em que o produto da primeira reacdo é usado como molde na segunda
(nested). De forma que os rotavirus fossem classificados duplamente em relacdo aos
genotipos G e P, foi necessario amplificar em separado as sequéncias nucleotidicas que
codificam para as proteinas VP7 e VP4. Esta duplicacdo deve-se ao facto dos genes
codificantes destas proteinas estarem em segmentos gendmicos diferentes sendo
segregados de forma independente.

Na primeira PCR utiliza-se um par de primers externos especificos, designados
de forward (F) e reverse (R), para amplificar uma sequéncia parcial do gene de VP4,
nucleodtidos 132-795, ou uma sequéncia parcial do gene de VP7, nucledtidos 51-932.
Estes primers estdo descritos nas Tabelas 2.1 e 2.2.

Na segunda amplificacdo é utilizado o produto da 12 PCR, a que se junta um
primer externo da reacédo anterior (F ou R, respetivamente para VP4 e VP7), consoante
a sequéncia genética a amplificar, e uma mistura de primers internos especificos de
gendtipos individuais, que amplificam sequéncias de tamanho distinto e bem definido,
correspondentes aos principais gendétipos G ou P circulantes. Estes primers internos
possuem polaridade oposta ao primer externo utilizado (Figura 2.5).

Para a realizacdo da reacdo foi utilizado o kit DreamTaq DNA Polymerase
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, EUA), contendo a enzima
DreamTag DNA Polymerase (5U/ul), Tampdo DreamTag (10x), dNTPs (10mM),
MgCl2 (20mM) e H.O livre de nucleases. Tendo sido utilizada a mesma metodologia
para a amplificacdo das diferentes sequéncias, que permitem a identificagdo dos

gendtipos.
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Figura 2.5. Diagrama das posi¢des dos primers nas sequéncias codificantes de A) VP7 e B) VP4,
especificas para cada genétipo.

2.9.1. Amplificacdo por PCR

Na primeira PCR adicionou-se 2,5 ul de cDNA a uma mistura contendo 18,4 pl
H20 sem nucleases, 2,5ul de Tampao Taq (10x), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,5 pul dos
primers externos respetivos a sequéncia (VP4-F/VP4-R ou VP7-F/VVP7-R) (20 pmol/ul)
e 0,125 ul de Dream Taq Polimerase (SU/ul). A mistura de reagdo (volume total de 25
pl) foi homogeneizada com vortex, centrifugada brevemente e transferida para o
termociclador iCycler (Bio-Rad, EUA).

As condi¢des de amplificacdo consistiram num ciclo de desnaturacao inicial de 2
minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de amplificacdo compostos por desnaturacdo a
94°C 1 minuto, hibridacdo dos oligonucle6tidos 1 minuto a 50°C (ou 52°C no caso da
reacdo de amplificacdo da sequéncia parcial de VP7) e extensdo 1 minuto a 72°C. No
final realizou-se mais um ciclo de extens&o durante 7 minutos.

Os produtos amplificados resultantes das sequéncias parciais de VP4 e VP7
deverdo possuir um tamanho de 663 pb e 881pb, respetivamente. A analise destes foi
efetuada através eletroforese em gel de agarose.

Na segunda PCR o volume final da reacédo foi de 25 ul, sendo transferidos 1,0 pl
e 2,5 ul do produto da 1* de PCR das sequéncias de VP4 e VP7, respetivamente, para a
nova mistura de reacdo. A mistura de reacdo da 22 PCR difere da primeira

essencialmente no que respeita aos primers usados.
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Para a genotipagem do gene de VP4 adiciona-se 0,5 ul do primer externo VP4-F e 0,5
ul de cada um dos primers P[4], P[6], P[9], P[10], P[11] e 1,0 ul de P[8]. Na
genotipagem do gene de VP7 adiciona-se 0,5 ul do primer externo VP7-R ¢ 0,5 ul de
cada G1, G2, G3, G4, G8, G9, G10 e G12.

As condigdes de amplificagdo consistiram numa desnaturacdo de 4 minutos a
94°C, 30 ciclos de amplificagdo consistindo em 94°C 1 minuto, 45°C 2 minutos (ou a
42°C no caso da reacdo de amplificacdo da sequéncia parcial de VP7) e 72°C 1 minuto.
No final realizou-se um ciclo de extens&o 7 minutos a 72°C.

Os gendtipos P e G forem identificados através do padrdo eletroforético em gel
de agarose formado pelos diferentes fragmentos nucleotidicos amplificados descritos
nas Tabelas 2.1 e 2.2.

Tabela 2.1. Primers utilizados para a 12 e 22 reagdes de amplificacdo da regido codificante da
proteina VP4

Primers Sequéncia Tamanho do Localizacdo no-
produto fragmento genémico

Primers VP4-F 5"TATGCTCCAGTNAATTGG 3° nt 132-149
Externos ® VP4-R 5'ATTGCATTTCTTTCCATAATG 3° 663pD nt 775-795
2T-1 (P[4]) 5°CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC 3° 362pb nt 474-494
3T-1 (P[6]) 5 TGTTGATTAGTTGGATTCAA 3 146pb nt 259-278
17-1D (P[8]) 5 TCTACTGGRTTRACNTGC 3 224pb nt 339-356
Primers 4T-1 (P[9]) 5" TGAGACATGCAATTGGAC 3° 270pb nt 385-402
Internos * 5T-1 (P[10]) 5’ ATCATAGTTAGTAGTCGG 3 462pb nt 575-594
P[11] 5" GTAAACATCCAGAATGTG 3° 191pb nt 305-328

5 Simmonds MK et al., 2008 (85); * Iturriza Gémara et al., Clinical 2004 (86). nt = nucleétidos e pb =
pares de bases.
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Tabela 2.2. Primers utilizados para a 12 e 22 reacBes de amplificacdo da regido codificante da
proteina VP7

Tamanh
. . Localizagéo no
Primers Sequéncia odo o
fragmento gendmico
produto
Primers VP7-F 5°ATG TAT GGT ATT GAATAT ACCAC 3° nt51-71
Externos*
VP7-R 5AAC TTGCCACCATTTTTTCC3 881pb nt 914-932
aBT1 (G1) 5'CAA GTACTC AAATCAATGATGG 3 618pb nt 314-335
aCT2 (G2) 5"CAATGATAT TAACACATTTTCTGT G 3" 521pb nt 411-435
G3 5"ACG AACTCAACACGAGAGG3 682pb nt 250-269
ori aDT4 (G4) 5 CGT TTC TGG TGAGGAGTT G 3° 452pb nt 480-499
rimers
Internos* aAT8 (G8) 5°GTC ACACCATTT GTA AAT TCG 3° 754pb nt 178-198
G9 5°CTT GAT GTG ACT AYAAATAC 3’ 179pb nt 757-776
G10 5°ATG TCA GAC TAC ARATAC TGG 3° 266pb nt 666-687
G12 5°CCG ATG GAC GTAACGTTG TA 3 387pb nt 548-567

# Iturriza Gomara et al., 2004 (86); " Bamerjee I. et al., 2007 (87) nt = nucledtidos e pb = pares de
bases.

2.10. Amplificacdo por PCR da Sequéncia Nucleotidica Parcial de
VP6

A reacdo de PCR, realizada para detetar a presenca de acidos nucleicos de
rotavirus, baseia-se na amplificacdo de um fragmento de cDNA de 379 pb, usando
como matriz uma sequéncia nucleotidica do gene 6 (nucleétidos 747-1125), que
codifica parte da proteina VVP6 da cépside dos rotavirus do grupo A (Tabela 2.3).

A mistura de reacdo (volume total 25 pul) com concentragdes de tampao, dNTPs
e polimerase Taq idénticas as anteriormente descritas, contém 0,5 pl de cada um dos
primers VP6-F e VP6-R (20pmoles/ul), e 2,5 ul de cDNA. A reagdo processa-se com
uma desnaturacdo inicial de 2 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de amplificacdo
consistindo nos passos de 94°C, 1 minuto; 55°C, 1 minuto; 72°C, 1 minuto. No final
realiza-se mais um ciclo de extensdo 7 minutos a 72°C. A andlise do produto
amplificado foi feita por eletroforese em gel de agarose, esperando-se uma banda de
379 pb.
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Tabela 2.3. Primers utilizados para a amplificacdo da regido codificante da proteina VP6

. . Tamanho do Localizagdo no
Primers Sequéncia
produto genoma
Primers VP6-F 5" GACGGVGCRACTACATGGT 3° 379 o nt 747-766
- < < p
Especificos? VP6-R 5" GTCCAATTCATNCCTGGT G 3 nt 1106-1126

P lturriza Gémara et al., 2002 (70). nt = nucledtidos e pb = pares de bases.

2.11. Eletroforese em Gel de Agarose

A andlise dos produtos obtidos por PCR e hemi-nested multiplex PCR foi
realizada por eletroforese em gel de agarose, correndo paralelamente marcadores de
tamanhos moleculares (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, Massachusetts, EUA), seguida da observacédo do gel sob luz ultravioleta.

Foram utilizados géis de agarose (SIGMA, Missouri, EUA) a 2% em tampéao
Tris-Acetato-EDTA  (TAE 05X) (0,02 M  Tris-Acetato, 05 mM
Etilenodiaminatetracetato (EDTA) (pH 8,0) contendo brometo de etidio (0,5 pg/ml).

Em cada pogo aplicou-se 8 pl do produto de PCR misturados com 3 pl de
tampéo de aplicacéo (0,25% (p/v) de azul de bromofenol, 40% (p/v) sacarose). Usando
TAE (0,5x) como eletrolito, a eletroforese decorreu a uma voltagem constante de cerca
de 80 volts, 3 a 4 horas. No final procedeu-se a observacao do gel sob luz ultravioleta, e

a captura de imagem com o equipamento Gel-Doc XR da Bio-Rad (Califérnia, EUA).

2.12. Sequenciacéo de Produtos de PCR e Anélise das Sequéncias

A purificacdo e sequenciagcdo do DNA amplificado na primeira reacdo de PCR
foi realizada pela empresa STABvida (Caparica, Portugal). Na sequenciacdo dos
fragmentos dos genes que codificam para VP4 e VP7 usaram-se os primers VP4-F e
VP7-R, respetivamente. O método usado baseou-se na técnica de terminacdo de cadeias
com didesoxirribonucledtidos, descrito originalmente por Sanger et al., 1977, incluido
num protocolo de sequenciacdo automatica. Os cromatogramas correspondentes as
diferentes reacGes de sequenciacdo foram analisados e as sequéncias nucleotidicas
correspondentes corrigidas manualmente através do programa BioEdit Sequence

Alignment Editor (www.mbio.ncsu.edu/biEdit/bioedit.html).
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Recorrendo ao programa Nucleotide Basic Local Alignment and Search Tool (BLAST)
(site:www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), as sequéncias editadas resultantes foram sujeitas a
uma pesquisa de homologia com sequéncias depositadas na base de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) e determinado o gendtipo viral mais
provavel das sequéncias de rotavirus em estudo através da percentagem de semelhanca
com as sequéncias das bases de dados de genotipos conhecidos.

Para confirmar os resultados de genotipagem obtidos por pesquisa de
homologias e afericdo de relacdes filogenéticas entre as sequéncias nucleotidicas dos
rotavirus estudados com as sequéncias de rotavirus de bases de dados internacionais,
foram construidas arvores filogenéticas para os genes VP4 e VP7. Para tal, as
sequéncias nucleotidicas obtidas foram alinhadas com sequéncias de referéncia para os
diferentes genotipos de RVA e com sequéncias de rotavirus circulantes em paises
vizinhos, disponiveis na base de dados GenBank usando o programa ClustalW a partir
do programa BioEdit Sequence Alignment Editor. O alinhamento multiplo editado foi
usado na construcdo de arvores filogenéticas produzidas e visualizadas através do
software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA), versédo 5.0 (79), usando o
método de Neighbor-Joining, (NEIGHBOR, Phylip Package v.3.68) e o modelo de 2
pardmetros de Kimura. A robustez da inferéncia filogenética decorreu da analise de
bootstrap de 1000 replicados.

2.13. Analise Estatistica

Os dados epidemioldgicos foram analisados com recurso ao programa SPSS,
versdo 21.0 (SPSS, Chicago, USA). A andlise e comparacdo das variaveis foi efetuada
com recurso aos testes Qui-quadrado, T-test e o teste exato de Fisher tendo sido
considerado o limite de significancia estatistica de 5% (p <0,05).

O célculo da escala de gravidade dos episédios de diarreia teve por base o
sistema de pontuacdo de 20 pontos como descrito em Nakagomi et al. (41). A
pontuacéo foi atribuida segundo a duracdo da diarreia, em dias: < 2 = 1 ponto, 2-4 = 2
pontos, >4 = 3 pontos; nimero de episddios de diarreia, em 24h: 3 = 1 ponto, 4-5 = 2
pontos, >5 = 3 pontos; duragdo dos vomitos, em dias: 1-2 = 2 pontos, > 3 = 3 pontos;
numero de episddios, em 24h: 1 = 1 ponto, 2 = 2 pontos, > 3 = 3 pontos; desidratagao:

auséncia = 0 pontos, clinicamente significativo = 2 pontos; febre: <37,6 °C = 0 pontos,
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37,6 °C-38,6 °C = 2 pontos, > 38,6 °C = 3 pontos; nivel de atividade: normal = 0 pontos,
reduzida = 3 pontos. Os indicadores de malnutri¢do foram calculados com o auxilio do
programa WHO Anthro, disponibilizado no site da OMS, com base nas caracteristicas
antropomeétricas, como a idade, o peso e a altura das criancas inquiridas.

Tendo sido avaliado o estado de subnutricdo através do peso em relagdo a idade,
o0 estado de malnutri¢do cronica pela altura em relacéo a idade e o estado de malnutri¢éo
aguda de acordo com o peso em relacdo a altura. Segundo os critérios da OMS, as
criancas sdo consideradas malnutridas se o valor de Z-scores < -2 desvio padrdo
(standard deviations - SD) em relagdo aos valores considerados normais, e gravemente

malnutridas se o valor de Z-scores < -3 desvio padrdo em relagdo ao normal.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacdo Demografica e Clinica da Populacao
Estudada

No estudo da infecdo por rotavirus na regido de Huambo foram incluidas e
inquiridas 246 criancas com sintomas caracteristicos de gastroenterite aguda de 6
instituicdes de saude (Tabela 3.1). A todas as criangas que participaram no estudo foi
realizado um inquérito demogréfico e clinico (Anexo 6.2). No entanto, dos 246
inquéritos realizados sO se conseguiu ter acesso a 95, correspondendo a 38,6% da

amostragem.

Tabela 3.1. Distribuicdo das criangas inquiridas por instituicdo de satde na regido do
Huambo, Angola (2012).

Instituicdo de Satde Namero de Criangas (n° inquéritos disponiveis)

Hospital Municipal de Alto-Hama 26 (12)
Hospital Municipal de Bailundo 43 (18)
Hospital Municipal de Caala 100 (34)
Centro de Saude de Casseque 111 11 (11)
Centro de Salide Materno Infantil de Mineira 57 (11)
Centro de Saude de Calenga 9 (9)

Total 246 (95)

Em termos demograficos, 62,1% (59/95) das criancas vivia em areas rurais e
37,9% (36/95) morava no meio urbano. A percentagem de rapazes inquiridos foi
superior a de raparigas (60% e 40%, respetivamente). A idade média da amostragem €
de 9 meses, variando entre 1 més e 27 meses, sendo que a maior prevaléncia de
gastroenterite foi observada em criancas na faixa etaria dos 7-12 meses (47,4%) e
somente 18,9% possuia mais de 12 meses (Tabela 3.2). Em relacdo a alimentacéo,
verificou-se que 88,1% das criancas eram alimentadas por amamentagdo conjuntamente
com outro tipo de alimentos, sendo que a percentagem de criangas exclusivamente

amamentadas era de 11,9% e apenas 5,3% ndo estava a ser amamentada (Tabela 3.3).

45



Tabela 3.2. Caracteristicas demograficas da populagéo alvo e relagdo com a infe¢do por rotavirus

no Huambo, Angola (2012).

N° de Criangas Rotavirus + Rotavirus —
Variaveis Categorias Valor_p @
(n=95), n (%) (n=49),n (%) | (n=46), n (%)
Género Masculino 57 (60,0) 29 (50,9) 28 (49,1)
0,867
Feminino 38 (40,0) 20 (52,6) 18 (47,4)
0-6 32 (33,7) 19 (59,4) 13 (40,6)
Idade (meses) 7-12 45 (47,4) 23 (51,1) 22 (48,9)
0,560
13-24 16 (16,8) 6 (37,5) 10 (62,5)
>24 2(2,1) 1(50,0) 1 (50,0)
Local de Urbano 36 (37,9) 14 (38,9) 22 (61,1)
residéncia 0,053
Rural 59 (62,1) 35 (59,3) 24 (40,7)

3 Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado para o cruzamento de dados e para determinar o valor significancia

dos mesmos.

Tabela 3.3. Caracteristicas da alimentacdo da populagéo alvo e relacdo com a infecdo por rotavirus no

Huambo, Angola (2012).

N° de Criancas | Rotavirus + | Rotavirus—
Variaveis Categorias Valor_p @
n (%) n (%) n (%)
A crianca esté a ser Sim 89 (94,7) 46 (51,7) 43 (48,3)
amamentada?
(n=94) " Néo 5(53) 2 (40,0) 3(60,0) 0,674
Amamentacéao +
Outros Alimentos
Se SIM, durante a 74 (88,1) 37 (50,0) 37 (50,0)
amamentacdo comeu 0,739
outros alimentos?
Amamentacgéo
(n=84)© Exclusiva 10(11,9) 4(40.0) 6(600)

4 Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para determinar o valor de

significancia dos mesmos.

b) Para uma crianga ndo se esclareceu se estava a ser a amamentada.
° Em 5 criangas ndo se esclareceu se estavam a ser exclusivamente amamentadas ou se ingeriam outros alimentos.

46



As criangas apresentavam um quadro clinico considerdvel, sendo que 94,7%
tinha diarreia, com duracdo e frequéncia médias de 3,9 dias e 3,7 episodios em 24h,
respetivamente, e 81,5% tinha vomitos com duracao e frequéncia médias de 2,8 dias e
2,8 episodios por dia, respetivamente (Tabelas 3.4 e 3.5). Uma percentagem
significativa das criancas (75,0%) manifestou diarreia e vomitos. No entanto, s6 9,9%
das mesmas apresentou uma temperatura axial igual ou superior a 37,6 °C (Tabela 3.4).
Relativamente ao estado de desidratacdo das 85 criancas avaliadas, observou-se que
43,5% ndo apresentava qualquer caracteristica de desidratacdo, em 30,1% identificou-se
uma desidratacdo ligeira, em 25,3% moderada e em 2,4% um indice de desidratagdo
grave (Tabela 3.4). O estado de atividade das criangcas também foi analisado como
“Normal” ou “Reduzido”, tendo sido considerado “Normal” em 63,1% e como

“Reduzido” em 36,9% dos casos (Tabela 3.4).

Tabela 3.4. Caracteristicas clinicas da populagdo com gastroenterite aguda e relagdo com a infegdo
por rotavirus no Huambo, Angola (2012).

N° Criangas Rotavirus + Rotavirus —
Caracteristicas Clinicas Valor_p
n (%) (n=49), n (%) (n=46) n (%)
<37,6°C 73(90,0 39 (79,6 34 (73,9
Temperatura (%00) (79.6) (739)
Axial (n=81) 02909
>37,6°C 8(9,9) 6 (12,2) 2(4,3)
Diarreia Sim 90 (94,7) 44 (89,8) 46 (100,0)
0,057 3
(n=95) Néo 5(5,3) 5(10,2) 0(0,0)
Vémitos Sim 75 (81,5) 44 (89,8) 31 (67,4)
0,002 2
(n=92) Néo 17 (18,5) 3(6,1) 14 (30,4)
Desidratacéo Sim 48 (56,5) 27 (55,1) 21 (45,7)
0,234 9
(n=85) Néo 37 (43,5) 16 (32,7) 21 (45,7)
Atividade Normal 53 (63,1) 22 (44,9) 31 (67,4)
0,143
(n=84) Reduzida 31(36,9) 18 (36,7) 13 (28,3)

4 Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para 0 cruzamento de dados e para determinar o valor de
significancia dos mesmos.

b Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado para o cruzamento de dados e para determinar o valor de
significancia dos mesmos.
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Tabela 3.5. Duragdo e frequéncia médias das caracteristicas clinicas da populagdo alvo e
relagdo com a infecdo por rotavirus no Huambo, Angola (2012).

Caracteristicas Clinicas Médig o7 Rotavirus + Rotavirus — Valor_p
Criangas
Temperatura Axial >37°C
Duragdo média (dias) 2,3 2,6 2,1 0,281
Diarreia
Duragdo média (dias) 3,9 4,2 3,6 0,305
N° de vezes/ 24h (média) 3,7 3,7 3,6 0,677
VVomitos
Duragdo média (dias) 2,8 2,8 2,7 0,647
N° de vezes/ 24h (média) 2,8 3,1 2,4 0,042

a) Foi utilizado o teste estatistico T-Student para comparar valores médios e para determinar o valor de significancia
dos mesmos.

Tabela 3.6. Pontuagdo média da gravidade dos sintomas clinicos na populagdo alvo em
relacdo a idade e a infecéo por rotavirus no Huambo, Angola (2012).

~ b)
Variaveis Categorias Pontuagdo ,Nfalkagoml Valor_p @
(média)
< 6 meses 12,86
Idade 7 — 12 meses 11,95 0,723
> 12 meses 11,88
Positivo 12,20
Rotavirus 0,926
Negativo 12,29

3 Foi utilizado o teste estatistico T-Student para comparar valores médios e para determinar o valor de significancia
dos mesmos.
b) Segundo a escala de 20 pontos de Nakagomi (41), descrita nos Materiais e Métodos.
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Ao avaliar-se a relacdo entre a gravidade dos sintomas e a idade das criangas
incluidas no estudo, as criangas com idade igual ou inferior a 6 meses apresentavam
uma gravidade média dos sintomas mais elevada (12,86 pontos, p= 0,736), quando
comparadas com outras faixas etarias, mas estes resultados ndo sdo estatisticamente
significativos pois sé foi possivel calcular a pontuacdo de gravidade dos sintomas para
42 criangas (Tabela 3.6).

Efetuou-se uma avaliacdo do estado nutricional das criangas e constatou-se que a
maioria (69,3%) apresentava peso normal para a idade, mas 20,2% tinha peso baixo em
relacdo a idade (Z < -2 SD) e 10,7% mostrava um estado de subnutricdo grave (Z < -3
SD) (Tabela 3.7). Encontrou-se também que 50,7% tinha estatura normal para a idade,
mas 21,3% possuia estatura baixa para a idade (Z < -2 SD) e 28,0% apresentava um
indice de malnutricdo cronica (Z < -3 SD). Os valores de malnutricdo cronica
provavelmente devem-se a um defice nutritivo continuo que condicionou o crescimento
normal destas criancas. Quando comparado o peso das criangas relativamente a altura,
verificou-se que 84,0% possuia um peso normal, somente 4,0% possuia peso baixo e
um estado de malnutricdo aguda moderada (Z < -2 SD), sendo que 12,0% apresentavam
um indice de malnutricdo aguda grave (Tabela 3.7). Em relagdo a idade observou-se que
os indices de malnutricdo sdo mais prevalentes em criancas com idade inferior a 12

meses (dados nédo apresentados).
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Tabela 3.7. Indicadores de malnutrigéo e relacdo com a infegdo por rotavirus em criangas
< 5 anos do Huambo, Angola (2012).

o i i —
Indicadores de N® Criangas Rotavirus + Rotavirus 2
Malnutricio Z-score (n=41), n (%) Valor_p
(n=75), n (%) ' (n=34), n (%)
52 (69,3) 29 (55,8) 23 (44,2)
Z>-2SD
-3SD<Z<-2SD 15 (20,0) 9 (60,0) 6 (40,0)
Peso vs Idade 0,563
Z<-3SD
8 (10,7) 3 (37,5) 5 (62,5)
38 (50,7) 20 (52,6) 18 (47,4)
Z>-2SD
-3SD<Z<-2SD 16 (21,3) 10 (62,5) 6 (37.4)
Altura vs Idade 0,777
Z<-3SD
21 (28,0) 11 (52,3) 10 (47,6)
63 (84,0) 33 (52,4) 30 (47,6)
Z>-2SD
-3SD<Z<-2SD 3 (4,0) 2 (66,6) 1(33,3)
Peso vs Altura 0,660
Z<-3SD
9 (12,0 6 (66,6) 3(33,3)

3 Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado para o cruzamento de dados e para determinar o valor significancia
dos mesmos.
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3.2. Prevaléncia da Infecdo por Rotavirus

A pesquisa de antigénios de rotavirus, nas 246 amostras de fezes colhidas, foi
realizada em Angola através de um teste rapido imunocromatografico. Em Portugal,
efetuaram-se testes confirmatorios de uma série de amostras com resultados negativos
(n=44) e invalidos (n=2) provenientes de Angola. A repeticdo dos testes confirmou os
resultados negativos e os 2 resultados invalidos deram origem a resultados negativos.
Assim, de entre as 246 amostras foram identificadas 92 positivas para rotavirus e 154
negativas, resultando numa prevaléncia media de 37,4% da infecdo por rotavirus entre
as amostras colhidas nos concelhos incluidos no estudo. As prevaléncias variaram entre
um valor maximo de 72,7% observado entre as amostras colhidas no Centro de Saude
de Casseque Il e um valor minimo de 21,0% no Centro de Saude da Mineira (Figura
3.1).
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Hama (m=43) (n=100) II(n= ®=57) @=9)
(n=26) 11)

Prevaléncia (%0)

Figura 3.1. Distribuicdo da prevaléncia da infecdo por rotavirus de acordo com os locais de colheita
de amostras em Huambo, Angola (2012).
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3.3. Caracterizacdo Epidemioldgica da Infecdo por Rotavirus

Dos 95 inqueéritos analisados, 49 correspondiam a criancas infetadas com
rotavirus, diagnosticadas por teste rapido imunocromatografico, e 46 a criangas com
gastroenterite devida a outro agente etioldgico ndo identificado.

O numero de casos de gastroenterite observado foi maior entre os rapazes
(60,0%), mas a infecdo por rotavirus afetou igualmente os dois géneros (Tabela 3.2). A
infecdo por rotavirus foi encontrada em todos os grupos etarios, ainda que com
frequéncias diferentes. Assim, verificou-se ser mais comum em criangas com <6 Meses,
mas a diferenca ndo tem significado estatistico (59,4%, p= 0,560). Por outro lado, as
criancas residentes em areas rurais tinham maior probabilidade de ter GEA (62,1%) e de
esta ser causada por rotavirus (59,3%, p= 0,053) que as criangas que vivem na cidade
(Tabela 3.2). Em relacdo a alimentacéo, a prevaléncia de rotavirus é semelhante entre o
grupo de criancas exclusivamente amamentadas e as que ndo eram amamentadas.

Clinicamente, 89,8% das criancas infetadas com rotavirus tinha vomitos e
verificou-se que estas tinham maior probabilidade de ter vomitos, quando comparadas
com criangas infetadas por outro agente (67,4%, p=0,002), e com uma maior frequéncia
de episddios (3,1x/dia vs. 2,4x/dia, p= 0,042) (Tabelas 3.4 e 3.5). Observou-se ainda
que cinco (10,2%) das criancas infetadas com rotavirus tinham vomitos mas ndo
diarreia (Tabela 3.4). Ainda que em numero reduzido (n=5), registou-se uma maior
percentagem de criancgas infetadas com rotavirus com uma temperatura axial >37,6 °C,
comparativamente com as criangas com diarreia de outra etiologia (10,2% vs. 4,3%, p=
0,033). Apesar da diferenca ndo ser estatisticamente significativa (p= 0,234), 55,1% das
criancas infetadas com rotavirus possuia desidratacdo e 36,7% niveis de atividade
reduzida (Tabela 3.4). Quando se considera a escala de Nakagomi, constata-se que a
gravidade dos sintomas é independente do tipo de infecdo, mas estes resultados podem
ndo ser significativos por abrangerem uma pequena parte da amostragem (Tabela 3.6).
Igualmente, a comparacdo dos indices de malnutricdo com a infe¢do por rotavirus nao

originou qualquer correlacdo significativa (Tabela 3.7).
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3.4. Genotipos de rotavirus determinados por hemi-nested
multiplex PCR

Para as 92 amostras de fezes positivas para rotavirus por teste rapido procedeu-
se a extracdo do RNA, retrotranscricdo do mesmo para cDNA e determinacdo dos
genotipos G (gene de VP7) e P (gene de VP4) atraveés de um ensaio de hemi-nested
multiplex PCR e andlise do produto de amplificacdo por eletroforese em gel de agarose.
No anexo 3 estdo descritos, para as amostras individuais, os resultados obtidos na 12 e 22
reacdo da hemi-nested multiplex PCR com base no tamanho dos fragmentos
amplificados.

3.4.1. Genotipos G

Na 12 reacdo de amplificacdo da sequéncia nucleotidica parcial do gene de VP7,
em 90 amostras conseguiu-se visualizar um produto com uma mobilidade eletroforética
compativel com o fragmento esperado de ~880 pb. N&o se observou produto de
amplificagdo para as amostras 8 e 28. Este facto pode refletir uma quantidade baixa de
RNA viral, por exemplo devido a degradacdo, ou estirpes virais geneticamente
divergentes em que ndo é possivel a hibridacdo dos primers usados.

Na 22 reacdo de PCR, em 89 amostras obtiveram-se produtos de amplificacdo
(Figura 3.2). No entanto, em apenas 86 estes produtos possuiam dimensdes
correspondentes a genotipos especificos (Tabela 2.2, Capitulo 2- Materiais e Métodos).
Assim, as amostras 4, 5 e 28, para as quais ndo se conseguiu obter banda com tamanho
correspondente a um gendtipo, foram consideradas ndo tipaveis (Gnt). Por outro lado,
para as amostras 33, 39, 45, 71, 85 e 89 obtiveram-se 2 ou 3 bandas correspondentes a
varios genétipos G que podem sugerir infecdes por multiplos genétipos (Gmix) (Anexo
6.3). Para além destas bandas, na maioria das amostras, surge um par de bandas
adicionais, a maior das quais com tamanho compativel com o produto da 12 reacdo de
PCR e a outra com 750-780 pb devendo resultar de amplificacdo inespecifica,
eventualmente por hibridagéo inespecifica do primer de G8 (Figura 3.2).
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A Figura 3.2 mostra em trés imagens (A, B e C) fotografias do padrdo de
mobilidade eletroforética dos produtos da 22 reacdo de PCR. Cada imagem inclui 4/5

geéis e em cada gel esta incluido um marcador de tamanhos moleculares, produtos de 7
ou 8 amostras e um controlo negativo.
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Figura 3.2. Padréo eletroforético dos produtos da 22 reacdo de hemi-nested multiplex PCR, em 3
imagens A, B e C, para identificar os genotipos G de rotavirus a partir da amplificagdo do fragmento
gendmico codificador da VP7. A) Amostras de 1 a 34 (17 e 20 surgem no ultimo gel); B) Amostras de
35 a 62; C) Amostras de 63 a 92, 17 e 20. M = Marcador de tamanhos moleculares GeneRuler 100 bp

Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific; B = Controlo negativo.

A analise dos géis revelou para 79,4% dos produtos a presenca de uma banda
compativel com um fragmento de 618 pb especifico do genétipo G1. Também foram
identificados produtos com tamanhos correspondentes aos gendtipos G2, G4, G9 e G12
em percentagens entre 1,0% e 5,0% (Figura 3.3). Algumas amostras (n=6, 7%) deram
origem a um padrdo compativel com a presenca de multiplos genétipos G (G1/G2/G12,
G1/G3/G12, G1/G2 e G2/12, Gmix) e em 3,3% (n=3) ndo foi possivel determinar o
genotipo (Gnt).

2% Gl

1% G2
u G4
uGo
G112
HGnt

G mix

Figura 3.3. Representacdo grafica da prevaléncia dos genétipos G de rotavirus identificados por hemi-
nested multiplex PCR, em criangas <5 anos do Huambo, Angola (2012).
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3.4.2. Gendtipos P

Na 12 reacdo de amplificacdo da sequéncia nucleotidica parcial do gene de VP4,
para 87 amostras obteve-se um produto com mobilidade eletroforética compativel com
0 tamanho esperado de 663 pb. Em cinco amostras 8, 18, 21, 36 e 43 n&o se observou
produto de amplificagéo, provavelmente devido a quantidade insuficiente de RNA viral
na amostra, uma vez que todas as amostras deram origem a produtos na 22 reacdo de
PCR.

Quando da comparacdo do tamanho dos produtos obtidos na 22 reacdo de PCR
com as dimensdes dos amplicdes especificos dos diferentes gendtipos P (Tabela 2.1,
Capitulo 2- Materiais e Métodos), apenas em 74 amostras (80,4%) foi possivel
estabelecer correspondéncia. De entre estas, para 49 obtiveram-se bandas compativeis
com a presenca de 2 ou mais genotipos P diferentes (e.g. P[4]/P[6], P[4]/P[8], P[6]/P[8],
P[8]/P[9], P[8]/P[10], P[6]/P[10], P[6]/P[8]/P[11] ) (Anexo 6.3). Em 18 amostras 8, 9,
36, 39, 47, 58, 59, 60, 61, 64, 66, 76, 83, 84, 85, 86, 88 e 90 ndo se conseguiu identificar
bandas com tamanho correspondente a um genétipo

A Figura 3.4 mostra em trés imagens (A, B e C) as fotografias obtidas da
migracdo dos produtos de genotipagem P. Cada imagem inclui 4/5 géis e em cada gel
estdo incluidos um marcador de tamanhos moleculares, produtos de 7 ou 8 amostras e

um controlo negativo.
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Figura 3.4. Padrdo eletroforético dos produtos da 22 reacdo hemi-nested multiplex PCR, em 3
imagens A, B e C, para identificar os gendtipos P a partir da amplificacdo do fragmento genémico
codificador da VP4. A) Amostras 1 a 34 (17 e 20 aparecem no Gltimo gel); B) Amostras 35 a 62; C)
Amostras 63 a 92, 17 e 20. M = Marcador do tamanho molecular GeneRuler 100 bp Plus DNA
Ladder, Thermo Fisher Scientific; B = Controlo Negativo.
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Uma caracteristica geral do padrdo eletroforético obtido quando da determinagéo
do genotipo P das mostras estudadas é a multiplicidade e heterogeneidade de bandas
observadas. Na maioria das amostras, para além de uma primeira banda com um
tamanho aproximado de 660 pb, correspondendo provavelmente ao produto da 12
reacdo, sdo observadas vérias outras bandas sem correspondéncia de tamanho com um
genotipo P resultantes de amplificacdo inespecifica e que impossibilitam a genotipagem.
A analise dos géis revelou em 21,7% das amostras um produto com tamanho
aproximado de 224 pb, caracteristico do gendétipo P[8]. Também foram identificados os
genotipos P[6] e P[4], em 2,0% e 3,0% das amostras, respetivamente. Uma percentagem
muito expressiva das amostras, 53,3%, apresentaram bandas correspondentes a varios
gendtipos P (Pmix) e em 19,6% ndo foi identificado o gendtipo (Pnt) (Figura 3.5).

uP[4]
u P[6]
=P8

uP nt

B P mix

Figura 3.5. Representacdo grafica da prevaléncia dos gendtipos P de rotavirus identificados por hemi-
nested multiplex PCR, em criangas <5 anos de Huambo, Angola (2012).

58



3.4.3. Combinacdes de genotipos G e P

As combinacdes de gendtipos G e P revelaram a presenca de 3 combinacdes

diferentes de genotipos individuais. A combinagdo mais prevalente é G1P[8]

correspondendo a 19,6% das amostras, seguida de G2P[4] e G1P[6] cada uma em 2,2%

(Tabela 3.8). Em 42,4% das amostras, G1 surge associado a varios gendtipos P (Pmix) e

estd associado a genotipos nao identificados (Pnt) em 15,2%. Para 22,9% das amostras,

0 ensaio usado ndo permitiu identificar um dos genotipos.

Tabela 3.8. Combinagfes de genotipos G/P de rotavirus, identificados por hemi-nested
multiplex PCR, circulantes em Huambo, Angola (2012).

Genétipos (%) Gl G2 G4 | G9 | G2 | Gmix | Gnt Total
P[4] _ 22 | | | __ |ran | | 3@3
P[6] 2(22) _ I B R | 22
P[8] 18(195) | _ o 1@y [1@y | 20@Le)
Pmix 40434) | 111 |1@D | __ | 3@B3) | 22 |22 | 49533
Pnt 13(141) | _ 2@ | 1@y | 22 | __ | 18(196)
Total 73(79.2) | 3(33) |1(11) [2(22) | 444 | 6(65) | 3(33) | 92(100,0)
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3.5. Detecao do gene de VP6

A auséncia de amplificacdo de fragmentos gendmicos de rotavirus com o0s
primers de consenso largamente usados na 1% reacdo de PCR podera ser devida a
reduzida quantidade de RNA viral matriz presente na amostra, a degradacdo durante o
processamento ou ainda devido a diferengas entre as sequéncias dos primers usados e as
correspondentes sequéncias virais alvo. Para se confirmar a presenca de genoma de
rotavirus nas amostras 8, 18, 21, 28, 36 e 43, para as quais ndo se conseguiu produto de
amplificacdo na 12 reacdo de PCR do fragmento gendmico parcial do gene da VVP7 ou da
VP4, procedeu-se a amplificacdo por PCR da sequéncia nucleotidica parcial do gene de
VP6 (nucledtidos 747-1126). Conseguiu-se amplificar um fragmento de tamanho
aproximado de 379 pb em todas as amostras exceto para a amostra 8 (dados nédo
apresentados). Assim, a auséncia de produto de amplificacdo nestas amostras para 0s
genes de VP4 ou de VVP7 devera ser devido a alteragBes genéticas no local de hibridacao
de um dos primers usados. E possivel que a banda muito fraca, correspondente a um
tamanho aproximado de 618 pb, identificativa do gendtipo G1 na amostra 8, apds a 22
reacdo para o gene de VP7, se deva a contaminacdo com outros produtos de

amplificagéo.

3.6. ldentificacdo de Gendtipos através da Analise de Sequéncias
Nucleotidicas

Face ao padrdo complexo de bandas resultante da analise dos produtos de hemi-
nested multiplex PCR para genotipagem dos rotavirus em estudo, designadamente no
que respeita ao gene de VP4, decidiu-se proceder a genotipagem por sequenciacao e
analise de sequéncias nucleotidicas obtidas para as amostras de rotavirus i) ndo tipaveis
(Gnt=3; Pnt=18), ii) com produtos correspondentes a multiplos gendtipos (Gmix=6,
Pmix=30), iii) com genotipos pouco comuns (n=2 G9, n=4 G12, n=2 P[6]) e ainda iv)
amostras aleatdrias para confirmacdo dos resultados de hemi-nested multiplex PCR
(n=27 para G, n=5 para P). Embora 49 amostras de rotavirus possuissem padrdo de
maltiplos gendtipos foram selecionados apenas 30 para sequenciacdo, 11
correspondentes a padrdes Pmix mais comuns (3/8 P[6]/P[8]; 3/14 P[8]/P[9]; 4/6
P[8]/P[10] e 1/2 P[4]/P[8]) e 19 dos restantes.
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O produto da 12 reacdo de PCR usado na sequenciacdo nédo foi obtido para 3 das 18
amostras ndo tipaveis para P (amostras 8, 36, 83) e 1 das 6 com mdltiplas bandas para G
(amostras 45). Assim, no total foram sequenciados genes de 53 amostras de rotavirus,
ambos os genes em 38, 0 gene de VP4 em 12 e 0 gene de VP7 em 3.

As sequéncias obtidas foram editadas e submetidas a uma pesquisa de
homologia com sequéncias disponiveis na base de dados do NCBI, usando a ferramenta
Nucleotide BLAST. A identificacdo do gendtipo fez-se através da correspondéncia com
sequéncias de genotipo conhecido com identidade de sequéncias >98% em toda a
extensdo da sequéncia questionada (Anexo 4). Relativamente as 3 amostras Gnt, duas
foram identificadas como G1 e uma como G12, enquanto para as cinco Gmix, duas
eram G1, duas G2 e uma G12. Curiosamente, 4 estirpes identificadas como G12 por
hemi-nested multiplex PCR revelaram-se G8 por BLAST e 1 G4 por hemi-nested
multiplex PCR foi identificada como G12 por BLAST. Os restantes genotipos G
previamente atribuidos por hemi-nested multiplex PCR foram todos confirmados por
BLAST. Das 15 amostras sem genotipo P (Pnt), 14 foram identificadas como P[6] e 1
como P[8]. As amostras de rotavirus com um padrao P[6]/P[8] foram todas identificadas
como P[6] e as amostras P[4]/P[8], P[8]/P[9] ou P[8]/P[10] como P[8]. Nem todas as
amostras com estes padrdes foram sequenciadas. No entanto, ainda que podendo
incorrer em erro, os resultados das amostras selecionadas foram transpostos para as que
tinham padrGes eletroforéticos semelhantes. Das 19 amostras com outros padrdes de
maultiplos gendtipos P, 17 foram identificadas como P[6] e 2 como P[4]. No total, a
pesquisa BLAST permitiu que das 49 amostras identificadas com multiplos gendtipos P
por hemi-nested multiplex PCR, 25 fossem genotipadas como P[6], 22 como P[8] e 2
como P[4].

Para confirmar os resultados de genotipagem obtidos através da pesquisa
BLAST e ainda para estabelecer relacGes filogenéticas entre os rotavirus analisados e
destes com outros rotavirus com sequéncias depositadas nas bases de dados,
designadamente estirpes de referéncia ou provenientes de localizacdo geogréfica
proxima, procedeu-se a construcao de arvores filogenéticas para a sequéncia parcial dos
genes codificadores de VP7 (Fig. 3.6-A) e de VP4 (Fig. 3.6-B). Nos alinhamentos
foram usadas 39 sequéncias nucleotidicas de VP7 (nt 51-932) e 44 de VP4 (nt 132-795).
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As restantes sequéncias (duas e seis, respetivamente para VP7 e VP4) tinham um
comprimento mais curto e a sua utilizacdo gerava perda de informagdo na construgéo
das arvores, pelo que ndo foram incluidas na andlise. As estirpes de referéncia usadas
sdo representativas dos gendtipos com maior prevaléncia global (G1, G2, G3, G4, G9,
P[4], P[8] ou ainda identificados nas amostras estudadas (G8, G10, G12, P[6], P[9],
P[10] e P[11]) e abrangem as principais linhagens descritas dentro de cada genotipo.

Globalmente, a analise das duas arvores revela um elevado grau de inferéncia
filogenética, havendo uma separacao distinta dos grupos de sequéncias pertencentes a
diferentes genotipos, com os diferentes agrupamentos suportados por valores de
bootstrap elevados, designadamente 99% para a maioria dos gendtipos (Figura 3.6).
Todos os genotipos atribuidos com base na pesquisa BLAST foram confirmados por
inferéncia filogenética. Também, de um modo geral, as amostras estudadas nao
apresentam ramos horizontais ou estes sdo muito curtos, indicando um grau reduzido de
divergéncia genética relativamente a uma estirpe ancestral comum.

Relativamente as sequéncias do gene de VP4 (Figura 3.6-A), a maioria agrupa-
se com sequéncias da linhagem | do gendtipo P[6]. Porém, ainda na linhagem P[6]-I
duas sequéncias angolanas (Hu/Angola/15 e 85) formam um subgrupo separado (98%
de bootstrap) com uma sequéncia de rotavirus da Republica Democrética do Congo
(DQO05122RVA/Hu-wt/BEL/COD/DRC86/2003/G8P[6]) sugerindo uma origem
distinta para estes dois virus. No entanto, ndo se observa formacédo de agrupamentos das
sequéncias P[6] de acordo com o genoétipo G, encontrando-se dispersas as sequéncias
P[6] das combinacBes G8P[6] e GIP[6] com as de G1P[6]. As estirpes de rotavirus com
gendtipo P[8] formam um grupo monofilético com virus da linhagem P[8]-Ill com
origem geogréafica diversa. As estirpes vacinais Rotarix e RotaTeq segregam em
linhagens diferentes, P[8]-1 e P[8]-Il, respetivamente. Os virus P[4] estdo estreitamente
relacionados com uma estirpe G2P[4] circulante no Burkina Faso (JX154455RVA/Hu-
wt/BFA/30-BF/2010/G2P[4]), formando um agrupamento com outros virus da linhagem
P[4]-111.

62



( A) @ Hu/Angolz/87
@ Hu/Angolz/20
@ Hu/Angol=/42
@ Hu/Angola/10
@ Hu/Angolz/30
@ HulAngolalss
® Hu/Angola/ss
@ Hu/Angola/st
@ Hu/Angolals4
@ Hu/Angola/38
@ Hu/Angolz/59
@ Hu/Angola/732
@ Hu/Angola/92
@ Hu/AngolalT4
@ Hu/AngolalT8
@ Hu/Angola/22 |
@ Hu/Angols/32
@ Hu/Angols/35
@ Hu/Angolz/84
@ Hu/Angola/58
@ Hu/Angola/so — P[G]
7 @ Hu/Angolz/32
@ Hu/Angolz/20
@ Hu/Angola/81
@ Hu/Angola70
@ Hu/Angola/47
@ Hu/Angolz/08
JN118516RVA/Hu-wt/BFA265/BF/2010/GEP8
JQE93566RVAHU/BRA/NAL-RN376/2000/FP[8]
JF480215RVA/HU/USA/068-242/20068/G2F{8]
@ Hu/Angola/T8
@ Hu/Angola/B4
_[lDQUO:'H 2Z2RVA/Hu-wt/'BEL/COD/DRC86/2003/G8P[5]

&

23| ® Hu/Angola/15
23| @ Hu/Angola/as —
—— AYB55200RVA/swine/13404-10/2008P8 —— |||
M33518RVAPorcine/Gottiried/ 10908 —— ||
o [ AJ821507RVA/HWHuNgary/BF 133800/2004/G4P8 Vv

AJB21502RVA/HUHungary/BP27100/2004/G4P8 I
AJB21503RVAHU/Hungary/BP72003/2004/G4FS
23l AY055310RVAPorcine/12404-7/2006/F8 :I \4 -
95— LO7924RVAHL/1185/1203/P 11
_|_—D13394RVA‘bovinef3223.'1QQ&PI1 } P[11]
EF872555RVAHu-tc/INDEOM/2008/GEP4[10] } P[lO]

o3 L JQ358785RVA/HU-wtIND/mcs80/2012/G3P10

D10070RVA/HWAU-1/1982/P8
23l AJ311736RVAHU/USA/Se534/2001/G6P3[9] P[9]

@ Hu/Angola/T1 =
52| @ Hu/Angola/20
921 X 154455RVAHU-wUBFA/30-BF/2010/G2P[4] m
® HulAngolz/18
AYT87844RVA/HUICH/TE-Chen/2008/P4 - P[ 4]
EUB39950RVA/HU-wt/MMCE/GZP[4]
HQ650118RVA/MHU-tc/USA/DS-1/2011/G2P4 j |

M32550/RVA/HU-wIROHSEGIARVEIGZP[4]
M53202RVAHU/L26/1920/P4
DQE5TE27RVA/Hu-wtij5810/2002/ G2P[4] j Il ]
25 EUSTO3TORVA/KL/Indi=/ MMC38/2009/P[5] j v

AJ30214231RVA/HUM3lawiOP354/2001
93 |JX406750RVA/Hu-tc/USAWs/2012/G1P[8]
JNE49113RVAHU/USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G 1P 1A3] I
5 CUSB5044RVA/USA/RotaTeg-WI78-4/1002/GEBFP1A8
U30718RVA/HWU307 16/1096/G9 ] l
r AJ302147RVAHU/Malawi’CP351/2001 =
DQ146852RVA/Hu-wt'BGD/Dhaka25/2002/G12P8
M Hu/Angoia/85
HM773747RVA/HU-wt/USA2007718825/2007/G1P[€] — P [8]
W Hu/Angola/53
M Hu/Angola/58
M Hu/Angola/33 1l
M Hu'Angola/50
W Hu'Angola/52
W Hu'Angola/88
W Hu/Angola/5T
M Hu/Angolz/05
W Hu/Angola/11

ABT40142RVC/HWJIP/Y12-1/2012

0.1



(B)

B =usngo20
B =uAngoiaTo
| scesasesRVATLBRAIAL-RN7E12008G3 |
| m sangozzs
1| uangorast
Lo s o

@

951 INT11112RVAHUMa WU SATUS 09R 0104/ 2009/ G3P[4]

U14929RVABOMe\CoayiE01 USA/ 1995/G3
Em;\mwm 166FNIaNa1994G3 :I m

9 AFO34352RVASUWDGIAUsralla20000G3
MSS220RVATHULIEG 121 I
DQ2UTLRVARPOICIRRRUI 72/G12V ]
EU4S625TRVATWATGT20A/ATgentina /2009G120  — I I
EUSTITTORVAHUKCH1124Malawi2003'G 1210
WS LankaXuH1 12 I I I

o | @ FwAngoz0e

30l @ HwAngola's0

9%

_:ABHAHSR‘VA.W‘VIME’MS&GWP& G 10
9 LO7ESSEoMmaRVIistrani 321

95 [ASOLSIT2RVAIHUAU 32GSI ] |
|As150870RVARLFL52004
Eu153553RVA.W'Dc7061.}SA'19m.'G91|] 1
LIOTIRVARI16EG S
AF251044RVARUICTT-25¢ 3N
INSS1L0SRVAHUMALEZME W20 122G 995
INBOSLOSRVAFWATIE oo SumRc-DPruteezotzee | |11
W SuAngolaT
sxlwruangoams
DQ172B47TRVASSHI3-1996TAIG21!
AS113023RVAUDS-1

R 99 L X00S72RVAHU-WUAUS/SI 7T |

9| —EUsssEIRVAFLMMCEL B angladesn 2008G2
A SuAngoE
4| | A mumngoas 11
92| A muwangoa71
 X1S4S3TRVA R EFAR 41-5F1 20 10/G2F )

[— X470508RVAHUSTHY123/Can202/2005G 4 G4

35 L — GUSE3030RVANV 200U SARMETe0-5r5-91 996G 4775

95 - GUIBEI0STRVAN200heU SAROIETeo-WI TS-2 19826 1975 M
FU4231S3RVAS Wa

INBII114RVAN 0T US ARMEM-ALICE05 2418336 19143 — | ]

o4 | DO4I2ETIRVAH-MBGDON2Ka 16 Bangiadesn 2003/G1P8 |

'Lomwoﬁw.'msa;aecoo 15/2006/G1P(5]

@ FuAngoRS0

@ FuANgOIRES

@ ~uAngoIRNe

@ ~uANgoRE3

2|l @ =ango0s

KC510182RVAF-IRCOG 12-G 0566/2012/G1 7[5

| @ =uangoist

@ ~uAngolzE0

- @ HuAngola's3

@ FuANgORSS

@ SuANgolaSe

@ —uAgo1s

| ® ~uAngoizEs

@ ~uAgoRTS |

® ~uAngolEL

@& ~uAngola11

@ ~uANOIZ'EE

@ HuANgoIaBL

& —uANgoIR10

@ SuAngoRE2

@ ~uAngoias2

& —uAngoiz0e

& —~uAngola23

@ ~uAngolzse

@ ~UANZOIRET

& ~uAngoR3

@ SUANgOIRTI

@ SuAngolass

@ =uANgoIREE

ASTAON4Z: wlruY12

95 - GUIEI0SSRVANVa0chU SARMETe0-SC2-2 19926 2975 :IIII‘

-
| KCETOURVAHUSSSETAIGS ] I I 68

G12

E GUSESOTIRVANVacCIneU SAROIaTeg-WI78-8/1992/G3PT5
9% DEE2TIRVATHIAL-1/G3 G 3

G9

G1

64



Figura 3.6. Analise filogenética das sequéncias nucleotidicas do gene de VP4 (A) e do gene de VP7
(B) de rotavirus presentes em amostras do Huambo, Angola (2012), e de sequéncias de referéncia de
rotavirus do grupo A disponiveis nas bases de dados. A sequéncia correspondente da estirpe
AB740142 de rotavirus humano do grupo C foi usada como outgroup. A robustez da inferéncia
filogenética foi testada por bootstraping de 1000 replicados sendo apresentados apenas os valores
superiores a 70%. Os simbolos geométricos a cheio que precedem as sequéncias angolanas sdo usados
para facilitar a sua localizagéo na arvore.

No que respeita ao gene de VP7 (Figura 3.6-B), a maioria das estirpes agrupa-se
com sequéncias de rotavirus do gendtipo G1 retiradas da base de dados GenBank com
um valor de bootstrap de 92% e estdo estreitamente relacionadas com uma estirpe
G1PJ8] circulante em 2012 na Republica Democratica do Congo (KC510182RVA/Hu-
wt/COG/12-G0866/2012/G1P[8]). Todas as estirpes G1 analisadas estdo uniformemente
distribuidas pela linhagem G1-1, enquanto as estirpes vacinais de Rotarix e RotaTeq
segregam nas linhagens G1-11 e G1-1ll, respetivamente (Figura 3.6-B). Curiosamente,
dentro da linhagem I ndo se observa qualquer formacdo de agrupamentos distintos que
segreguem as estirpes G1 das combinacdes G1P[8] e G1P[6], 0 que sugere eventos de
redistribuicdo recentes. As trés estirpes G2 estdo incluidas na linhagem G2-11 e estdo
estreitamente relacionadas com a referéncia (JX154537RVA/Hu-wt/BFA/241-
BF/2010/G2P[4]) circulante no Burkina Faso e afastadas da estirpe vacinal de RotaTeq
(linhagem G2-111). Os rotavirus Angolanos G9 segregam com a linhagem G9-I11 e estdo
estreitamente  relacionados com uma estirpe da  Africa do  Sul
(JN605409RVA/Hu/AfricadoSul/MRC-DPRU1424/2013/G9) e com outra do Malawi
(JN591406RVA/HU/MAL82/Malawi/2012/G9P8) recentemente descritas. As estirpes
G8 formam um agrupamento, suportado por um valor de bootstrap de 99%, com
rotavirus da linhagem G8-1 do Brasil (JQ693565RVA/HU/BRA/IAL-RN376/2009/G8) e
da Republica Democratica do Congo (DQO05109RVA/HuU-
wt/CODDRC88/2003/G8P8). As duas amostras de rotavirus G12 de Angola estdo
incluidas na linhagem G12-111 e estdo estreitamente relacionadas entre si e com uma
estirpe do Sri Lanka (AB527045RVA/Hu/Sri Lanka/KUH146/2009/G12).

Os resultados de genotipagem por analise de sequéncias dos rotavirus circulantes
no Huambo permitiram estabelecer novas combinacbes de genodtipos G e P
relativamente aos resultados de multiplex PCR (Tabela 3.8), assim como novos valores

de prevaléncias dos diferentes gendtipos G/P.
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No total foram identificadas 6 combinagdes, com uma prevaléncia relevante de
G1P[8] presente em 45,7% das amostras e de G1P[6] em 34,8%. As restantes
combinagbes G2P[4], G8P[6], GIP[6] e G12P[6], representam 2,2% a 5,4% das

amostras estudadas (Tabela 3.9).

E de salientar a reduco de estirpes parcialmente néo tipaveis (n=21 versus n=4),

0 desaparecimento de amostras com multiplos gendtipos que anteriormente

representavam mais de metade das amostras analisadas (53/92) e a elevada prevaléncia

de rotavirus G1P[6], uma combinacdo pouco prevalente a nivel global.

Tabela 3.9. Combinagdes genotipicas de rotavirus circulantes na regido de Huambo,

Angola (2012).

Genotipos (%) Gl G2 G8 G9 G12 Gnt Total
P[8] 42 (45,6) _ _ _ _ 1(1,1) 43 (46,7)
P[6] 32 (34,8) _ 4 (4,3) 2(2,2) 3(33) _ 41 (44,6)

P[4] _ 5(5,4) _ _ _ _ 5(5,4)

Pnt 3(3,3) _ _ _ _ _ 3(3,3)
Total 77 (83,7) 5(54) 4(4,3) 2(2,2) 3(3,3) 1(1,1) 92 (100,0)
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Em Angola, a diarreia é uma das principais causas de morte infantil, estimando-
se que 0s rotavirus sejam responsaveis por um terco das hospitalizacbes por
gastroenterite aguda em criancas com menos de 5 anos de idade (68). Neste estudo,
realizado na regido do Huambo em 2012, encontramos uma prevaléncia media de
infecdo por rotavirus de 37,4% entre as criangas incluidas no estudo. Este valor é muito
préximo do estimado pela OMS a nivel global (36%) em criangas com menos de 5 anos
de idade hospitalizadas devido a diarreia (94). A prevaléncia encontrada € ligeiramente
inferior & descrita para Africa (40%, gama 29%-52%) (95) e podera refletir o facto da
populacdo alvo deste estudo ndo ser constituida por criancas hospitalizadas.

No conjunto das amostras analisadas com inquéritos disponiveis, observou-se
que 98% das amostras positivas eram provenientes de criancas com < 24 meses de
idade, confirmando a elevada incidéncia de gastroenterite por rotavirus durante os dois
primeiros anos de vida (95, 96, 97). A faixa etaria que registou maior prevaléncia de
rotavirus (59,4%) foi a dos 0-6 meses. Este resultado, igualmente observado num estudo
de prevaléncia de rotavirus realizado no Quénia (99), é um pouco inesperado uma vez
que, genericamente, se considera a amamentacdo como um fator protetor da diarreia
nesta faixa etéaria (100). No entanto, alguns estudos demonstraram que a protecéo contra
rotavirus pelo leite materno é eficaz quando este é dado regularmente e em volumes
apreciaveis, i.e. amamentacdo exclusiva (101, 102). Os dados obtidos poderdo dever-se
ao numero reduzido de criangas com amamentacgdo exclusiva na populacdo analisada
(Tabela 3.3.). No entanto, a protecdo contra a diarreia por rotavirus conferida pela
amamentacao esta longe de ser consensual e outras medidas preventivas (e.g. vacinacdo
e suplemento de zinco) sdo aconselhadas independentemente da alimentacdo praticada
(103).

Um outro aspeto interessante deste estudo reside no facto de a maioria das
criancas incluidas residirem em zonas rurais (62,1%). A maior parte dos estudos
realizados em paises de baixa renda, especialmente em Africa, engloba criancas de areas
urbanas e periurbanas, existindo um numero muito limitado de trabalhos em zonas
rurais (104, 105, 106, 107). De facto, foi nas zonas rurais do Huambo que encontramos

uma percentagem mais elevada de criangas infetadas com rotavirus (59,3% vs. 38.9%).
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O estatuto socio-econdémico desta regido tem muitas debilidades e as comunidades
rurais ndo tém acesso a sistemas de saneamento, frequentemente defecando na
proximidade de pontos de agua e partilhando estes com animais, circunstancias que
podem contribuir para a transmissdo de rotavirus. Comparativamente com 0s casos de
gastroenterite causados por outros agentes etioldgicos, na gastroenterite por rotavirus
observamos uma maior proporc¢do de criangas com vomitos (89,8% vs. 67,4%, p=0,002)
e uma maior frequéncia destes (Tabelas 3.4 e 3.5). Uma diferenca significativa nestas
caracteristicas clinicas em associacdo com a doenca por rotavirus foi igualmente
descrita noutros estudos (97, 98). A titulo de exemplo, num estudo desenvolvido no
Zimbabué observou-se também uma maior proporcdo de criangas com VvOmitos
infetadas por rotavirus em comparacdo com criancas ndo infetadas (77% vs. 57%,
p=0,001) (108).

Conhecer a epidemiologia molecular dos rotavirus é relevante para a vigilancia
da doenca e monitorizacdo apds implementacdo da vacinagdo. Com o objetivo de
identificar os genotipos G e P dos rotavirus circulantes no Huambo, recorreu-se ao
método largamente usado de hemi-nested multiplex PCR, com primers genéricos huma
primeira reacdo de amplificacdo e primers especificos de gen6tipo numa segunda reacdo
de PCR, seguido de eletroforese em gel de agarose, proposto por Gouvea et al. e
Iturriza-Gomara et al. em 1990 e 2004, respetivamente (78, 86). Porém, uma das
dificuldades associadas a utilizacdo deste método de genotipagem consistiu na grande
quantidade de estirpes nédo tipaveis, i.e. cujo padrdo eletroforético ndo se identificava
com o de qualquer genotipo especifico. No total, 23% dos virus ndo foram genotipados
por este método para o gene de VP4 ou de VP7 (genétipos P e G, respetivamente),
sendo particularmente relevante para o gene de VP4 por corresponder a 19,6% do total
das amostras analisadas (Tabela 3.8). A incapacidade de identificar genoétipos de
rotavirus por hemi-nested multiplex PCR é estimada como sendo de 10-30%, devendo-
se principalmente a acumulacdo de mutacfes pontuais no local de hibridacdo dos
primers e a diversificacdo de linhagens especificas que ndo foram consideradas quando
do desenho dos primers correntemente usados (11, 109, 110, 111, 112, 113). Assim, ndo
é de estranhar a tendéncia para valores mais elevados de virus néo tipaveis em amostras

de paises de baixa renda onde € maior a diversidade genética dos rotavirus circulantes.
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Para Africa, duas revisdes sistematicas estimaram em 16,3% (com valores maximos de
57 e 73% para 0 Gana e Nigéria, respetivamente) e 10,7% no periodo de 1997-2006
(114, 11). Outro estudo realizado no contexto da African Rotavirus Surveillance
Network (ARSN) em 11 paises Africanos (2006-2008) encontrou 30% de amostras ndo
tipaveis (95). Dezassete (81%) das 21 amostras Angolanas ndo genotipadas por este
método foram genotipadas com éxito através da sequenciacdo do amplicdo da primeira
reacdo de PCR e analise filogenética das sequéncias nucleotidicas. Trés das 4 amostras
ndo foram genotipadas por andlise de sequéncias devido a incapacidade de obter
produto na primeira reagdo de PCR, presumivelmente por causa da concentracdo
reduzida do RNA viral extraido da amostra.

Quando da validacdo por sequenciacdo/analise de sequéncias das estirpes G12
identificadas por multiplex-PCR, estas revelaram-se como G8 por pesquisa BLAST e
andlise filogenética. Esta incorrecdo na genotipagem deve-se com grande probabilidade
a hibridacdo inespecifica do primer G12 com a sequéncia das estirpes G8. De facto, a
comparagdo das sequéncias destas estirpes G8 no local de hibridacdo do primer G12
com a sequéncia do primer G12 usado revelou discordancia de apenas 3 posicdes
nucleotidicas num total de 20 (dados ndo apresentados). A genotipagem errada de
estirpes G8 como sendo G12 foi anteriormente descrita por F. Aladin (113) e
igualmente atribuida a uma diferenca de 3 posi¢es nucleotidicas, duas delas
coincidentes com as nossas. Na sequéncia deste problema, aqueles autores desenharam
um novo primer para o genétipo G12. Outras incorrecdes de genotipagem referidas na
literatura incluem a genotipagem de G3 como G10 (115) e de G9 como G3 (116). O
ensaio de hemi-nested multiplex PCR tem sido considerado o método de eleicdo para a
genotipagem dos rotavirus e considerado o gold standard (109). No entanto, o problema
de potenciais erros de genotipagem reforca a necessidade da monitorizacdo regular da
especificidade e sensibilidade do multiplex-PCR através da analise das respetivas
sequéncias nucleotidicas e adequacdo dos primers usados. Porém, a modificacdo dos
primers no caso do multiplex-PCR ndo esta isenta de dificuldades face ao elevado
namero de primers presente em cada reacao e consequente dificuldade de otimizagéo de
condi¢cdes de amplificacdo como sejam concentragdo de MgCl. e temperatura de
hibridacéo.
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Uma outra consequéncia da ligacdo inespecifica de primers podera ser um
padrdo eletroforético correspondente a multiplos genotipos e, consequentemente,
sugestivo de uma infecdo mista. Em 56% das amostras genotipadas observou-se este
tipo de padrdo para um ou ambos os genes analisados. Este valor é substancialmente
mais elevado do que os descritos na literatura mesmo para paises com grande
diversidade de rotavirus circulantes. Duas revisfes sistematicas da diversidade dos
rotavirus circulantes em Africa, entre 1996 e 2007, baseadas maioritariamente em
resultados de multiplex-PCR, estimam o nivel médio de infe¢cbes mistas em 7,2% e
12,4%, o intervalo de percentagens de genotipos mistos variando entre valores maximos
de 45-66% para a Guiné-Bissau e 0% para o Quénia ou Libia (11, 114). Outro estudo
recente realizado pela ARSN, 2007-2011, usando dados fornecidos por 16 paises das
diferentes regiGes Africanas mostrou niveis médios de 9,8% para gendtipos P mistos e
de 7,7% para genotipos G mistos (75). Assim, numa tentativa de elucidar o elevado
namero de genGtipos mistos, designadamente os gendtipos P mistos, procedeu-se
também a andlise da sequéncia nucleotidica dos respetivos produtos da primeira reacéo
de PCR. Curiosamente, a inspecdo do cromatograma e a correspondente sequéncia
nucleotidica ndo revelaram quaisquer posi¢cdes com polimorfismos, sendo identificado
apenas um genotipo para as amostras individuais analisadas. Perante a impossibilidade
de sequenciar todas as amostras com um padrdo de infecdo mista, procedeu-se a
sequenciacdo de um nimero limitado de amostras (30 de um total de 49) e extrapolacdo
do resultado de genotipagem para amostras ndo sequenciadas mas com padrdo
eletroforético idéntico. Como resultado desta abordagem deixamos de ter infecdes
mistas correndo o risco de estar a incorrer em erro. O facto de os cromatogramas s
mostrarem inequivocamente sequéncias de espécies moleculares que estdo presentes
numa concentracdo superior a 20% pode levar a perda de outras sequéncias menos
abundantes eventualmente presentes. Uma forma de esclarecer a presenca de multiplos
genotipos de rotavirus, nomeadamente para algumas destas amostras com genotipos
raros (e.g. P[10], P[11]), seréa através da clonagem do produto de PCR e sequenciacéao
de um namero consideravel de clones (e.g. cerca de 20).

A caracterizagdo genética dos rotavirus circulantes no Huambo demonstrou
como dominantes os gendtipos G1 (83,7%), P[8] (46,7%) e P[6] (44,6%) presentes
maioritariamente nas combinac¢es G1P[8] (45,6%) e G1P[6] (34,8%).
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Estas prevaléncias do gendtipo G1 e da combinacdo G1P[8] sdo consideravelmente
elevadas comparativamente com os valores normalmente descritos para o continente
Africano A nivel global, G1 e P[8] sdo responsaveis por 43% e 65%, respetivamente,
das infecGes por rotavirus e na combinacdo G1P[8] por 37,7%. Porém, >70% das
infecGes por rotavirus G1P[8] ocorre na Europa, América do Norte e Austrélia. Em
Africa G1 e P[8] individualmente apresentam prevaléncias de 28,8% e 40,6%,
respetivamente, e apenas cerca de um quinto das infecdes é atribuivel ao gendtipo
G1P[8] (114, 75).

P[6] é o terceiro gendtipo mais predominante do gene de VP4 dos rotavirus a
seguir a P[8] e P[4], a nivel mundial, as estirpes P[6] tém sido descritas em associa¢do
com uma enorme variedade de genotipos G e em constelacdes de gendtipos tipo Wa e
tipo DS-1 (117, 118, 119). Entre 2007 e 2011, a prevaléncia média do genotipo P[6]
circulante em Africa foi de 30,9% com grandes flutuagBes anuais e por areas
geograficas, registando-se valores superiores a 60%, em 2007, no Sul de Africa e na
Africa Ocidental e em 2011 na Africa Central (75). A combinacdo GI1P[6] é
considerada globalmente pouco comum (gama de prevaléncia 0,2-2%) (11) e em Africa,
no periodo de 2007-2011, estima-se que nos 16 paises Africanos da rede ARSN tenha
sido responsavel por 4,9% das infe¢bes (gama 7,7%-3,4% ao longo dos 5 anos do
estudo). Na regido do Huambo a prevaléncia da combinacdo GI1P[6] €
surpreendentemente elevada (34,8%, Tabela 3.9). Curiosamente, apesar de ndo se ter
observado uma correlacdo significativa entre combinac6es de genoétipos e idade, 57%
das infe¢des com estes virus ocorre em criancas dos 0-6 meses, enquanto para G1P[8]
apenas 25% das infecbes se situam nesta faixa etaria. Apesar dos rotavirus P[6]
causarem diarreia em criancas, tém sido predominantemente associados a infecdes
assintomaticas de recém-nascidos (120). O genotipo P[6] também tem sido descrito
como um dos principais gendtipos de VP4 dos rotavirus de suinos (123). Assim, sera
interessante analisar o restante complemento genético destes virus, comparar com
sequéncias de estirpes causadoras de infecdes assintomaticas e averiguar se tém origem
animal através da redistribuicdo genética de segmentos gendmicos.

A analise filogenetica dos rotavirus circulantes no Huambo demonstrou dentro
de cada gendtipo dos genes de VP4 e VP7 analisados uma grande homogeneidade de

estirpes virais.
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Assim, para cada genotipo individual as estirpes encontram-se distribuidas por uma
Unica linhagem (P[4]-111, P[6]-I, P[8]-1II, G1-1, G2-11, G8-1, G9-1l e G12-1Il) e, por sua
vez, dentro de cada uma das linhagens os ramos de cada amostra sdo muito curtos ou
inexistentes, refletindo uma reduzida diversificacdo dos virus e uma introducéo recente.
Por outro lado, a existéncia de uma linhagem tnica G1 cocirculando com dois genétipos
P diferentes (P[6] e P[8]) e de uma linhagem Unica P[6] cocirculando com varios
gendtipos G diferentes (G1, G2, G8, G9 e G12), sem que se verifique segregacdo em
agrupamentos distintos nas arvores filogenéticas de acordo com as diferentes
combinagBes de gendtipos GP, sugere que estas estirpes resultam de eventos recentes de
recombinacdo genética por redistribuicdo de segmentos genémicos.

Em 2014, com o apoio da GAVI, Angola ira introduzir no plano nacional de
vacinacdo a vacina contra rotavirus. No Huambo, considerando os resultados de
genotipagem obtidos neste trabalho, teoricamente a vacina monovalente Rotarix®
conferird protecdo contra aproximadamente 85% dos virus circulantes e a vacina
pentavalente RotaTeq® contra 90%. A nivel global, os ensaios clinicos realizados
demonstraram que as duas vacinas apresentam graus idénticos de seguranca e eficacia
(59). Porém, nos paises de baixa renda a eficacia da vacina € marcadamente mais
reduzida (39% a 77%) que nos paises industrializados (80% a 98%) (122). Uma das
questBes que podera estar relacionada com este resultado € a diversidade das estirpes de
rotavirus que circulam nestes paises.

Apesar de no Huambo a grande maioria das infecdes ser causada por
combinacBes de gendtipos (G1, G2 e P[8]) que estdo incluidos numa ou em ambas as
vacinas, as linhagens genéticas destes genotipos, identificadas por anélise filogenética,
sdo diferentes das usadas nas vacinas aprovadas (Fig. 3.6 A e B). Enquanto o genétipo
G1 dos rotavirus do Huambo pertence a linhagem I, o das vacinas Rotarix® e
RotaTeq® pertence as linhagens Il e 111, respetivamente. G2 da vacina RotaTeq® esta
incluido na linhagem 11l enquanto os rotavirus G2 analisados séo da linhagem Il. Por
outro lado, os rotavirus do Huambo pertencem a linhagem P[8]-111, enquanto as vacinas
compreendem P[8]-1 (Rotarix®) e P[8]-11 (RotaTeq®).

Alguns estudos sugerem que na protecdo contra a infecdo por rotavirus €
importante ndo s6 a imunidade especifica de serotipo/gendtipo como também a

imunidade especifica de linhagem.
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A resposta de anticorpos neutralizantes induzida pelo genétipo G1 da vacina Rotashield
era maior contra estirpes do gendtipo G1 da mesma linhagem (121). Um outro estudo
com estirpes G9 revelou que uma estirpe da linhagem | induziu mais anticorpos
neutralizantes com reatividade cruzada contra G9-1l1 e G9-I11 que as linhagens 1l e Il
contra G9-1 (124). No Brasil, a vacina Rotarix® foi introduzida no plano nacional de
vacinacdo em 2006. Subsequentemente, criangas vacinadas foram hospitalizadas com
gastroenterite grave causada por rotavirus G1P[6]. A analise genética destas estirpes
revelou que, a semelhanca das estirpes do Huambo G1P[6], o gene codificador de VP7
pertencia a linhagem G1-1 enquanto o da vacina Rotarix® pertence a uma linhagem
distinta (G1-11) (125). Ainda, estas estirpes G1P[6] Brasileiras, excetuando para o gene
de VP4, ndo podem ser consideradas heterotipicas uma vez que, a semelhanca da estirpe
vacinal, possuem uma constelacdo de genes tipo Wa.

Concluindo, face a elevada prevaléncia da infecdo por rotavirus no Huambo
(37,4%) e as caracteristicas dos gendtipos virais circulantes, designadamente elevada
prevaléncia de estirpes G1P[6] pouco comuns e genétipos comuns G1P[8] mas de
linhagens genéticas distintas das presentes nas vacinas, na sequéncia deste trabalho de
linha de base, parece-nos ser da maior importancia fazer estudos de follow-up para
estimar a eficacia da vacinagdo contra rotavirus na prevencao de gastroenterite grave e
também fazer a monitorizacdo continua das estirpes virais circulantes nesta regido. So6
assim serd possivel avaliar o impacto da vacina na diversidade e evolucdo das estirpes,
designadamente as de escape imune que possam pdr em causa a eficicia das vacinas

atualmente comercializadas.
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6. ANEXOS

6.1. Formulario de Informagéo e Consentimento Informado

Informac&o aos pais e formulario de consentimento
informado

Epidemiologia da infecdo por rotavirus em Huambo,
Angola: prevaléncia da infecdo e dos genotipos

MEDICINA ¢
TROPICAL circulantes MINISTERIO DA SAUDE

REPUBLICA DE ANGOLA

Qual é o problema que queremos estudar?
Durante a consulta o médico diagnosticou Gastroenterite Aguda (GEA) ao seu filho(a). A GEA ¢

frequente nos primeiros anos de vida e ¢ uma importante causa de doenca no pais. Com este estudo
pretendemos saber se a GEA em criancas € causada por Rotavirus.

O que iremos fazer?
Para detetar o virus causador da doenga, sera recolhida uma amostra de fezes ao seu filho(a).
A amostra de fezes sera analisada da seguinte forma:

1. detecdo do rotavirus no Laboratério de analises clinicas, do Centro de Salde ou do Hospital
Municipal onde a colheita foi efetuada.

2. envio da amostra para o laboratério de Virologia no Instituto de Higiene e Medicina Tropical
em Lisboa, Portugal, para identificacdo de tipo de rotavirus.

O medico ou enfermeiro ir4 fazer algumas perguntas sobre a doenca do seu filho.

Serei obrigado(a) a participar na pesquisa?
A participacdo do seu filho(a) ndo é obrigatoria. Se ndo quiser participar continuara a ter direito ao

tratamento que o médico considerar o melhor. Podera desistir a qualguer momento.

Risco ou beneficios
A participacao do seu filho(a) neste estudo ndo envolve riscos e € gratuita.

N&o ha recompensa em dinheiro para participar. O estudo podera contribuir para conhecer melhor a
doenca e ajudar a decidir sobre uma vacina que previna esta infegdo em Angola.

Confidencialidade
Toda a informacdo recolhida serd mantida secreta (anénima) e apenas o médico e enfermeiro terdo

acesso aos dados da crianga. Os resultados do estudo serdo dados ao Centro de Salde/Hospital
Municipal e as autoridades de salde, serdo apresentados em reunibes cientificas e poderdo ser
publicados.

Se tiver alguma davida, por favor fale com o profissional de satide (dependente do local de colheita).
Contactos do profissional de satde (a designar em cada local de colheita):

Nome:

Morada:

Telefone:

Telefone do gabinete do hospital /centro de saude: Paginas: 1/2
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MEDICINA
TROPICAL

Informac&o aos pais e formulario de consentimento
informado

Epidemiologia da infecdo por rotavirus em Huambo,
Angola: prevaléncia da infecdo e dos genotipos
circulantes

REPUBLICA DE ANGOLA
MINISTERIO DA SAUDE

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO INFORMADO AOS PAIS / RESPONSAVEL LEGAL

* Recebi uma explicacdo adequada e esclarecida sobre os objetivos e condi¢des do estudo.

* Compreendi que a participacdo neste estudo é voluntaria, poderei retirar 0 meu consentimento em

qualquer altura e tal ndo afetard os cuidados médicos normais aos quais 0 meu filho(a) tem direito.

* Dou o consentimento voluntario da participa¢do do meu filho(a) neste estudo

Nome crianga, em maiusculas

Nome do Pai/Mae/Representante Legal, em maidsculas

Assinatura/Impressao digital do Pai/Mae/Responsavel Legal

Local e Data

EQUIPA DE INVESTIGACAO

* Expliquei aos pais ou representante legal a natureza do estudo.

* Dei uma cépia assinada da Folha de Informacéo e Declaracdo de Consentimento Informado aos

pais ou representante legal.

Nome do Médico /Enfermeiro do estudo (em maiusculas)

Paginas: 2/2

Assinatura do Médico /Enfermeiro do estudo Data
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6.2. Inquérito Epidemioldgico

SANITATEM
QUAERENS

Inquérito Epidemioldgico — Folha de Trabalho

Epidemiologia da infe¢do por rotavirus em Huambo,

pomce s Angola: prevaléncia da infecao e dos genotipos

. REPUBLICA DE ANGOLA
TROPICAL circulantes MINISTERIO DA SAUDE

Preencha os espacos com letras MAIUSCULAS e cologue uma cruz na resposta correta o X

Processo n° Cddigo de laboratorio
Nome do local de habitagio: Concelho Local: Cidade o Outrao
Idade: __ (Anos) (Meses) Data de Nascimento /[ (Dia / Més/ Ano)
Sexo
M Peso (Kg) Altura (cm)  Temperatura °C
O
Fo (Z score) Malnutri¢do: Ausente o Leveo Moderadao  Severa o

Desidrata¢do: sem desidrata¢do o ligeirao moderada o severa O

Estado de atividade da crianga: normal o / reduzido o

A crianga esta a ser amamentada: Sim o/ Néo O

Se SIM, durante amamenta¢do comeu outros alimentos: Sim o/ Nédo O
A crianga sofre de alguma doenga cronica? Sim 0/ Nao O

Se SIM qual o nome da doenca
Data de inicio dos sintomas de GEA / / (Dia / Més/ Ano)

A crianga tem tido febre: Sim o / Ndono Duracéo: dias

A crianga tem tido diarreia: Sim o/ Néo O
Se SIM, quantas vezes por dia Duracéo: dias
A crianga tem tido vomitos: Sim o / Néo o

Se SIM, quantas vezes por dia vomita Duracéo: dias
Data de colheita da amostra: / (Dia/ Més)

Assinatura do Médico/Enfermeiro/
Resultados da analise laboratorial:

Teste Rapido para Rotavirus: Positivo o0/ Negativo o /Invalido o

Assinatura do Medico/Técnico do Laboratério

Data / / (Dia/ Més / Ano)
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6.3. Resultados obtidos na 12 e 22 hemi-nested multiplex PCR a partir
das sequéncias parciais codificantes de VP7 e VP4

i ;r{‘/of"a VP7, 18 PCR (\é;z\'ézt?picc?) VP4, 13 PCR Egje4r; ézggocg
1 Positivo G1 Positivo P8/P9
2 Positivo Gl Positivo P8
3 Positivo Gl Positivo P8/P9
4 Positivo NT Positivo P6/P8/P9
5 Positivo NT Positivo P8
6 Positivo G1 Positivo P8/P9
7 Positivo Gl Positivo P8/P9
8 Negativo Gl Negativo NT
9 Positivo Gl Positivo NT
10 Positivo Gl Positivo P6/P11
11 Positivo Gl Positivo P8/P9
12 Positivo Gl Positivo P8/P9
13 Positivo Gl Positivo P8
14 Positivo Gl Positivo P8/P9
15 Positivo Gl Positivo P4/P6/P8/P11
16 Positivo G2 Positivo P4/P10
17 Positivo Gl Positivo P8
18 Positivo Gl Negativo P6/P8
19 Positivo Gl Positivo P8
20 Positivo G12 Positivo P4/P6/P8
21 Positivo Gl Negativo P6/P8
22 Positivo Gl Positivo P6/P8
23 Positivo G12 Positivo P6/P8
24 Positivo Gl Positivo P8/P9
25 Positivo Gl Positivo P8
26 Positivo Gl Positivo P6/P8
27 Positivo G2 Positivo P4
28 Negativo NT Positivo P6/P10
29 Positivo G2 Positivo P4
30 Positivo Gl Positivo P8
31 Positivo Gl Positivo P8
32 Positivo Gl Positivo P6/P10
33 Positivo G1/G2/G12 Positivo P4/P8
34 Positivo Gl Positivo P6/P8
35 Positivo Gl Positivo P6/P8
36 Positivo G1 Negativo NT
37 Positivo Gl Positivo P8
38 Positivo Gl Positivo P6/P8/P11
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i ;T/Of”a VP7, 1°PCR X;F;’ézt?p?(; VP 4,1°PCR Eg’:r; ézggocg
39 Positivo G1/G3/G12 Positivo NT
40 Positivo G1 Positivo P8/P9
41 Positivo G1 Positivo P8
42 Positivo Gl Positivo P8
43 Positivo Gl Negativo P4/P6/P11
44 Positivo Gl Positivo P8
45 Positivo G1/G2 Positivo P8
46 Positivo Gl Positivo P8
47 Positivo G9 Positivo NT
48 Positivo G1 Positivo P8
49 Positivo Gl Positivo P6/P8/P11
50 Positivo Gl Positivo P8/P10
51 Positivo Gl Positivo P6
52 Positivo Gl Positivo P8/P9
53 Positivo Gl Positivo P8/P9
54 Positivo Gl Positivo P4/P6/P8/P9/P11
55 Positivo Gl Positivo P6
56 Positivo Gl Positivo P8/P10
57 Positivo Gl Positivo P8/P10
58 Positivo Gl Positivo NT
59 Positivo Gl Positivo NT
60 Positivo Gl Positivo NT
61 Positivo G12 Positivo NT
62 Positivo Gl Positivo P8/P10
63 Positivo Gl Positivo P8/P10
64 Positivo Gl Positivo NT
65 Positivo Gl Positivo P8/P10
66 Positivo Gl Positivo NT
67 Positivo Gl Positivo P6/P8/P10
68 Positivo Gl Positivo P8
69 Positivo Gl Positivo P8
70 Positivo G12 Positivo P4/P6/P8
71 Positivo G1/G2 Positivo P4/P6
72 Positivo Gl Positivo P8
73 Positivo Gl Positivo P6/P8
74 Positivo Gl Positivo P4/P6
75 Positivo Gl Positivo P4/P8
76 Positivo G9 Positivo NT
77 Positivo Gl Positivo P8/P9
78 Positivo Gl Positivo P6/P11
79 Positivo Gl Positivo P8/P9

92



(o] 0 [o]

Rotavirus ¢ | VPT1°PCR | Gorciipo @) | VP4 1°PCR | (Ganctipo)
80 Positivo G4 Positivo P4/P6/P8
81 Positivo G1 Positivo P4/P6/P11
82 Positivo G1 Positivo P8
83 Positivo Gl Positivo NT
84 Positivo G1 Positivo NT
85 Positivo G1/G2 Positivo NT
86 Positivo G1 Positivo NT
87 Positivo Gl Positivo P8
88 Positivo Gl Positivo NT
89 Positivo G2/G12 Positivo P4
90 Positivo Gl Positivo NT
91 Positivo Gl Positivo P8/P9
92 Positivo Gl Positivo P4/P6
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Corte

Amostra (nt) Genotipo | N° Acesso Pais Query | ldentidade
JQ693567 Brasil 100% 99%
4 150-631 P[6] JQ693566 Brasil 100% 99%
HQ392119 | Bélgica 100% 99%
5 27-620 P[8] HM773747 EUA 100% 99%
o 29622 [6] JQ693567 Brasil 100% 99%
JQ693566 Brasil 100% 99%
10 20.623 P[6] JQ693567 Brasil 100% 99%
JQ693566 Brasil 100% 99%
1 28.622 P[g] HQ392119 | Bélgica 100% 99%
HM773747 EUA 100% 99%
DQ005122 Bélgica 99% 98%
1 -62 P
> 30-620 [61 HQ405382 | Madagascar 99% 98%
JX154455 B. Faso 99% 99%
16 31-627 PL4] JX154454 B. Faso 99% 99%
JQ693567 Brasil 99% 99%
20 33-629 PLe] JQ693566 Brasil 99% 99%
JQ693567 Brasil 100% 99%
22 175-624 PLe] JQ693566 Brasil 100% 99%
JQ693567 Brasil 100% 99%
28 30-623 PLE] JQ693566 Brasil 100% 99%
JQ693567 Brasil 99% 99%
2 -631 P
3 36-63 [6] JQ693566 Brasil 99% 99%
33 35-626 P[8] HQ392119 Bélgica 100% 99%
HM773747 EUA 100% 99%
JQ693567 Brasil 99% 99%
3 35-631 PL6e] JQ693566 Brasil 99% 99%
JQ693567 Brasil 100% 99%
38 32625 PI6] JQ693566 Brasil 100% 99%
39 - - - - - -
JQ693567 Brasil 99% 99%
43 193-627 PLe] JQ693566 Brasil 99% 99%
45 - - - - - -
JQ693567 Brasil 99% 99%
4t 34-630 | PI6] 30603566 | Brasi 99% 99%
JQ693567 Brasil 99% 99%
49 56-631 | PI6] 0603566 | Brasi 99% 99%
HQ392119 | Bélgica 100% 99%
50 20-621 | PIS]  MoN7737a7 [ EUA 100% 99%
JQ693567 Brasil 100% 99%
51 34-627 PLE] JQ693566 Brasil 100% 99%
HQ392119 | Bélgica 100% 99%
52 38-622 P[] HM773747 EUA 100% 99%
HQ392119 | Bélgica 100% 99%
53 30-622 P[] HM773747 EUA 100% 99%

6.4. Resultados preliminares obtidos por BLAST ap0s sequenciacao
dos produtos amplificados de VP4
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Corte

Amostra | (" | Genotipo | N° Acesso Pais Query | Identidade
4| 3026 | PIO]iGeosens | mras | oo | oot
5 | 3027 | PO iGeosens | mrasi | oo | oo
© | 02 | P8 sy eoa o0 oo
1| o8 | PO yinirrsrar | e0A | io0% oo
| 062 | PO igeosens | el | oo | oo
9 | 4027 | PO igeosens | s | oo | oo
0 | 8026 | PO iGeosens | mrasi | oo | oot
61| 028 | PO igeosens | mras | oo | oo
ot | seos | e |0ST | Bresl [ owh | 90%
5 | o2 | PO yinirsrar| —eoA | io0% oo
o | 0 | PO yirsrar| oA io0% oo
1| w2 | POl | -Seusens | erasi | to0% | oo
0| 4o | PO igeosens | s | 100 | oo
| s | PU) it b o | o0 | oo
| e | PO igeosens | sl | 1000 | oo
| o | P eionts | b | oo | oo
| 5625 | POl |-Geusens | erasi | oo | oo
0 | 5625 | POl |-Geusens | prasi | to0% | oo
1| 2714569 | PO | -SGessens | prasi | o000
o | 2o | PO eonts | e | oo oo
0 | 64 | PU0iidie 5o | oo | oo
0 | 4062 | PO iGeosens | prasl | o0 | oo
i e I o T
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6.5. Resultados preliminares obtidos por BLAST ap0s sequenciacéo
dos produtos amplificados de VP7

Amostra | Corte (nt) | Gendtipo | N° Acesso Pais Query | Identidade
¢ | BI0 | G2 oS | oo | oo
S| W | G oo | EUA | o0 | oo
T e M 71 V- 3
-
Ry R
i sl -
15 | 2 | 6l e | o | ow
16 | 95 | 6 5l b e | owe | ow
2 | &M | 68 s e | owi | ome
s | am | o [ ree o
w | ar | o | ool Akm o
i B - - B
B | e840 | Gl Eiaor T Crina | oo | owe
B | 270 | G ads e o | ow
| 200 | G2 oo S Lanka |00 | oo
8| W | Gl el e o | ow
45 - - - - - -
v | o | meme ST
0 [ | o |l [ Amam e
o | e | o ool Amam o

0, 0,
o | wm | o [omiw A oo T

0, 0
% | wms | o |howis [ A oo oo
5 | mme | o [howis [ A oo oo
| s | o1 || At o
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Amostra | Corte (nt) | Genotipo | N° Acesso Pais Query | Identidade
s | am | o |[lowmw | A | s | s
w | ww | o |howi A oo
o | o | o | oo [ Akmam [ ove T
o | s | o | ool Akmi e
o | ww | o [THeprl e [lom [
o | e | o ool Amm ose
o | wm | o [l [ Aeei s
o | o | o || mmen am o
v | am | o |l rwe o [
n | mes | o [perEres o o
| e | o |l At | o
5 | s | o |l At [
o | | e |t AT [ooe oo
o | s | ow [T e o T
w | e | o | hows [ Ak oo T
5 | e | o | At oo
% | o | o |l A oo
o | e | o |l e o o
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