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RESUMO: Os resultados obtidos na identificacdo de rotavirus, usando a
técnica da contraimunoeletroforese, com 162 ainostras de feses de criangas com
quadros diarréicos agudos, mostram uma distribuicdo percentual de positividade
de 7121%, T1,1% e 66,6% em diferentes grupos etdrios de 6 a 8 meses até um

ano de idade.

UNITERMOS :  Rotavirus (Orbivirus). Imunoeletroforese. Diarréia infantil.

INTRODUCAO

A gastroenterite infantil ndo bacteriana,
gastroenterite viral infantil, ou gastroente-
rite viral B é uma entidade etiologicamente
bem definida, em que particulas virais de
65 a 75 nm tém sido, encontradas na maior
parte dos pacientes por microscopia eletro-
nica, quando examinados os extratos fecais
pUr esta téCniCa 3—.*.]'.3.13.1li_'..".!.!l?,fi],v"if{’

Estas particulas sdo hoje conhecidas pela
designacdo de rotavirus 4. Estudos feitos
por Kapikian e col. 22, utilizando a reacido
de fixacdo do complemento, demonstraram
ser os rotavirus agentes relativamente
ubiquitdrios, pelo menos, nas areas em que
aqueles autores fizeram os levantamentos
sorologicos.  Os rotavirus podem infectar,

* Pesquisa financiada pelo Departamento

além do homem, outros animais, como bo-
vinos 2547 equinos 1539 ovinos 32,  porci-
nos s, murinos 2% e leporinos®, ja sendo
possivel identificar de que espécie foram
isolados utilizando-se provas de neutraliza-
c¢do s+, Utilizando como antigeno, uma
cépa bovina de rotavirus (N. C. D. V.),
Kapikian e col.2t demonstraram, sorologica-
mente, a infeccdo de criangas por rotavirus
humanos.  Esta relacdo antigénica entre
rotavirus humanos e bovinos tem aplicac¢ies
praticas de grande valia. considerando-se
a viabilidade de replicacdo dos rotavirus
bovinos em culturas celulares. Os métodos
de diagnostico utilizados para a identifi-
cacdo de rotavirus vao desde a visualizagao

d e Assisténcia a Infancia ¢ Maternidade da Secre-

taria de Educagio da Prefeitura Municipal de S&do Paulo.

** Do Departamento de Microbiologia e Imunologia do

USP — “Setor Saude Publica” — Av., Dr.
*#* Do Departamento de Saude Materno-Infantil
Sdo Paulo, SP —

Av. Dr, Arnaldo, 715 —

Instituto de Ciéncias Biomédicas da

Arnaldo, 715 — Sdo Paulo, SP — Brasil.

da Faculdade de Saude Publica da USP —

Brasil,

99



CANDEIAS. J. A. N. et al

diarréia infantil. Rew. Saide publ., S. Paulo.

Identificacdo por contraimunoeletroforese de
12:99-103,

rotavirus em casos de
1978,

das particulas virais por microscopia ele-
tronica 775 e imunoeletromicroscopia 2’ até
a identificacdo de antigenos por imunofiuo-
rescéncia =, e contraimunoeletroforese 347 a
pesquisa de anticorpos pode ser feita por
fixacdo do complemento 21, neutralizacdo v e
imunofluorescéncia.=?

No presente trabalho apresentan-se os
resultados obtidos com a utilizacao da téc-
nica da contraimunoeletroforese no diag-
néstico da gastroenterite viral B.

MATERIAL E METODOS

Amostras de fezes

Foram estudadas 164 amostras de fezes
obtidas de criangas com quadros diarréicos
agudos. A colheita foi feita com zaragatoa
estéril conservada em meio de transporte
especial*, os extratos para exame foram
preparados segundo técnica descrita por
Bishop e cols e conservados a-20°0 C, até
ulterior utilizagdo.

Soro anti-rotavirus

A c¢épa “Compton-England” de virus da
diarréia de vitelos, cedida pelo Dr. T. H.
Flewwtt, foi cultivada em culturas de rim
de bovino e purificada pela  técnica de
Bishop e col®, sem ultracentrifugacgo em
gradiente de sacarose. O material obtido,
depois de misturado com adjuvante completo
de Freund, foi utilizado para a imunizacio
de «cobaias, por via subcutidnia, em ftrés
inoculacdes de 0,5 ml com 15 dias de inter-
valo; o soro obtido na sangria de prova,
feita no 450 dia, permitiu estabelecer a
identidade dos anticorpos frente a extratos
fecais humanos com provas de difusdo em
agar positivas para um soro padrio anti-
rotavirus, para soros humanos convalescen-
tes, oriundos de casos de gastroenterite
infantil e para soros de bovinos adultos
com anticorpos precipitantes para a cépa
“Compton-England”.

Precision
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Contraimunocletroforese

A contraimunoeletroforese foi feita em la-
minas de vidro (5,0 x 7,5 ¢m) cobertas com
6 ml de agar a 0,99, preparado em tampao
de veronal acetato pH 8.6 e forc¢a i6nica igual
a 0,1 o Em cada lamina foram feitas
depressoes com didmetro de 3 mm. sepa-
radas entre si de uma distdncia de 3 mm.
de modo a obter-se um padrao de duas filei-
ras duplas de 6 depressoes; em cada lamina
podiam, deste modo, testar-se 12 extratos
de fezes. As amostras de soro especifico,
depois de inativadas a 56°C, durante 5 min.,
foram colocadas nas depressoes dispostas do
lado do anodo, enquanto os extratos de
tezes, nao diluidos, foram colocados do lado
do catodo. A contraimunoeletroforese foi
feita com uma corrente constante de 12mA
por lamina, durante um periodo de 60 min.,
a temperatura ambiente (cerca de 24°C);
passado este tempo, as linhas de precipitado
eram, de um modo geral, perfeitamente visi-
veis, contra fundo escuro e sob iluminacao
tangencial, ndo tendo sido necessario fazer
sua coloracao.

RESULTADOS

Na Tabela apresentam-se os resultados
obtidos com as 162 amostras de fezes, se-
gundo a idade das criancas estudadas. Pode
observar-se um acentuado aumento das per-
centagens de positividade a partir da classe
de 6 a 8 meses, elevacdo esta que se marn-
tem nas classes subseqiientes.

DISCUSSAO

A visualizacdo de rotavirus por micros-
copia eletronica é um método de elevada
eficiéncia e rapidez, mas exige. obviamente.
uma aparelhagem de custo elevado. além
do que apresenta limitaches de ordem ope-
racional. quando o numero de exames dia-
rios € superior a duas dezenas, situacdo
de ocorréncia freqiiente 7.10.19.24.26,27
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TABELA

Rcesultado da contraimunoeletroforese na identificacio de rotavirus em extratos de fezes de
criangas com quadros diarréicos agudos,

Casos Positivos

|
Idade i Ne¢ Casos T T AR A 7
(meses) Estudados [
;‘ Ne | %
P 52 5 9,6
2 |— 4 48 3 6,2
A=AE 20 3 10,0
6 |— 8 11 8 72,7
8 |— 10 9 7 7,7
10 |—| 12 12 8 66,6
Total 162 34 20,9

A possibilidade de identificacdo de rota-
virus através da reacdo de fixacdo do com-
plemento ndo deve ser considerada como
promissora dado que os extratos fecais sio,
freqiientemente, anticomplementares " A
contraimunoeletroforese apresenta-se como
um método qualitativo de grande simplici-
dade e rapidez, capaz de detectar pequenas
quantidades de antigenos com mobilidade
eletroforética relativamente rédpida. Este
método tem sido utilizado com bons resul-
tados para a identificacdo de diversos anti-
genos virais 3171820 No caso dos rota-
virus a contraimunoeletroforese mostrou ser
um método rapido e econdmico, dando re-
sultados comparaveis aos da microscopia
eletronica e podendo identificar particulas
virais incompletas 26.#5,  Nossos resultados
confirmam a utilidade do referido método e,
quando analisados em termos das percen-
tagens de positividade obtidas, conforme a
Tabela, assemelham-se aos obtidos por
outros autores 10.11.35,

A Figura ilustra a identificacdo contra-
imunoeletroforética de rotavirus em 6 ex-
tratos fecais, testados em duplicata, contra
o soro anti-rotavirus preparado em cobaia
COLUNA COLUNA e contra uma mistura de soros de bovinos

adultos, que em testes prévios de difusdo

2 em gel de agar, frente a cépa “Compton-

1 England”, tinham dado uma precipitagdo

Figura — Identificagdo de rotavirus em 6 ex-  especifica. A interpretacdo dos resultados

tratos  fecais utilizando soro anti-rotavirus 4 jnequivoca e em nenhum dos testes feitos,
ohtide por imunizagdo de cobaias (coluna 1) . .

quando se usou esta mistura, se obtiveram

e uma mistura de soros de bovinos adultos - . X
(coluna 2) rea¢hes nao especificas.  Estes resultados
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sugerem, assim, a possibilidade de se usar,
como soro especifico identificador do anti-
geno do grupo rotavirus, uma mistura de
soros de bovinos adultos, onde é comum o
encontro de anticorpos que reagem com
aquele antigeno. Em relacdo a técnica de
imunofluorescéncia, Flewett sugere que se
use aquela mistura de soros de bovinos
adultos, desde que respeitadas determina-
das normas: Woode e col.3® demonstraram,
pelas provas de difusdo em gel de agar,
a presenca de um antigeno de grupo comum
aos rotavirus humanos e bovinos. Rodger
e col. 30 consideram que as diferengas exis-
tentes nas proteinas da camada externa da

capside de rotavirus humanos e rotavirus
bovinos devem ser minimas. Por outro lado,
tanto um como outro grupo de virus néo
reagem com soros anti-reovirus dos tipos
1, 2 e 3, nem com o0$ soros anti-orbivi-
rus 1. Resta a consideracdo dos corona-
virus humanos como capazes de ocasiona-
rem quadros de gastroenterite, tal como
ocorre com porcinos e bovinos, onde os
coronavirus sdo importante causa de ente-
rite. Esta consideracdo é meramente espe-
culativa, além de que os coronavirus de
bovinos ndo estdo sorologicamente relacio-
nados com os coronavirus humanos #°
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CANDEIAS, ]. A. N. [Detection of rotavirus by counterimmunoelectrophoresis in
cases of infantile diarrhea.] Rev. Saade pabl, S, Paulo, 12:99-103, 1978.

ABSTRACT: The faecal samples of 162 children with acute diarrhea were
tested by counterimmunoelectrophoresis in order to detect rotaviruses. In 72.7%,
77.7% and 66.6% of samples from children of different age groups, varying from
6 to 8 months to 1 year or older, a positive result was found.

UNITERMS : Rotavirus. (Orbivirus) Immunoelectrophoresis. Diarrhea, infantile.
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