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RESUMO : Os resultados obtidos na identificação de rotavirus, usando a
técnica da contraimunoeletroforese, com 162 amostras de feses de crianças com
quadros diarréicos agudos, mostram uma distribuição percentual de positividade
de 72,7%, 77,7% e 66,6% em diferentes grupos etários de 6 a 8 meses até um
ano de idade.
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I N T R O D U Ç Ã O

A gastroenterite i n f a n t i l não bacter iana ,
gastroenterite viral i n f an t i l , ou gastroente-
rite viral B é uma entidade etiologicamente
bem def in ida , em que partículas virais de
65 a 75 nm têm sido, encontradas na maior
parte dos pacientes por microscopia eletrô-
nica , quando examinados os extratos fecais
por esta técnica 5-8 , 12 , 13 , 16 , 22 , 27 , 31 , 33.

Estas part ículas são hoje conhecidas pela
designação de rotavirus1 4 . Estudos feitos
por Kapikian e col. 22, u t i l i zando a reação
de fixação do complemento, demonstraram
ser os rotavírus agentes relat ivamente
ubiquitários, pelo menos, nas áreas em que
aqueles autores f izeram os levantamentos
sorológicos. Os rotavírus podem i n f e c t a r ,

além do homem, outros animais , como bo-
vinos 25,37, eqüinos 15,39, ovinos 3 2 , porci-
nos 38, m u r i n o s 1 , 2 8 e lepor inos 9 , já sendo
possível iden t i f i ca r de que espécie foram
isolados utilizando-se provas de neutra l iza-
ção 34. Ut i l izando como antígeno, uma
cêpa bovina de rotavírus (N. C. D. V.),
Kapik ian e col.21 demonstraram, sorologica-
mente, a infecção de crianças por rotavírus
humanos. Esta relação ant igênica entre
rotavírus humanos e bovinos tem aplicações
práticas de grande valia, considerando-se
a v iabi l idade de replicação dos rotavírus
bovinos em cul turas celulares. Os métodos
de diagnóstico u t i l izados para a iden t i f i -
cação de rotavírus vão desde a v i sua l i zação



das par t ícu las virais por microscopia ele-
t rôn ica 7 '16 e imunoeletromicroscopia 23, até
à iden t i f i cação de antígenos por i m u n o f l u o -
rescênc ia 2 , e cont ra imunoele t roforese 1,35, a
pesquisa de anticorpos pode ser fe i ta por
fixação do complemento 21, neutralização 6 e
imunof luorescência . 2 9

No presente t rabalho apresentam-se os
resultados obtidos com a ut i l ização da téc-
nica da cont ra imunoele t roforese no diag-
nóstico da gastroenter i te v i ra l B.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras de fezes

Foram estudadas 164 amostras de fezes
obtidas de crianças com quadros diarré icos
agudos. A colhei ta foi fe i ta com zaragatoa
estéril conservada em meio de t ranspor te
especial*, os extratos para exame f o r a m
preparados segundo técnica descrita por
Bishop e col.5 e conservados a-20° C, até
ulterior utilização.

Soro anti-rotavírus

Contraimunoele tro forese

A con t r a imunoe le t ro fo re se foi f e i t a em lâ-
minas de v idro (5,0 x 7,5 cm) cobertas com
6 ml de agar a 0,9 %, p repa rado em tampão
de veronal acetato pH 8,6 e força iônica igual
a 0,1 /¿. Em cada l â m i n a fo ram fe i t a s
depressões com d iâmet ro de 3 mm. sepa-
radas en t re si de uma d i s tânc ia de 3 mm
de modo a obter-se um padrão de duas f i l e i -
ras duplas de 6 depressões; em cada l â m i n a
podiam, deste modo, testar-se 12 extratos
de fezes . As amostras de soro espec í f i co ,
depois de i n a t i v a d a s a 56°C, d u r a n t e 5 m i n . ,
f o r a m colocadas nas depressões dispostas do
lado do ânodo, e n q u a n t o os extratos de
fezes, não di luídos , foram colocados do lado
do cátodo. A con t r a imunoe le t ro fo rese foi
fe i t a com uma corrente constante de 12mA
por l âmina , duran te um per íodo de 60 min . ,
à t empera tura ambiente (cerca de 24°C);
passado este tempo, as l i n h a s de p rec ip i t ado
eram, de um modo gera l , p e r f e i t a m e n t e visí-
veis, contra f u n d o escuro e sob i l u m i n a ç ã o
t a n g e n c i a l , não tendo sido necessário f a z e r
sua coloração.

A cepa "Compton-England" de v i r u s da
d ia r ré i a de vitelos, cedida pelo Dr. T. H.
Flewwtt, foi cult ivada em cul turas de rim
de bovino e p u r i f i c a d a pela técn ica de
Bishop e col.5, sem u l t r acen t r i fugação em
gradiente de sacarose. O material obtido,
depois de misturado com adjuvante completo
de Freund, foi u t i l i zado para a imun ização
de cobaias, por via subcutân ia , em três
inoculações de 0,5 ml com 15 dias de inter-
va lo ; o soro obtido na sangria de prova ,
fe i ta no 45° dia, pe rmi t i u estabelecer a
ident idade dos ant icorpos f ren te a extratos
fecais humanos com provas de d i fusão em
agar positivas para um soro padrão ant i -
ro taví rus , para soros humanos convalescen-
tes, or iundos de casos de gastroenter i te
i n f a n t i l e para soros de bovinos adul tos
com anticorpos precipitantes para a cêpa
"Compton-England".

RESULTADOS

Na Tabela apresentam-se os resul tados
obt idos com as 162 amostras de fezes, se-
gundo a idade das cr ianças estudadas. Pode
observar-se um acentuado aumento das per-
centagens de posi t iv idade a pa r t i r da classe
de 6 a 8 meses, elevação esta que se man-
tém nas classes subseqüentes.

DISCUSSÃO

A v i sua l i zação de ro taví rus por micros-
copia e le t rônica é um método de elevada
e f i c i ê n c i a e rapidez, mas exige. obviamente
uma aparelhagem de custo elevado além
do que apresenta l imitações de ordem ope-
rac iona l , q u a n d o o número de exames diá-
rios é super ior a duas dezenas, s i tuação
de ocorrênc ia f r e q ü e n t e 7 , 1 6 , 1 9 , 2 4 , 2 6 , 2 7 .
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A possibilidade de identificação de rota-
viírus através da reação de fixação do com-
plemento não deve ser considerada como
promissora dado que os extratos fecais são,
freqüentemente , anticomplementares 26. A
contraimunoeletroforese apresenta-se como
um método qualitativo de grande simplici-
dade e rapidez, capaz de detectar pequenas
quantidades de antígenos com mobilidade
eletroforética relativamente rápida. Este
método tem sido utilizado com bons resul-
tados para a ident i f icação de diversos antí-
genos viráis 3,17,18,20. No caso dos rota-
vírus a contraimunoeletroforese mostrou ser
um método rápido e econômico, dando re-
sultados comparáveis aos da microscopia
eletrônica e podendo ident i f icar par t ículas
viráis incompletas 26,35. Nossos resultados
c o n f i r m a m a ut i l idade 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 ident i f icação contra-
imunoeletroforét ica de rotavírus em 6 ex-
tratos fecais, testados em duplicata, contra
o soro anti-rotavírus preparado em cobaia
e contra uma mistura de soros de bovinos
adultos, que em testes prévios de d i fusão
em gel de agar, f ren te à cêpa "Compton-
England", t inham dado uma precipitação
específica. A interpretação dos resultados
é inequívoca e em nenhum dos testes feitos,
quando se usou esta mistura, se obtiveram
reações não específicas. Estes resultados



sugerem, assim, a possibil idade de se usar,
como soro específico identif icador do antí-
geno do grupo rotavírus, uma mistura de
soros de bovinos adultos, onde é comum o
encontro de anticorpos que reagem com
aquele antígeno. Em relação à técnica de
imunofluorescência , Flewett sugere que se
use aquela mistura de soros de bovinos
adultos, desde que respeitadas determina-
das normas: Woode e col.39 demonstraram,
pelas provas de difusão em gel de agar,
a presença de um antígeno de grupo comum
aos rotavírus humanos e bovinos. Rodger
e col. 30 consideram que as diferenças exis-
tentes nas proteínas da camada externa da

cápside de rotavírus humanos e rotavírus
bovinos devem ser mínimas. Por outro lado,
tanto um como outro grupo de vírus não
reagem com soros anti-reovírus dos tipos
1, 2 e 3, nem com os soros anti-orbiví-
rus 1 5 , 3 8 . Resta a consideração dos corona-
vírus humanos como capazes de ocasiona-
rem quadros de gastroenterite, tal como
ocorre com porcinos e bovinos, onde os
coronavírus são importante causa de ente-
rite. Esta consideração é meramente espe-
culat iva, além de que os coronavírus de
bovinos não estão sorologicamente relacio-
nados com os coronavírus humanos 36.
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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.
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