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RESUMO

As gastrenterites sdo uma das principais causas de doenca infantil em todo mundo. Estudos epidemiolégicos detectaram
adenovirus em 2% a 22% dos casos de diarreia aguda infantil em hospitais e ambulatérios clinicos. Eles séo responsdveis
por 50% dos casos de intussuscepcéo intestinal pedidtrica. O objetivo do estudo foi detectar a presenca desses virus nas
amostras fecais de 380 criancas menores de 3 anos de idade, com quadro de gastrenterite, em Belém, Estado do Pard,
Brasil, com énfase no sorotipo 40/41. As amostras foram provenientes de um estudo de vigilancia hospitalar e
ambulatorial realizado pelo Instituto Evandro Chagas no periodo de marco a setembro de 2003. Foram usadas as
técnicas de EIA e imunocromatografia para triagem; e cultura de células e PCR para tipagem. Os adenovirus foram
encontrados em 6,3% (24/380) das amostras. J&a o adenovirus entérico estava presente em 3,7% (14/380) das amostras
testadas, equivalendo a 58,3% (14/24) dos casos positivos, o que demonstrou que esse virus é causa de grande parte dos
casos de gastrenterites em criancas. A técnica mais sensivel foi a PCR, sendo capaz de definir sorotipos de cinco amostras
que estavam sem definicdo. Os adenovirus entéricos predominaram na faixa etéria de 18-24 meses e o maior nimero de
casos ocorreu no més de marco de 2003, com tempo de hospitalizacdo de maior frequéncia em torno de seis dias. Os
resultados obtidos neste estudo confirmam a circulagéo desse virus na Cidade de Belém, demonstrando a importéncia
deles como causa de gastrenterite em criangas.

Palavras-chave: Gastrenterite; Adenovirus Humanos; Reacéo em Cadeia da Polimerase.

INTRODU(;AO Os adenovirus entéricos (AdEs) integram a familia
Adenoviridae, género Mastadenovirus, subgénero F,
compreendendo os sorotipos 40 e 41. Admite-se que o
mecanismo bdsico de transmissdo desses agentes virais
ocorra de pessoa a pessoa, via fecal-oral, instalando-se
em células epiteliais do trato gastrintestinal, considerando-
se, ainda, que o trato respiratério possa constituir uma
fonte de infeccao™’.

As gastrenterites agudas constituem um problema de
impacto mundial em termos de satde publica. Isso é
especialmente grave nos paises em desenvolvimento, onde
as doencas diarreicas representam fator muito importante
de mortalidade infantil, atingindo principalmente menores
de 5 anos de idade'*”.

Dados demogrdficos apontam que a taxa de
mortalidade infantil em Belém, no ano de 2000, era de
27,2 para cada mil nascidos vivos, sendo que grande parte
desses o6bitos ocorreu por doenca diarreica,
principalmente entre os menores de 1 ano de idade”.

As gastrenterites causadas por AdEs apresentam
evolucdo de cinco a 12 dias, ocorrendo diarreia aquosa,
vémitos, hipertermia moderada e desidratacéo leve. Sao
de gravidade moderada, embora um caso de ébito |4
tenha sido relatado’. Manifestaces respiratérias também
podem aparecer. Os AdEs acometem individuos menores
de 2 anos de idade’. Em adultos, as infeccoes por
adenovirus tém cardter esporddico, sendo responsdveis
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se ao fato de serem eles os causadores de 50% dos casos
de intussuscepcdo intestinal pedidtrica, produzindo
hipertrofia das placas de Peyer, o que atuaria como ponto
de partida para a obstrucdo e, consequentemente, a
intussuscepcdo ' (Figura 1).

Fonte: Secdo de Microscopia Eletrdnica do Instituto Evandro Chagas.

Figura 1 — Adenovirus ndo entérico: micrografia eletrénica de
particula viral do Projeto Vigiléncia

Em um estudo realizado na Cidade de Séo Luis, Estado
do Maranhdo, com 245 amostras diarreicas e ndo
diarreicas, obteve-se um total de 21 casos positivos para
adenovirus (8,6%), os AdEs foram detectados em 3,3% das
amostras (8/243) e os adenovirus néo entéricos (AdNE)
estavam presentes em 5,3% das amostras (13/245)"".

Em todo o mundo |4 se reconhece a importancia do
rotavirus entre as gastrenterites infantis. No entanto, ainda
hd& caréncia de estudos a respeito dos adenovirus enfre as
causas de diarreia aguda em criancas.

O presente trabalho, portanto, visa detectar a presenca
de adenovirus em fezes provenientes de 380 criancas
diarreicas que participaram de um estudo de vigilancia
hospitalar em Belém, Pard; obter dados a respeito da
circulacéo desse virus em nossa Cidade; e, com isso,
alertar a populacéo, particularmente pesquisadores e
médicos, para a importéncia desses virus.

MATERIAIS E METODOS
TECNICAS EMPREGADAS

O grupo estudado envolveu 380 criancas que
participaram de um estudo de vigilancia hospitalar/
ambulatorial no periodo de marco a setembro de 2003.
Todas essas criancas encontravam-se com quadro de
gastrenterite moderada a grave, sendo as amostras fecais
coletadas a niveis ambulatorial e hospitalar.

Inicialmente, as suspensées fecais a 8% foram testadas
pela técnica de EIA, utilizando-se o método Premier
Adenoclone (Meridian Bioscience, Ohio, EUA). O método
continha uma microplaca de poliestireno com vérios
orificios sensibilizados com antficorpos monoclonais
especificos dirigidos contra os antigenos hexon reativos de
grupo, portanto compartilhado por todos os adenovirus
humanos, caninos, suinos e bovinos, entre outros .

Todas as amostras positivas obtidas pelo EIA foram
sorotipadas para adenovirus entérico por meio do kit
Premier Adenoclone® Type 40/41, proveniente do
laboratério Meridian Bioscience (Ohio, EUA). Esta técnica
tem o mesmo fundamento do EIA global, mas se destina a
detectar apenas os antigenos especificos da porgéo hexon
de AJE 40/41, com metodologia semelhante a do anterior.

Num segundo momento, 286 amostras foram testadas
pela técnica imunocromatogrdfica. Para este ensaio foi
utilizado o kit Adeno-Strip, do laboratério Coris
BioConcept (Gemblux, Bélgica). Este teste consiste na
utilizacdo de fitas reativas contendo uma membrana de
nitrocelulose, a qual possui particulas coloidais e
especificas do anticorpo monoclonal de rato, dirigidas
contra os antigenos hexon dos grupos A a F dos
adenovirus, e um antissoro polivalente de cabra anti-lgG
derato".

Os espécimes positivos pelo EIA e pelo ensaio
imunocromatogrdfico foram tipados por meio da reacéo
em cadeia da polimerase (PCR). A extracdo do DNA viral
foi feita utilizando-se o kit QlAamp® DNA Stool Mini kit
(50), fabricado pelo laboratério QIAGEN Inc (Valencia,
EUA).

Para a reacéo de PCR espécie-especifico utilizaram-se
. K . . 14
iniciadores (primers) consensuais, descritos notabela 1.

Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos para amplificacéo pela reacéo
em cadeia da polimerase do DNA de adenovirus

Espécie  Iniciadores  Sequéncia dos iniciadores (5'—>3)  Posicdo no genoma  Amplicon (pb)

A HsgAl AAG GTG TCA ATY ATG TTTG 19296 - 19314 299
HsgA2 ACG GTT ACT TKT TT 19581 - 19593

B HsgB1 TCT ATT CCC TAC CTG GAT 20352 - 20369 465
HsgB2 ACT CTT AAC GGC AGT AG 20800 - 20816

C HsgC1 ACC TTT GAC TCT TCT GT 21051 - 21071 269
HsgC2 TCCTTG TAT TTA GTATC 21307 - 21323

D HsgD1 CCATCATGT TCG ACT CCT 19923 - 19940 331
HsgD2 AGG TAG CCG GTG AAG CC 20237 - 20253

E HsgE1 GAC TCT TCC GTC AGC TGG 20440 - 20457 399
HsgE2 GCT GGT AAC GGC GCT CT 20822 - 20838

pb = pares de base; Y = C/T; K = G/T.



Muller ECA, et al. Ocorréncia de adenovitus em criancas com gastrenterite aguda grave

O produto de amplificacéo da PCR foi analisado por
eletroforese horizontal (120 volts por 35 min) em gel de
agarose a 1%, utilizando tampédo TBE 0,5X pH 8,4. Apés a
eletroforese, o gel foi corado em solucdo de brometo de
etidio a 0,5 pug/mlL durante 30 min. A visualizacdo dos
amplicons foi efetuada em transiluminador de ultravioleta
e fotografada em sistema de captura de imagem. Utilizou-
se como padréo de peso molecular o "DNA Ladder" de 123
pares de base (pb).

Todas as amostras de AANE foram encaminhadas para
a via cldssica de identificagdo viral, ou seja, inoculacdo em
células HEp-2"°. Foi realizada a inoculacéo de 0,2 mL da
amostra de suspensdo fecal na proporcéo 1:8, com
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AdNEs, em tubos de poliestireno com células HEp-2 em
monolayer, mantidas com 1 mL (em cada tubo) de meio
minimo de manutengdo, o qual continha solucdo de sais
balanceados (BSS), bicarbonato de sédio, sais de "Hanks",
L-glutamina, aminodcidos ndo essenciais e essenciais,
vitaminas, coenzimas, hormdnios, dcidos nucleicos e
derivados e 5% de soro bovino fetal.

As células foram mantidas a 37° C em atmosfera
Umida e observadas diariamente ao microscépio ético
invertido, com o objetivo de visualizar o efeito
citopatogénico (ECP). Como controle negativo utilizaram-
se tubos ndo inoculados de HEp-2 da mesma passagem
(Figura 2).

S s RNy N
Fonte: Secdo de Virologia do Instituto Evandro Chagas.

A e B = monolayer normal de células HEp-2 em objetivas de 5x e 10x, respectivamente; C e D = efeito citopatogénico de AANE. Observa-se a formacéo
de cachos entre as células, seus arredondamento e destacamento, em obijetivas de 5x e 10x, respectivamente. Figuras observadas em microscopia ética.

Figura 2 - Efeito citopatogénico

Rev Pan-Amaz Saude 2010; 1(3):49-55
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A identificac@o dos tipos de adenovirus ndo entéricos
(Ad1 a Ad8) ocorreu por meio de soroneutralizagdo.
Foram utilizados dois tubos de cultura de HEp-2 para cada
tipo viral e uma mistura contendo 0,25 mL de antissoros
tipo-especificos adicionados ao mesmo volume da "dose-
desafio" (dose Challenge), obtida na ocasido da titulacéo.
Os tubos foram incubados por 1 h & temperatura ambiente
e, apds, inoculados 0,2 mL por tubo. A identificacéo viral
foi possivel observando-se a auséncia de efeito
citopatogénico devido & neutralizacdo do antigeno pelo
anticorpo, demonstrando ser esse o tipo especifico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os adenovirus foram detectados em 6,3% (24/380)
das amostras testadas por EIA e/ou imunocromatografia e,
dentre estas, os AdEs corresponderam a 3,7% (13/380) do
total, portanto parcela expressiva das amostras testadas.
Os adenovirus foram detectados em 7% (18/257) dos
espécimes testados por EIA e em 7,3% (20/286) por
imunocromatografia. Dentre as amostras testadas por
ambas as técnicas, os adenovirus foram encontrados em

9,1% (15/164) dos casos.

Os testes de ELISA e imunocromatografia especifico
para a deteccdo de adenovirus entérico (40/41) foram
realizados nas 24 amostras positivas obtidas por ambas as
técnicas, sendo que 12 reagiram para AdE por EIA, dez por
imunocromatografia e 14 por PCR (Figura 3).
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Figura 3 — Algoritmo exibindo todas as metodologias utilizadas e
resultados obtidos

Estudos realizados em outras localidades
apresentaram um percentual de AJE menor do que o
encontrado nesta pesquisa: Rio de Janeiro, Niterdi,

Rev Pan-Amaz Saude 2010; 1(3):43-47

Londrina e Juiz de Fora indicaram positividade de 1,55%"°.
Esses virus também foram detectados em percentuais
comparativamente mais elevados na China (2,6%), no Iré
(6,7%) e na Alemanha (14%), envolvendo criancas
diarreicas hospitalizadas'”'®", assim como em um estudo
realizado no nordeste da Nigéria, que registrou
positividade de 23% quanto & presenca de adenovirus™.
Vale ressaltar que as diferencas observadas entre os
estudos devem-se ao fato de que as amostras do nosso
estudo foram provenientes de criancas com quadro de
gastrenterite moderada a grave; logo, antecipavam-se
taxas mais elevadas de positividade para os AdEs.

Os AdNEs estavam presentes em 2,6% (10/380) das
amostras, equivalendo a 41,6% (10/24) das positivas.
Dentre as amostras negativas para AdE que foram
inoculadas em cultura de células, em cinco destas néo
foram observadas alteracées morfolégicas especificas que
sugerissem a replicacdo de adenovirus. J& nas outras cinco
amostras néo se verificou o efeito citopatogénico. Estas
amostras foram tituladas e a soroneutralizagéo apontou
que trés eram adenovirus do tipo 2; as demais ndo foram
neutralizadas por nenhum dos antissoros utilizados (1 a 8)
devido & possivel presenca de outro tipo de adenovirus ou
mesmo de um agente viral difuso. Os espécimes
provenientes deste estudo foram previamente testados
quanto & presenga dos rotavirus. Analisando-se os
resultados obtidos, observou-se a presenca de trés casos
de infeccdo mista envolvendo rotavirus e adenovirus.

O teste de PCR foi realizado em 24 amostras
utilizando-se os primers A (sorotipos 12, 18 e 31), B (3, 7,
11,14,21,34,35e50),C(1,2,5¢6),D(8,9,10,13¢
15) E (4) e F (40 e 41). Os resultados indicaram 14
amostras positivas para o primer F (3,7% — 14/380), cinco
positivas para o primer C (1% —4/380), um para o D e um
para o E. Uma amostra mostrou-se positiva para os
primers C e F, sugerindo coinfeccdo por AJE e AdNE,
respectivamente. Um total de quatro amostras néo foi
tipado por nenhum dos primers testados (Figura 4).

Ndo tipadas

16,7%

CeF
42% —

N

F
54,2%

Figura 4 — Resultados PCR: amostras positivas para adenovirus
testadas por PCR, de um total de 24 amostras



Os dados obtidos por PCR s@o semelhantes aos de um
outro estudo realizado nos estados do Rio de Janeiro e
Bahia, com 3.060 amostras de criangas hospitalizadas
com sinfomas de gastrenterite, no qual obteve-se 2% de
amostras positivas por PCR; destas, 65% foram positivas
frente ao primer F. Vdrios casos de coinfeccéo foram
detectados; dentre estes, o F/C, que também foi
observado no nosso estudo”.

Observaram-se frequéncias de positividade
compardveis entre criancas dos sexos masculino 6,4%
(13/203) e feminino 5,3% (9/169). Em duas amostras ndo

foram disponibilizados dados sobre os sexos das criangas.

Quanto & distribuicdo por faixa etdria, observou-se
maior percentual de positividade na faixa de 18-24 meses
para os adenovirus em geral, correspondendo a 5% (3/60)
de casos positivos para os AdEs e 6,6% (4/60) para os
AdNes, do total de criancas nesta faixa etdria (Tabela 2). A
maior frequéncia nesta faixa etdria também foi registrada
em outros estudos compreendendo criancas menores de 4
anos de idade. Em um estudo realizado no Estado do
Maranhéo, envolvendo criancas de até 5 anos de idade, a
faixa etdria mais acometida pelo AJE foi a de 12-18
meses, com um percentual de 14,3%. Tal diferenca pode
ser justificada face & faixa etdria diferente, se
considerarmos o estudo em Belém.

Tabela 2 — Frequéncia de adenovirus de acordo com a
faixa etdria das criangas provenientes de
Belém, Pard. Marco a setembro de 2003

Faixa Etdria AdE / Total ~ AdNE / Total
0 a 6 meses 3,1% (1/32) 0%
6 F 12 meses 3,6% (4/111)  2,7% (3/111)

12 F 18 meses 2,8% (3/105) 1,9% (2/105)

18 F 24 meses 5% (3/60) 6,6% (4/60)

4,7% (3/64) 0%

Acima de 24 F meses

Né&o consta data de nascimento 0% 25% (2/8)

Total 3,7% (14/380) 2,9% (11/380)

AdE = adenovirus entérico; AANE = adenovirus ndo entérico.

Quanto a distribuicéo temporal dos AdEs, o periodo de
maior percentual ocorreu em marco, com 10% (2/20) dos
casos positivos, seguido pelos meses de junho, com 6,6%
(4/60), maio, com 3,38% (2/59), agosto, com 3,33%
(2/60) e abril, com 1,75% (1/57). Quanto aos AdNEs,
observou-se maior prevaléncia em agosto, com 7%
(4/60), seguindo-se os meses de abril, com 5,26% (3/57),
maio, com 3,38% (2/59) e julho, com 3% (2/65). Este
discreto aumento de AdE em marco pode talvez ser
associado ao maior indice de precipitacdo pluviométrica,
na regido. Cabe ressaltar, entretanto, ndo haver evidéncia
de sazonalidade para este virus em diversas investigacoes

conduzidas em paises de clima temperado, onde se

. Je N . . ~ 23,2425 .
configurou um caréter endémico da infeccdo . No Rio
de Janeiro e na Bahia também néo foi observada variacéo
sazonal significativa®.

Considerando a dgua ingerida pelas criancas, foi
observado um perfil compardvel de casos positivos dentre
as que ingeriam dgua mineral, com 7,8% (11/141), e
dgua da torneira, com 6,0% (13/215) dos casos positivos.
De inferesse foi o fato de que nenhum caso positivo para
adenovirus entérico se manifestou entre as criangas que
apenas se alimentavam do leite materno, sugerindo
protecdo. Entretanto, tal aspecto pode relacionar-se &
faixa etdria.

Analisando a alimentacéo das criancas, foi observado
um maior nimero de casos positivos para adenovirus
entérico entre aqueles que ingeriam leite materno e
também alimentacdo artificial, com 7,69% dos casos
(1/13). J& os adenovirus ndo-entéricos foram mais
frequentes nas criancas que ingeriam somente leite
materno, com 7,7% (1/13) dos casos positivos. Este dado
sugere que a mde pode ter transferido para o bebé parte
das suas imunoglobulinas contra o adenovirus durante a
amamentacdo. Ressalte-se a aparente inexisténcia de
investigacdes pregressas devidamente publicadas,
abordando a ocorréncia de estudos em relacdo a
alimentacéo oferecida & crianca.

Em nosso estudo, os adenovirus foram detectados em
9,1% (15/164) dos casos utilizando-se ambas as técnicas,
ou seja, EIA e imunocromatografia. Comparando-se as
técnicas de EIA e imunocromatografia, o teste
imunocromatografico mostrou sensibilidade de 83,3% e
especificidade de 96,2%. Observou-se que esse teste
demonstrou-se bastante satisfatério para triagem de
adenovirus; no entanto, tal sensibilidade aparentemente
néo se repete na deteccdo de AdEs. Portanto, esse estudo
sugere que o teste imunocromatografico, como recurso de
triagem, pode ser utilizado na rotina laboratorial para o
diagnéstico de adenovirus em criancas com gastrenterite.

Comparando-se a sensibilidade das técnicas
uvtilizadas neste estudo, néo foi observada uma
concordéncia total entre os resultados obtidos por EIA,
imunocromatografia, cultura de células e PCR. A técnica
de PCR mostrou-se mais sensivel que as demais, seguida
pelo EIA, imunocromatografia e cultura de células.

Os dados obtidos em relacdo ao tempo de
hospitalizacdo mostram que as criancas com AdE
passaram em média seis dias infernadas e aquelas com
AdNe permaneceram hospitalizadas em média por trés
dias.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a
circulac@o desses virus na Cidade de Belém, Estado do
Pard, demonstrando a importéncia deles nas infeccées em
criancas e causando gastrenterite.
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Detection of adenoviruses in children with severe acute gastroenteritis in the City of
Belém, Para State, Brazil

ABSTRACT

Gastroenteritis is one of the major childhood diseases worldwide. Epidemiological studies have detected adenoviruses in
2% to 22% of cases of acute infantile diarrhea in hospitals and outpatient clinics. Adenoviruses are responsible for 50% of
cases of pediatric intestinal intussusception. The aim of this study was to detect the presence of these viruses in stool samples
from 380 children younger than 3 years old with symptoms of gastroenteritis in the City of Belém, Pard State, Brazil, with an
emphasis on serotype 40/41. The samples came from a surveillance study conducted by the hospital and outpatient clinic
of the Instituto Evandro Chagas from March to September 2003. We used EIA and an immunochromatographic technique
for screening, and cell culture and PCR for typing. Adenoviruses were found in 6.3% (24/380) of the samples. Enteric
adenoviruses were present in 3.7% (14/380) of tested samples, which corresponded to 58.3% (14/24) of positive cases.
This demonstrated that this virus is the cause of the majority cases of gastroenteritis in children. The most sensitive technique
was PCR, which was able to define the serotypes of five samples that were not defined by other methods. Enteric
adenoviruses predominated in the age group of 18-24 months, and the highest number of cases occurred in March 2003.
The average time of hospitalization was approximately six days. The results of this study confirm the circulation of the virus in
Belém, demonstrating the importance of adenoviruses as a cause of gastroenteritis in children.

Keywords: Gastroenteritis; Human Adenovirus; Polymerase Chain Reaction.

Ocurrencia de adenovirus en nifos con gastroenteritis aguda grave en la Ciudad de
Belém, Estado de Pard, Brasil

RESUMEN

Las gastroenteritis son una de las principales causas de enfermedad infantil en todo el mundo. Estudios epidemiolégicos
detectaron adenovirus en 2% a 22% de los casos de diarrea aguda infantil en hospitales y dispensarios clinicos. Los
adenovirus son responsables por 50% de los casos de intususcepcién intestinal pedidtrica. El objetivo del estudio fue
detectar la presencia de estos virus en las muestras fecales de 380 nifios menores de 3 afos de edad, con cuadro de
gastroenteritis, en la Ciudad de Belém, Estado de Pard, Brasil, con énfasis en el serotipo 40/41. Las muestras eran
provenientes de un estudio de vigilancia hospitalaria y ambulatoria, realizado por el Instituto Evandro Chagas en el periodo
de marzo a setiembre de 2003. Se usaron las técnicas de EIA e inmunocromatografia para la seleccién, y cultivo de células
y PCR para tipado. Los adenovirus fueron encontrados en 6,3% (24/380) de las muestras. Ya el adenovirus entérico estaba
presente en 3,7% (14/380) de las muestras analizadas, lo que equivale a 58,3% (14/24) de los casos positivos, lo que
demostré que ese virus es causa de gran parte de los casos de gastroenteritis en nifios. La técnica mds sensible fue la de
PCR, que fue capaz de definir serotipos de cinco muestras que estaban sin definicién. Los adenovirus entéricos
predominaron en la franja etaria de 18-24 meses y el mayor nimero de casos ocurrié en el mes de marzo de 2003, con
tiempo de hospitalizacién de mayor frecuencia en torno a seis dias. Los resultados obtenidos en este estudio confirman la
circulacién de ese virus en la Ciudad de Belém, demostrando su importancia como causa de gastroenteritis en nifios.

Palabras clave: Gastroenteritis; Adenovirus Humanos; Reacciéon en Cadena de la Polimerasa.
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