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RESUMO

A doenca diarréica na infancia constitui um importante problema de saude publica em
Mogambique. A infec¢do pelo Rotavirus € uma das causas mais comum de diarreia
aguda grave a nivel mundial, sendo a diarreia terceira causa de morbi-mortalidade
infantil na maioria dos paises em vias de desenvolvimento e considerado responsavel
por custos elevados de assisténcia médica e de hospitalizacdo. Na regido norte de
Mogcambique, ha pouca informagéo sobre a contribuicdo do Rotavirus na etiologia das
doencas diarréicas.

No periodo de Margo de 2015 a Fevereiro 2016, foi realizado um estudo descritivo
transversal, onde foram incluidas de forma consecutiva criancas dos 0-59 meses, com
diarreia aguda internadas nos servigos de pediatria do Hospital Central de Nampula
e recolhidas amostras de fezes.Foram igualmente colhidos dados demograficos e
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clinicos através de um questionario padronizado.A deteccéo do Rotavirus foi realizada
pelo teste ELISA, no laboratdrio de referéncia de virologia do Instituto Nacional de
Saude.As amostras positivas por ELISA foram genotipadas por multiplex
transcriptase reversa, reacgao em cadeia de polimerase (RT-PCR).

Das 296 criangas incluidas, o Rotavirus foi detectado em 26.7%, (79/296) sendo
53.2% (42/79) dos positivos do sexo masculino, 73.4% (58/79) dos casos positivos
detectados foi na época fria.A distribuicdo de casos pelas faixas etarias e sua
positividade foi a seguinte: 0-6 meses, 11.4% (9/79); 7-12 meses, 50.6% (40/79)
sendo 55% masculino e 45% feminino; 13-24 meses, 32.9% (26/79); 25-36 meses,
3.8% (3/79) e 37-59 meses, 1.3% (1/79).

As 79 amostras positivas por ELISA foram genotipadas por multiplex RT-PCR. Nas
amostras submetidas a RT-PCR, foram obtidas as seguintes combinagdes binarias
mais frequentes de gendtipos 77% G1P[8], G2P[6] 15% e G9P[4] 5.0%.

O estudo reporta uma frequéncia alta de Rotavirus em Nampula. As criangas mais
afectadas foram do sexo masculino, na faixa etaria de 7-12 meses de idade.O
Rotavirus ocorre ao longo do ano com maior frequéncia no inverno, o genétipo mais
frequente foi o G1P[8].

Palavras Chaves: Diarreia, Rotavirus, Nampula, Mo¢gambique
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ABSTRACT

Diarrheal disease in childhood is an important public health problem in Mozambique.
Rotavirus infection is one of the most common cause of acute diarrhea worldwide.
Diarrhea is the third leading cause of infant morbidity and mortality in most developing
countries and responsible for high costs of medical care and hospitalization. In
northern Mozambique, there is no information about Rotavirus contribution in the
etiology of diarrheal diseases.

From March 2015 to February 2016, we conducted a cross-sectional study, in which
were included consecutively children’s for 0-59 months, hospitalized with acute
diarrhea at the pediatric services of Nampula Central Hospital. In all children stool
samples were collected. There were also collected demographic and clinical data
through a standardized questionnaire. The detection of Rotavirus was performed by
ELISA at the INS reference virology laboratory. The positive samples in the ELISA test
were genotyped by multiplex reverse transcription-polymerase chain reaction RT-
PCR.

Within 296 included childen’s, Rotavirus was detected in 26.7 % (79/296) from which
53.2% (42/79) of the positive cases were male children and 73.4% (58/79) of positive
cases detected were detected in winter. The distribution of cases by age groups and
their positivity was as follows: 0-6 months, 11.4% (9/79); 7-12 months, 50.6% (40/79)
being that male 55% and female 45%; 13-24 months, 32.9% (26/79); 25-36 months,
3.8% (3/79) and 37-59 months, 1.3% (1/79). Those samples Positive in the ELISA test
were genotyped by multiplex RT-PCR. From all 79 samples subjected to RT-PCR,
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Rotavirus genotype G1P[8] was detected in 77 % of samples, G2P[6] in 15% and 5%
in GOP[4] .

This study has shown a high frequency of Rotavirus in Nampula. The most affected
children’s were male, aged 7-12 months old. Rotavirus was detected in the two
seasons more often in the winter and the predominant circulating genotype was G1P
[8].

Key words: Rotavirus, Mozambique, Nampula
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1.INTRODUGAO

No mundo, desde a antiguidade as doencgas diarreicas continuam a ser um dos
principais contribuintes para a doenca e morte entre criangcas com menos de cinco
anos principalmente nos paises em desenvolvimento. Apesar do sucesso global na
reducao da mortalidade infantil causada por diarreia nos ultimos trinta anos esta ainda
continua sendo a terceira principal causa de morte em criangcas menores de cinco
anos. Estima-se que a diarreia seja anualmente responsavel por 525000 mortes entre
criangas menores de cinco anos de idade em todo mundo (Unicef, 2017).

A exemplo do numero de obitos, foi observado um declinio no numero de
hospitalizagdes por diarreia em todo o0 mundo. Essa redugao também foi atribuida a
implementagcdo do Programa de Controle da Doenga Diarreica (PCDD) da
Organizagao Mundial de Saude (OMS) em 1980.Apesar disso, esta enfermidade
ainda permanece como uma importante causa de hospitalizagdo entre a populacéo
infantil (Steele, 2012).

Entretanto criangas abaixo de trés anos de idade, nos paises em desenvolvimento,
experimentam em média trés episodios de diarreia a cada ano (Tate, 2012).0s dados
da OMS - supported surveillance sites, mostram que no mundo registou-se um
declinio do numero de casos de diarreia e mortes de 2010 a 2013. Este declinio de
mortes é atribuido em grande parte as campanhas mundiais de tratamento da doenca
diarreica com a Terapia de Re-hidratagdo Oral (TRO) e a melhoria das condi¢des
sanitarias.

Em 2010 a diarreia foi responsavel por 684891 mortes e o Rotavirus implicado em
38.7% ou seja em 264862 casos. Em 2013 a diarreia matou em todo mundo 575594
criangas menores de 5 anos e o Rotavirus foi implicado em 214806 ou 37.3% dos
casos segundo dados de vigilancia registados em 90 paises e 121 publicagbes em 74
paises, 0 que mostra o grande impacto negativo na saude da crianga. De notar que
85% destas mortes ocorreram em paises subdesenvolvidos principalmente na Africa
subsahariana e sul da Asia (Tate,2016). Para realizagdo deste estudo formulou-se
como objetivo geral, determinar a ocorréncia de Rotavirus em criangas dos 0-59
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meses de idade com diarreia aguda, atendidas no servigo de Pediatria do HCN e
caracterizar as amostras positivas e especificamente determinar a frequéncia de
Rotavirus nas amostras fecais de criancas menores de cinco anos de idade com
diarreia internadas e em ambulatério, no servico de pediatria do HCN em 2015,
descrever o perfil epidemiolégico dos casos de diarreia de acordo com a positividade

de Rotavirus e local de residéncia, Identificar os gendtipos de Rotavirus circulantes
em Nampula no periodo em estudo.
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2. MOTIVAGAO

Em 2015, no posto sentinela do Hospital Central de Nampula (HCN), foi feito um
levantamento de casos de diarreia em criancas de Pediatria, tendo-se verificado que
de um total de 5691 entrados no periodo de Janeiro a Maio, constatou-se que a
diarreia representava 26% (1484/5691) de casos de internamento por diarreia, o que
justifica e satisfaz os critérios de posto sentinela de acordo com a OMS.

As deficientes condigbes de saneamento do meio, os habitos culturais existentes na
populagdo de Nampula, fizeram acreditar na possivel ocorréncia do Rotavirus. A
realizacado deste estudo visa descrever o peso do Rotavirus nos casos de diarreia,
realcar a necessidade da introducdo do teste de Rotavirus na rotina clinica e
implementar accdes de saude publica.

Oferecer evidéncias cientificas através dos resultados do estudo e a possibilidade de
melhorar o sistema de vigilancia de diarreias em Nampula apartir de dados gerados
sobre gendtipos de Rotavirus circulantes na cidade Nampula. Em virtude do grande
impacto negativo de Rotavirus na saude das criangas, abrir a possibilidade de
introdugéo dos testes de diagnostico de Rotavirus (ELISA e TDR) na rotina clinica do
Hospital Central de Nampula.

Com a disponibilidade da vacina de Rotavirus, informacgdes fiaveis sobre a carga de
doenca por Rotavirus nos diferentes paises Africanos como Mog¢ambique sao
necessarias para permitir a tomada de decisbes baseada em evidéncias. A
Organizagao Mundial da Saude (OMS) tem vindo a apoiar desde 2006, os estados
membros para estabelecerem vigilancia sentinela para a diarreia por Rotavirus em
criangas menores de cinco anos de idade usando directrizes padronizados. Realizou
— se este estudo para responder a seguinte questdo: Qual é a frequéncia do Rotavirus
em criangas menores de cinco anos de idade com diarreia aguda, nos Servigos de
Pediatria do Hospital Central de Nampula (HCN)?

3.PROBLEMA

Em paises de baixa renda a doenca diarreica continua a ser uma das principais
causas de mortalidade e morbidade (Unicef, 2017). Em Mogambique, a diarreia é a
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terceira causa de morte em criancas menores de 5 anos de idade. Dados do centro
de investigacdo da Manhica do Estudo Multicéntrico Global Entérico (GEMS) indicam
que 51/681 (7.5%) criangas morrem anualmente devido a esta infeccdo (Kotloff,
2013).

Entretanto, existe pouca informacao sobre a contribuicdo de Rotavirus como causa
de diarreia em Mocambique. Dos poucos estudos realizados no pais, a maioria foram
na regiao sul e os dados obtidos nao sao representativos da populagao nacional com
o agravante de que nenhum estudo foi realizado na regido norte do pais
(Mandomando, 2007;Nhampossa, 2015; Kotloff, 2013; Langa, 2016;de Deus, 2017).
Este estudo visa fornecer dados epidemiologicos e dos gendtipos em circulagao.
Torna-se muito urgente que este estudo fornega resultados que apoiem o programa
nacional de imunizacao na identificacdo dos gendtipos circulantes e para posterior
monitoragao da dindmica de estirpes de genotipos, o0 que justifica a importancia de
ter dados cientificos.

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) recomenda que antes da implementacao de
medidas de prevengao e controle contra este agente, seja estabelecido um sistema
de vigilancia epidemiolégico baseado em postos sentinela, que permita a recolha
sistematica de informacgao de forma permanente sobre o comportamento da doenca
e 0s gendtipos predominantes, assim como a detecgao de mudangas na tendéncia
da infec¢do. Actualmente estao disponiveis varios tipos de vacinas para o Rotavirus
a nivel internacional. Em Mocambique a vacina contra Rotavirus foi introduzida em 4
de Setembro de 2015.

>

4.RELEVANCIA DO ESTUDO

Melhorar ou prover o conhecimento sobre a infeccdo pelo Rotavirus na provincia de
Nampula, reportar ao Ministério da Saude os primeiros dados sobre Rotavirus na
regiao norte do pais contribuindo para a melhoria da saude da comunidade e cuidados
das criancas com diarreia.

Contribuir para a melhoria da saude publica em particular a saude da crianga,
proporcionar informagéo para os decisores de saude publica, gerar evidéncias
melhorando o diagnodstico e assisténcia meédica, usar os dados recolhidos e
analisados, para orientar as decisbes e monitorizar o funcionamento das estratégias
de controle do Rotavirus nos programas nacionais de imunizagao.

5.REFERENCIAL TEORICO SOBRE ROTAVIRUS
5.1 Classificagao Taxonémica

Os Rotavirus pertencem ao género Rotavirus, um dos quinze membros da familia
Reoviridae.Esta familia, cujo nome deriva da palavra ou expressdao em inglés
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“‘Respiratory Enteric Orphan, foi criada em 1959 para incluir virus identificados nas
mucosas respiratorias e intestinal, sem estarem associados a doenga conhecida e
por isso designados “orphan virus”. Esta ideia esta ultrapassada actualmente mas a
designagao permaneceu. O género Rotavirus apresenta como carateristicas comuns
particulas virais icosaédricas, com varias camadas protéicas, sem involucro € um
genoma de dupla cadeia de acido ribonucléico (dsRNA) composto por 10-12
segmentos maioritariamente monocistronicos (Regenmortel, 2000).

De acordo com o Comité Internacional na Taxonomia dos Virus (ICTV), o Rotavirus &
classificado em 8 grupos distintos (de A a H), assim como de 4 subgrupos especificos
dentro do grupo "A”. Rotavirus dos grupos "A” a "C”, podem ser encontrados em
seres humanos e em animais, enquanto os Rotavirus dos grupos "D-H”, s&o limitados
exclusivamente aos animais.

O Rotavirus do grupo "A” € o mais importante para a infeccdo e a doenga em
humanos.De todas as espécies o Rotavirus "A” existe em todo mundo e é responsavel
de mais de 90% de infecgdes em seres humanos. Infecgdes por Rotavirus "A”
ocorrem ao longo da vida, a primeira geralmente produz sintomas, mas as infec¢des
subsequentes sao tipicamente leves ou assintomaticas. Rotavirus "B”, também tem
causado grandes epidemias de diarreia grave que afecta milhares de pessoas de
todas as idades na China e india é endémica. Rotavirus "C”, tem sido

associado a casos raros e esporadicos de diarreia em criangas com pequenos surtos
que ocorrem em familias (Estes, 1989).

Em 1943, Jacob Luz e Horace Hodes provaram que um agente patogénico filtravel
nas fezes de criancas com diarreia infecciosa, também causou diarreia em bovinos.
Trés décadas mais tarde, amostras conservadas identificaram o agente etiolégico
Rotavirus. Em 1973, Ruth Bishop descreveu virus relacionados encontrados em
criangas com gastroenterite (Bishop, 1973).

Em 1974, Thomas Henry Flewett sugeriu 0 nome de Rotavirus depois de observar
que, quando visto através de um microscopio electronico, uma particula de Rotavirus
parece uma roda (rota, em latim), quatro anos depois o nome foi oficialmente
reconhecido pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus. Em 1976, os virus
relacionados foram descritos em diversas outras espécies de animais. Esses virus,
todos causando gastroenterite aguda, foram reconhecidos como um patégeno
colectivo que afecta seres humanos e animais em todo o mundo.

Gendtipos de Rotavirus foram primeiramente descritos em 1980 e no ano seguinte, o
Rotavirus proveniente de amostras fecais de seres humanos, foi isolado em culturas
de células derivadas de rins de macaco pela adicdo de tripsina (uma enzima
encontrada no duodeno de mamiferos e agora conhecida por ser essencial para
Rotavirus replicar) ao meio de cultura. A capacidade de cultivar Rotavirus em meio de
cultura foi responsavel por acelerar o ritmo das investigacbes e em meados da década
de 1980 os primeiros candidatos a vacinas estavam a ser avaliados (Ward, 2008).

>
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5.2 Morfologia e Estrutura do Viriao

As particulas virais maduras dos Rotavirus sao esféricas (~100 nanémetros (nm) de
didmetro), sem invélucro, com simetria icosaédrica (T=13) e constituidas por trés
camadas protéicas concéntricas “triple layer particle” (TLP) (Figura 2) (Prasad,1988).
A camada interna € composta por 120 copias 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 didametro
(Prasad,1988).

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 gendmicos e localizam-se na
proximidade dos vértices da capside (David, 2013).

A camada intermédia é constituida por 260 trimeros da proteina estrutural VP6 (~45
kDa) que serve de ancora as proteinas da camada externa (Estes,2006). As particulas
virais com estas duas camadas “double layer particle” (DLP), ~55 nm de diametro
(Prasad,1988),sdo0 transcricionalmente activas e n&o infecciosas, contrariamente as
TLPs.

A camada externa, estabilizada por ides calcio, 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 receptores celulares, enquanto VP5 apresenta
uma regiao hidrofébica com propriedades fusogénicas e esta envolvida na penetragao
das membranas celulares (Ruiz, 2009).

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 exportacao dos transcritos de acido ribonucleico
(RNA) viral (Greenberg,2009).
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Figura 1.M-ifcrografia eletronica das péfticulas de rotavirus, Laboratorio de
Microscopia Eletrénica do Instituto Evandro Chagas.

5.3 Organizacao do Genoma ,
O genoma dos RVA consiste de 11 segmentos de Acido Ribonucleico (ARN) de dupla

fita (ARNdf) que variam em tamanho de 667 a 3302 pares de bases (pb), codificando
6 proteinas estruturais (VP1-4, VP6-7) e 5 ou 6 proteinas ndo estruturais (NSP1-6)
(Figura 2) Estes,1989).
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Figura 2.Esquema estrutural do genoma e particulas virais dos Rotavirus.

Legenda da Figura 2. A: Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) dos 11
segmentos do genoma do Rotavirus “A” simio (SA-11). B: Gel de poliacrilamida
mostrando a separagao das proteinas estruturais (NSP1 — NSP6) e ndo estruturais
(VP1 — VP4, VP6 — VP7) sintetizadas pelo Rotavirus A SA-11. C: Micrografia
electrénica de Rotavirus “A”. D: Reconstru¢édo em 3D do virion de SA-11, mostrando
a localizagao das proteinas estruturais (Ramig,2004).
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A Figura 3 mostra a fase de leitura aberta (ORF, do inglés Open Reading Frame) que
esta flanqueada pelas regides nao codificantes 3" e 5" que podem variar em
comprimento, mas que apresentam em comum pequenas sequéncias nucleotidicas,
que sao importantes sinais para a transcricdo, transporte de ARN, replicacao,
montagem ou empacotamento dos segmentos gendmicos (Halstead, 2018). Todos os
11 segmentos devem apresentar os mesmos sinais de activagdo em cis ja que sao
todos replicados pela mesma polimerase. Além disso, cada segmento deve conter um

sinal unico porque estes devem ser distinguidos um dos outros durante o
empacotamento (Greenberg, 2009).

Regido néogc:giﬂcadora Regido ndo codificadora
J 1 Fase aberta de leitura (ke
1
AUG
UUAAGUUAGAACUGUAUGAUGUGACC
GGCUUUUAAA U UGUG
AA A UU
S - -« e —————
5" - Sequéncia 3' - Sequéncia Regido Elementos
intensificadora intensificadora promotora cis-regulatérios
GACC Intensificador da
-— traducao

= Regides nao codificadoras (conservadas)
Fase aberta de leitura (ORF)
AUG — Cédon de iniciagdo para sintese protéica

5' = seqliéncia intensificadora, extremidade guanidina
3’ - seqliéncia intensificadora, extremidade citosina

Figura 3.Esquema da organizagao geral dos segmentos génicos de Rotavirus da espécie
"A”.Abreviagdes: A, Adenina; C, Citosina; G, Guanina; ORF, do inglés Open Reading Frame;
pb,pares de bases; U, Uracilo.
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Figura 4.Representacdo esquematica da estrutura do rotavirus. Adaptada de Cunliffe et

al,Lancet 2002 359 640-642. Representando o genoma, as proteinas estruturais e ndo
estruturais,onde cada segmento codifica para uma proteina especifica.

Tabela 1.Proteinas estruturais e nao estruturais dos rotavirus e respetivas funcoes.

Segment Massa Localizagao
o ? Proteina Molecular | no Virido (n° Propriedades Funcionais
(kDa)
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Genétic de
o copias)
- RNA-polimerase dependente de RNA (RdRp);
1 VP1 125 Nucleoide/core | .Ligagao especifica ao RNA viral;
(12)
-Ligacao ao RNA;
2 VP2 102 (c':]azr(;l)ada Interna | _ Essencial para a replicagao viral.
Nucledide/core | - Forma um complexo de transcrigao com VP1;
3 VP3 88 (12) -Guanililtransferase e Metiltransferase.
Espiculas -Ligagao aos receptores celulares;
VP4 da camada -Penetragdo das membranas celulares
(VP5*+VP8*) 87 externa -Inducgéo de anticorpos neutralizantes;
4 (60+28) (180) - O corte proteolitico aumenta a
infeciosidade do virido;
Nao Estrutural | - Antagonista da resposta antiviral inata (IFN).
5 NSP1 59 = ’Néo € essencial para a replicacéo do
virus em culturas celulares
C d - Confere estabilidade ao virido;
6 VP6 45 amada _ .| - Sequéncias conservadas permitem a
Intermedi|  (assificacao
a em Grupos e Subgrupos.
- Ligacdo especifica ao acido ribonucleico
3 mensageiro (mRNA) viral faciltando a sua
Néo traduc&o e inibindo a acgdo de nucleases.
7 NSP3 36 Estrutural | |hibica0 da traduggo das proteinas celulares.
- RNA nucleoside triphosphatases
8 NSP2 35 Nio (NTPasg) e helicase; ) .
Estrutural | - Envolvida na formag&o dos viroplasmas.
- Antagonista da resposta antiviral inata.
Camada - Glicoproteina;
9 VP7 34 Externa (780) -Indugéo de anticorpos neutralizantes;
- Classificagdo em serétipo e gendétipo G.
- Glicoproteina; Morfogénese;
- Enterotoxina;Viroporina;
y - Mobilizagcao de Ca 2+ (calcio), secrecao de CI
10 NSP4 20 Nao (cloretos) e redugdo da absorgdo de glicose
Estrutural | 0|55 células intestinais.
- Fosfoproteina O-glicosilada;
- Autocinase;
1 NSP5 28-32 Nao - Associa-se a NSP2 na formagao dos
Estrutural viroplasmas;
- Essencial na replicacéo viral.
NSP6 12 Nao - Fungao mal conhecida
Estrutural
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Figura 5.Esquema da biossintese dos rotavirus da espécie A. Figura adaptada de
McDonald & Patton, 2011.
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Figura 6.Mecanismos causadores de diarreia e vomito por Rotavirus.

Legenda da figura 6. (1) Lesbes irregulares, atrofia da vilosidade intestinal. A
actividade das dissacaridases fica moderadamente diminuida nas células infectadas
com Rotavirus. (2) Produgéo da enterotoxina NSP4 extracelular estimula a libertagéao
da serotonina (5-HT) pelas células de enterocromafina e activacdo dos nervos
aferentes. Os enterdcitos e as células de enterocromafina infectadas com Rotavirus
determinam producgao de prostaglandinas (PG). (3) O plexo nervoso submucoso esta
associado a secrecgéo de agua e electrolitos enquanto o plexo mioentérico estimula
principalmente a motilidade intestinal. (4) A infecgdo por Rotavirus estimula os
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aferentes vagais para o centro do vomito no sistema nervoso central (SNC). Adaptado
de (Hagbom, 2012).

>

5.4 Epidemiologia

Globalmente, estima-se que o numero de mortes por Rotavirus em criangas menores
de 4 anos de idade diminuiu de 528 000 no ano 2000 para 215 000 em 2013. Em
2013, estimou-se que ocorreram na india, 47 100 mortes por Rotavirus, 22% de todas
as mortes por Rotavirus ocorridas globalmente. Quatro paises (india, Nigéria,
Paquistdo e Republica Democratica do Congo) representam aproximadamente
metade (49%) de todas as mortes por Rotavirus estimadas em 2013, (Tate,2016).

Ja foram descritos 14 sorotipos G e a designacao de tais sorotipos € idéntica a
denominacédo de gendtipos G, do total de 14 genotipos G descritos, dez ja foram
isolados em humanos e sdo G1 a G6, G8 a G10 e o G12. Recentemente foi descrito
um novo sorotipo G, isolado na india apartir de bovinos, esse isolado ainda n&o foi
testado por ensaio de neutralizagdo para definigdo do sorotipo (Castello, 2006).

Os sorotipos e os gendtipos denominados como P ndo sdo coincidentes para
diferenciar sorotipos de genétipos, os primeiros sdo descritos pela letra P seguido de
um numero e os ultimos pela letra P seguida de numero entre paréntesis. Até o
momento, foram descritos 14 sorotipos P, nove foram isolados de humanos e 26
genotipos P, dez infectando humanos. Como os genes que codificam as proteinas
VP4 e VP7 podem se segregar de maneira independente, varias combinagdes entre
G e P podem ser detectadas na natureza (Santos & Hoshino,2005); (Castello, 2006).
Considerando a distribuicdo mundial dos genotipos, segundo Santos e Hoshino
(2005), os mais frequentes sdo o G1P[8], G2P[4], G3P[8] e G4PI[8], que respondem
por 88,5% das diarreias causadas por Rotavirus em todo o mundo. A figura 7, resume
a distribuicdo dos gendtipos de Rotavirus do grupo”A” humanos definida a partir da
revisdo de 124 estudos publicados entre 1989 e 2004 realizados em 52 paises dos 5
continentes.

P[6]G1, G2, G3 ou Néo I..ISDuais
G4; P[9]1G1 ou G3 4,9%
2,5%

P[6]G9

1,4%

P[B]GY
2,7%

P[BIG1
64,7%

Figura 7. Distribuicdo mundial dos gendtipos G e P de Rotavirus humanos do grupo A entre
criangas a partir de trabalhos publicados entre 1989 e 2004. (Santos, 2005).



LSREVISTA ..
UJEACADEMICA@]
wEEusoFon A U

6. METODOLOGIA
6.1 Tipo de estudo:
Foi desenvolvido um estudo descritivo transversal.

6.2 Local do estudo

O Estudo decorreu no Hospital Central de Nampula (HCN), as amostras foram
colhidas na enfermaria de pediatria, no internamento e servico de urgéncias de
Pediaria.O posto sentinela do Hospital Central de Nampula, foi seleccionado com
base em critérios definidos pela Organizagdo Mundial as Saude (OMS), que sao
atender pelo menos 100 criangas menores de cinco anos de idade hospitalizadas por
gastroenterite aguda por ano e ter condigbes e capacidades laboratoriais necessarias
para armazenamento e processamento de amostras. Este hospital € de 4° nivel e de
referéncia para a regido Norte de Mogambique, é posto sentinela do Ministério da
Saude (MISAU) para o registo de dados e notificagdo de casos de varias doengas
infecciosas, este estudo foi realizado dentro de um macroprojecto do Instituto
Nacional de Saude (INS) intitulado Vigilancia Nacional de Diarreias Agudas em
Criancas (ViNaDiA), que tem como objectivo determinar a carga de diarreias agudas
em criangas e 0s agentes etioldgicos associados.

O HCN localiza-se na provincia de Nampula onde reside cerca de 20% da populagao
Mogambicana e ciclicamente regista casos de diarreia com numeros consideraveis
de acordo com os dados do MISAU, Departamento de Saude Publica. O Hospital tem
capacidade de 529 camas e 196 camas para pediatria, facto que justifica a sua
escolha e prioridade. A provincia de Nampula tem 23 distritos e de acordo com
recenseamento geral da populagdo de 2007 a populagéo residente é de 3.985.613
habitantes numa Area de 79 010 Km2 e com uma densidade de 50,44 habitantes
por Km2 (INE, 2014).

6.3 Periodo do Estudo
O Estudo decorreu entre Fevereiro de 2015 a Margo de 2016.

6.4 Populagao do Estudo
Este estudo realizado em Nampula, faz parte de um macroprojecto denominado

Vigilancia Nacional de Diarreias Agudas (ViNaDiA) conforme a aprovagao ética do
Comité Nacional de Bioética para Saude (CNBS), com Ref?.348/CNBS/13, datado de
26 de Novembro de 2013, com despacho Ministerial de Autorizacdo para o Posto
Sentinela do Hospital Central de Nampula, com Nota 41.053/2014, datado de 14 de
Janeiro de 2014. O estudo teve como populagao alvo criangas de ambos 0s sexos
menores de cinco anos de idade, com gastroenterite aguda (com diarreia, definida
por trés ou mais dejecgdes liquidas ou pastosas num periodo de 24 horas, e/ou
vomitos). Estas criangas (a cumprir os critérios de inclus&o definidos) foram atendidas
nos servigcos de urgéncia do Hospital Central de Nampula (HCN).

A Vigilancia foi implementada no HCN em Margo de 2015. Para o presente estudo,
foram incluidos dados de Margo de 2015 a Fevereiro de 2016, ou seja durante um
ano para incluir a época seca e a chuvosa. A época seca também denominada
‘inverno”, em Mocambique estende-se de Abril a Setembro e o “verdao” ou época
chuvosa, de Outubro a Margo de acordo com o Instituto Nacional de Metereologia
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(INAM, 2014). Importa referir que devido a perda excessiva de casos nos servigos de
Urgéncia de Pediatria (Triagem e Internamento de Curta Duragéo-ICD) todos casos
incluidos sédo da enfermaria de diarreia concretamente a pediatria 1.

Zona Urbana = é o espaco ocupado por uma cidade, caracterizada pela edificagcao
continua e pela existéncia de infra-estruturas que compreendem o conjunto de
servigos publicos, comércio, religioso e turistico de um municipio e que possibilitam a
vida da populacio.

Zona Suburbana = é a regido periférica da cidade sem poder de agregar alto valor
comercial, turistico, administrativo e infraestrutural.

» ] £ = »
L

CIDADE DE NAMPULA
pr T

e

Natikire Murapaniva

Legenda

N
Mogambique A
[ |Afica

: Provincia de Nampula

]

Cidade de Nampula

Figura 8. Mapa da provincia e Cidade de Nampula com localizagao da cidade do
mesmo nome.Fonte: Wikipédia a enciclopédia livre 12/05/2016

6.5 Critério de Selecgao dos Participantes, Amostra, Amostragem

A amostragem foi ndo probabilistica por conveniéncia. Durante o periédo do estudo,os
acompanhantes das criangas admitidas no servico de Pediatria do HCN e
diagnosticadas (GEA) pelo médico, depois de verificados todos os critérios de
inclusdo previamente estabelecidos, foram abordados para autorizagdo de
participacdo no estudo e depois de reunidas todas as condicdes, ambiente de
tranquilidade e estabilidade para o paciente e acompanhantes foi pedido para se
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colher uma amostra de fezes. A enfermeira responsavel pela colheita de amostras
deu a informagéo sobre o estudo, importancia e as vantagens da participagdo aos
acompanhantes, beneficio dos resultados dos testes que serdo feitos e também de
um melhor tratamento. O diagnéstico dos microorganismos que causam a diarreia vai
levar a um tratamento mais eficaz da doencga da crianca no futuro e este estudo ira
ajudar no desenvolvimento de estratégias para prevenir as doengas diarréicas e as
mortes causadas por diarreia. Seguidamente, foi pedido aos pais/cuidadores ou
representantes das criangas a assinatura do consentimento informado no qual se
detalha todo o procedimento desde a colheita das amostras e toda cadeia de
processamento até a obtencao do resultado final.

A enfermeira procedeu todos os registos especificos conforme os instrumentos do
estudo obtendo como fonte de dados para além do registo no livro de Pediatria de
onde todo elemento da populacdo que da entrada fica assinalado com data, hora e
proveniéncia.

>

6.6 Colheita e Armazenamento de Amostras

A colheita de amostras de fezes foi realizada pela enfermeira, para um recipiente
estéril devidamente identificado de acordo com procedimentos pré-definidos. As
amostras foram mantidas de forma refrigerada (2°C - 8°C) até serem embaladas em
colmans com bolsas de gelo e transportadas pela empresa transportadora até Maputo
onde foram armazenadas a -80°C.

6.7 Recolha de dados Demograficos
Os dados foram colhidos usando uma ficha de recolha de dados do ViNaDia que inclui

Informacdes sobre a criangca e as condi¢des sanitarias (idade da crianga, tipo de
alimento, fonte de agua), dados epidemioldgicos e clinicos da crianga e relacionados
com a doenga diarréica (Tempo de duragédo, numero de dejecgdes, consisténcia das
fezes).

6.8 Detecgao de Antigénios Virais

A deteccgao de antigénios de Rotavirus em amostras de fezes foi realizada através do
teste ELISA Kit de Elisa Prospect TM Rotavirus Oxoid Microplate Assay Oxoid Ltd
wade Road Basingstoke Hants, RG248pw, UK, IFU X7596C, Revised April 2012.
(Prospect TM Rotavirus Oxoid, Inglaterra) para detecgdo de RVA, segundo as
recomendacgdes do respectivo fabricante. O ELISA de detecgdo do Antigeno Ag de
Rotavirus € um dispositivo com 96 pocgos para deteccao directa de Rotavirus em
amostras de fezes (Teste padrao ouro reconhecido pela OMS) ao passo que o Teste
rapido de diagnéstico (TDR) é um cartucho para determinagdo do antigénio viral do
grupo Rotavirus, baseado na aglutinagao directa das particulas de latex em lamina.
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6.9 Genotipagem de Rotavirus
A identificacdo dos gendtipos de Rotavirus decorreu de acordo com o algoritmo

esquematizado na (Figura 10). Resumidamente, no caso das amostras positivas para
Rotavirus por ELISA procedeu-se a extraccdo de RNA, sintese de Acido
Desoxirribonucleico complementar (cDNA) a partir do RNA extraido (transcricao
reversa), amplificacdo por Polymerase Chain Reaction (PCR) de sequéncias dos
genes para VP4 e VP7 (gendtipos G e P, respectivamente) usando primers genéricos
numa primeira reacgao, seguido de primers especificos de gendtipo numa segunda
reacgao (semi-nested PCR) e analise dos produtos de amplificagao.

ISSN-
2966-0785

6.10 Gestao de Dados
Os dados foram introduzidos por dois digitadores de forma independente e

posteriormente cruzados e a base limpa. Os dados estdo sob gestdo do
Departamento de Vigilancia do INS e o acesso é restrito apenas aos investigadores,
tém o tratamento confidencial, os pacientes sao tratados pelo numero do cédigo e
nunca pelo nome.

6.11 Analise Estatistica

Os dados epidemiolégicos foram analisados com recurso ao pacote estatistico SPSS,
versao 21.0. A analise e comparacao das variaveis foi efectuada com recurso aos
testes Qui-quadrado, T- test e o teste exacto de Fisher tendo sido considerado o limite
de significancia estatistica de 5% (p <0,05). O estado nutricional foi analisado pela
equipa médica de pediatria usando os indicadores de malnutricdo calculados com o
auxilio do programa WHO Anthro, disponibilizado no site da OMS. Com base nas
caracteristicas antropomeétricas como o peso e a altura para a idade das criancas
inquiridas, foi usada a regresséo logistica para analise dos factores de risco.

6.12 Limitacoes do Estudo
O tempo de duracéo deste estudo foi o principal factor limitante e por ser de base

hospitalar e o tamanho amostral ndo permite inferir resultados estatisticos obtidos
neste trabalho e a perda de casos de diarreia no ambulatorio.

7. RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 Resultados
7.1.1 Caracterizagdao Demografica e Clinica da Populagao Estudada

No total em 2015, o Departamento de Pediatria do (HCN) atendeu 94421 criangas em
todos sectores (Pediatria 1 a 3), tendo registado 3.5% (3320/94421) com diarreia, o
que corresponde a 277 casos de diarreia por més, 70 casos semanais e 10 diarios.
Este estudo capturou e incluiu 8.9% (296/3320) casos de diarreia.

Foram incluidas 296 criangas no estudo, das quais 170/296 (57,4%) eram do sexo
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Masculino e 126/296 (42,6%) do sexo Feminino. Sendo que destas 278/296 (93,9%)
residia na zona urbana e 10/296 (3,4 %) da area suburbana, para além de (8/296)
2,7% serem provenientes dos distritos circunvizinhos, com intervalo de incluséo
variando entre 1 més e 59 meses, sendo que a maior frequéncia de gastroenterite
causada por Rotavirus foi observada em criangas na faixa etaria dos 7-12 meses
50,6% (40/79).

A populacdo estudada provinha de 14 bairros da cidade de Nampula sendo 11
urbanos e 3 suburbanos incluindo distritos circunvizinhos. Das 296 amostras
analisadas, 79 foram positivas a testagem para o Rotavirus por teste ELISA sendo
que a taxa de deteccao foi de 26.7%. O numero de casos positivos de Rotavirus
observado foi maior entre os rapazes 53.2% (42/79) e 46,8% (37/79) para raparigas
mas nao tendo registo estatisticamente significativo (p= 0,245), sendo que os bairros
com mais casos foram Muahivire 16,9%, Muatala 12,2%, Namutequeliua 8,8% e
Mutauanha 8,4%.

A infeccdo por Rotavirus foi detectada em todas as faixas etarias conforme a
estratificacdo (0-6) meses 11,4% (9/79), (7-12 meses) 50,6% (40/79) com maior
incidencia para rapazes com 55% (22/40) e raparigas 45% (18/40), (13-24 meses)
32,9% (26/79), (25-36 meses) 3,8% (3/79) e (37-59 meses) 1,3% (1/79). Assim,
verificou-se ser mais comum em criangas com idade < 24 meses com 94.9% (75/79)
com significado estatistico (p = 0.007). O local de residéncia classificado em area
urbana e suburbana néao teve significancia estatistica (p= 0,068) (ver Tabela 2). Em
relaccado a alimentacdo, a frequéncia de Rotavirus foi de 57% (45/79) em criangas
alimentadas por outros alimentos diversificados e 43% (34/79) em criangas
exclusivamente amamentadas pelo leite natural.

Rotavirus causa gastroenterite aguda (GEA) que cursa com diarreia, febre e vomitos.
Clinicamente os vomitos apresentam significado estatistico (p =0.003); 72.2 % (57/79)
das criangas infectadas pelo Rotavirus tinha vémitos, 27.8% (22/79) das criangas
infectadas por Rotavirus tinha diarreia mas sem vomitos, enquanto que a febre nao
teve significado estatistico (p=0.541) com 29.1% (23/79) de criangas infectadas por
Rotavirus com febre e 70,9% (56/79) criangas com uma temperatura axial <37.5 °C
(sem febre). A desnutricdo nao foi estatisticamente significativa (p = 0.503), das
criangas infectadas com Rotavirus 15.2% (12/79) apresentaram sinais de desnutricao
e 84.8% (67/79) criangas Rotavirus positivo sem desnutricdo. Em relaccdo a
alimentacao, verificou-se que 69.3% (205/296) das criangas eram alimentadas por
outros alimentos diversificados, sendo que a percentagem de criangas
exclusivamente amamentadas foi de 30.7 % (91/296). Uma percentagem significativa
das criangas 67.9% (201/296) manifestou diarreia e vomitos, no entanto s6 33.1%
(91/296) das mesmas apresentou sindrome febril, ou seja, uma temperatura axial
igual ou superior a 37.5°C (ver Tabela 3).

Relativamente ao estado de nutricional das 296 criangas avaliadas, observou-se que
82.1% (243/296) nao apresentava qualquer caracteristica de desnutricao, enquanto
17.9 % (53/296) foram identificados com sinais de desnutricdo (ver Tabela 5). Em
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relagéo a distribuicdo dos casos de Rotavirus ao longo do periodo em analise a figura
13 mostra a ocorréncia de Rotavirus ao longo de todo ano, com maior proporg¢éo de
casos na época fria concretamente nos meses de Maio a Julho. No inverno (Abril a
Setembro) registaram-se mais casos [73.4% (58/79)] do que na época quente ou
verao (Marcgo a Outubro) [26.6% (21/79)].

Tabela 2. Distribuicdo das caracteristicas demograficas da populagao alvo e a
relacdo com a infec¢ao por Rotavirus

Variaveis Categorias N° de Criangcas Rotavirus Rotavirus — Valor-p
(N=296) + (n=79) (n=217)
Variaveis Categorias n (%) n (%) n (%) Valor-p
Género Masculino 170 (57.4) 42(53.2) 128 (59.0) 0.245?
Género Feminino 126 (42.6) 37(46.8) 89(41 0) 0.245?
Idade (meses) 0-6 20 (6.8) 9(11.4) 1 (88.6) 0.0072)
Idade (meses) 7-12 131 (44.3) 40(50.6) (49 4) 0.0072)
Idade (meses) 13-24 91 (30.7) 26(32.9) 5(67.1) 0.0072)
Idade (meses) 25-36 26 (8.8) 3(3.8) (96 2) 0.0072)
Idade (meses) 37-59 28(9.5) 1(1,3) 27 (98.7) 0.0072)
Local Urbana 286 (95.8) 79 (26.7) 207 (73.3) 0.068
de residéncia  Suburbana 10 (4.2) 0 (0.0) 10 (100%) 0.068

a) Foi utilizado o teste exacto de Fisher para o cruzamento de dados e para determinar o valor de significancia dos mesmos.
b) Foi utilizado o teste estatistico Qui-quadrado para o cruzamento de dados e para determinar o valor de significancia dos
mesmos.

A Tabela 3 apresenta a distribuicdo das caracteristicas clinicas em relacgdo a
infeccdo por Rotavirus, pode-se observar que nas criangas estudadas, a duracao
meédia da diarreia e vomitos foi de 2 dias, e a da febre foi de 3 dias, que 98/296 (33%)
das criancas apresentaram febre das quais 23 positivas para Rotavirus, enquanto que
201/296 (68%) tinha vomitos e destas, 57 foram positivas para Rotavirus, a
desnutricao foi registada em apenas 18% (53/296) das criangas com 12 positivas para
Rotavirus e por fim o aleitamento exclusivo foi registado em 30% (91/296) das
criangcas com 34 positivas para Rotavirus.

A mesma Tabela 3, mostra ainda as condi¢des de higiene e saneamento do meio em
relaccdo ao Rotavirus, foi usada a regresséao logistica para estimar a probabilidade
associada a ocorréncia de Rotavirus. Sendo que em face das variaveis
comportamentais ou atitude de tratamento de agua e lavagem das mé&os nao foi
estatisticamente significativo [0.544-9.657 (I.C 95%)] e [0.587-0.856 (IC 95%)]
respectivamente ou seja nao foi evidenciada atitude associada a ocorréncia do
fendmeno apesar de indicar razado de chance (OR) aumentada 1.8 vezes para néo
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lavagem das méos e 2.2 vezes para o nao tratamento de agua. As variaveis de posse
de casa de banho e fonte de agua foram estatisticamente significativos ou seja
evidenciam a associagao das variaveis com a ocorréncia de Rotavirus sendo que
[1.578-5.262 (IC 95%)] e [1.025-4.429 (IC 95%)] respectivamente com razédo de
chance (OR) aumentada 2.1 vezes para o ndo uso de fonte de agua melhorada e 2.8
vezes para o ndo uso de casa de banho melhorada.

Tabela 3. Caracteristicas clinicas da populagdo com gastroenterite aguda e relagéao
com a infegao por Rotavirus.

Caracteristicas Clinicas N° Criangas Rotavirus + Rotavirus - Valor_p @

N=296 n=79 217

n(%) n (%) n (%)
Febre (T? >37.5°C) Sim =98 (33.1) 23 (29.1) 75 (34.6) a)0,541
Temperatura axial N&o = 198 (66.9) 56 (70.9) 142 (65.4)
Vémitos Sim =201 (67.9) 57 (72.2) 144 (66.4) a)0,003
(n=296) Nzo= 95 (32.1) 22 (27.8) 73(33.6)
Alimentacgao Outros 205 (69.3) 45 (57.0) 160 (73.7) b) 0.002
(n=296) Exclusivo91(30.7) 34 (43.0) 57 (26.3)
Desnutrigao Sim =53 (17.9) 2 (15.2) 41 (19.0) a)0.503
(n=296) N&o= 243 (82.1) 67 (84.8) 176 (81.0)

Duracao Média (dias) das caracteristicas clinicas

Media por n° Rotavirus + Rotavirus —

criancas
Febre 2.8 2.86 2.83 ¢)0,968
Diarreia 2.4 213 2.68 c) 0,011
Vomitos 1.9 1.82 2.07 ¢)0,308

Factores de risco
OR IC 95%

Tratamento de agua (sim) 2.291 0.544-9.657
Casa de banho (melhorada) 2.882 1.578-5.262
Fonte de agua (melhorada) 2.130 1.025-4.429
Lavagem das maos (sim) 1.855 0.587-5.856

a)Foi utilizado o teste exacto de Fisher para o cruzamento de dados e para determinar o valor de significAncia dos mesmos.
b)Foi utilizado o teste estatistico Qui-quadrado para o cruzamento de dados e para determinar o valor de significancia dos
mesmos.

c)Foi utilizado o teste estatistico T-Student para comparar valores médios e para determinar o valor de significancia dos
mesmos
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Figura 9. Distribuicdo de casos e positividade de Rotavirus ao longo do ano

7.1.2 Genotipagem de Rotavirus
7.1.3 Frequéncia de Genétipos G

Das 79 amostras positivas para Rotavirus conseguiu-se genotipar 93.7% (74/79) Para
G (VP7). O gendtipo mais frequente foi: G1 com 74% (58/79), G2 com 14% (11/79),
G9 com 6% (5/79) e 6% nao foi possivel genotipar para G (5/79) .

749 pb-G1

100pb

Figura 10. Produtos da 22 reac¢do de multiplex PCR, para identificar os gendtipos G
de Rotavirus apartir da amplificagdo do fragmento gendmico codificador da VP7. Pb
= pares de base. Cada banda M = marcador de peso molecular no gel corresponde a
100 pares de base.
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Legenda da figura 10: Amostras 1-controlo negativo (C-), 2-controlo Positivo (C+), 3-
amostra nao tipavel (NT), 4;5;6;7;8;9 apresentaram tamanho de 749pb,
correspondentes ao genotipo G1.

Figura 11.Representacdo grafica da frequéncia dos gendtipos G de Rotavirus
identificados por multiplex PCR, em criangas <5 anos de idade em Nampula.

7.1.4 Frequéncia de Genétipos P
No total das 79 amostras positivas foi possivel genotipar para P (VP4) 98.7% (

78/79).0s genotipos P mais frequentes foram P[8] 80% (63/79) ,[P6] 15% (12/79) ,
P[4] 4% (3/79), e 1% (1/79) nao foi possivel genotipar para P.

224b-Pb P[8]

e L eaBEsses

100pb

Figura 12. Produtos da 22 reacgao de multiplex PCR, para identificar os gendétipos P
de Rotavirus apartir da amplificagdo do fragmento gendmico codificador da VP4. Pb
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= pares de base. Cada banda M marcador de peso molecular no gel corresponde a
100 par pares de base.

Legenda da figura 12: Amostras 11-controlo negativo (C-), 12-controlo Positivo (C+),
1;2;3;4;5;6;7;8;9;10 apresentaram tamanho de 224pb, correspondentes ao genotipo
P[8]

P[8]

Figura 13. Representacdo grafica da prevaléncia dos gendtipos P de Rotavirus
identificados por multiplex PCR, em criangas <5 anos de idade em Nampula.

7.1.5 Frequéncia da Combinac¢ao de genétipos Ge P

Foi possivel genotipar a combinagdo G/P em 93.7% (74/79). As combinagdes de
genotipos G e P mais frequentes foram G1P[8] 57/74 (77,0%), G2P[6] 15,0% (11/74),
G9P[4] 4% (3/74) e outras combinagdes de genotipos foram detectadas com menor
frequéncia.

GoP[4] G9P[6] GOP[8] G1P[6]
1% 1% 2%

4%

Figura 14.Representacao grafica da Combinagao dos gendtipos G e P de Rotavirus
identificados por hemi-nested multiplex PCR, em criangas menores de 5 anos em Nampula
2015.
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7.2 DISCUSSAO

Neste estudo realizado na regido norte do pais, no Hospital Central de Nampula,
registou-se uma frequéncia de infecgcado por Rotavirus de 26.7% em criangas com
diarreia hospitalizadas com diarreia aguda. Na zona sul de Mogambique, estudo de
prevaléncia realizado na zona urbana e rural (Maputo e Manhiga) foi obtida uma
prevaléncia de 41.3% e 44.3% respectivamente (de Deus, 2017). O resultado do
presente estudo € mais baixo, relativamente ao estimado pela OMS a nivel global
(36%) em criangcas com menos de 5 anos de idade hospitalizadas devido a diarreia
(Glass,2014).A frequéncia encontrada ¢ inferior a descrita para Africa (40%) (Mwenda
,2018) apesar do estudo reflectir populagao de criangas hospitalizadas.

A Faixa etaria que registou maior frequéncia de Rotavirus foi a dos 7-12 meses. Este
resultado, igualmente foi reportado num estudo de prevaléncia de Rotavirus realizado
no Quénia (Kiulia, 2014), que obteve registo de maior prevaléncia na faixa etaria dos
7-12meses, estes resultados estdo em concordancia uma vez que apesar de a
amamentacao ser um factor protector da diarreia nesta faixa etaria, a crianga comeca
com a mobilidade e ingestado de produtos o que pode constituir factor de risco (Katayi
,2017).Alguns estudos demonstraram que a protecdo contra Rotavirus pelo leite
materno é eficaz quando este é dado regularmente. Em Mogambique o programa de
saude da mulher e crianga do MISAU, recomenda o aleitamento materno exclusivo
até aos 6 meses de idade (Yolken,1992).

A maior frequéncia de Rotavirus registou-se na época fria (inverno) devido a
humidade relativa do ar que torna o Rotavirus mais viavel. Um estudo realizado na
zona sul do pais reportou no distrito de Chokwe provincia de Gaza uma prevaléncia
de 24% em 254 criangas, com uma maior frequéncia de Rotavirus na faixa etaria 0-
24 meses e o0 pico nos meses de Junho e Julho (Langa,2016). No presente estudo
29.1% de criangas Rotavirus positivo apresentaram febre contra 70.9% Rotavirus
positivo sem febre, ambas com duracio de 2.86 e 2.83 dias respectivamente; sendo
que 72.2% das criangas com Rotavirus positivo apresentaram vémitos com duragao
de 1.82 dias contra 27.8% sem voémitos. O Rotavirus foi detectado em 43 % de
criancas com alimentacao exclusiva e 15.2% de desnutridos, a diarreia teve uma
duracdo média de 2.13 dias em criancas Rotavirus positivo e 2.68 em criancas
Rotavirus negativo. O tipo de casa de banho e a fontanario de agua mostraram
associacdo com ocorréncia de Rotavirus enquanto que atitude de lavar as maos,
tratar agua bem como o local de residéncia nao evidenciou relagdo com a ocorréncia
de Rotavirus. Em Mogambique (Nhampossa,2015) verificou no seu estudo que
apenas uma pequena proporgao (6-9%) relatou tratar a agua para o consumo. Mas
dar agua armazenada a crianga aumentou a probabilidade de ocorréncia de diarreia.
Estes resultados sugerem que o tratamento de agua potavel pode estar sendo
realizado de forma incorreta ou que o armazenamento da agua tratada € feito em
recipientes impréprios 0 que aumenta o risco de infecgdo mesmo depois de aplicado
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um meétodo de tratamento da agua para o consumo (Nhampossa,2015). O estudo de
prevaléncia realizado na Manhica e Maputo obteve uma maior frequéncia na faixa
etaria de 6-11 meses, sendo sexo masculino o mais afectado, nauseas e vomitos em
72.4% dos casos de Rotavirus positivos e 52.9% para negativos, a febre em 35% de
Rotavirus positivo e em 50.3% de negativos, 86.5% de casos positivos foram
detectados na época fria (inverno) e 13.5% no verao (de Deus,2017).

No estudo caso controlo realizado por Krunkamp (2015) no Ghana revelou nao
haver diferenca na frequéncia da febre tanto nos casos assim como nos controlos
(82.8% e 72.5%), tendo registado 39.8% vomitos em criangas Rotavirus positivo e em
relagdo a fonte de agua para o consumo verificou-se que todas criangas infectadas
por Rotavirus 41.1% n&o possuiam agua canalisada de distribuicdo publica. Apesar
do acesso a agua melhorada para 58.9% os dados indicam que ainda persistia o risco
de infecgédo por agentes causadores de diarreia incluindo o RVA em qualquer faixa
etaria (Kotloff,2013; Baker,2013).

Grande parte das amostras foi genotipada para combinagao binaria G e P 93.7%
(74/79) e os gendtipos mais frequentes foi a combinagao G1[P8] 77%, G2P[6] 15% e
G9[P4] 5%. O estudo realizado na Manhiga detectou G2P[4] (42.3%) como mais
frequente (Jodo et al., 2018) enquanto que um outro estudo realizado em Chokweé
detectou gendtipos G12P[8] (57%); G1P[8] (9%);G12P[6] (6%) como os mais
frequentes (Langa,2016). A distribuigdo mundial dos genotipos, segundo estudo
realizado em 2005, os mais frequentes sdo o G1P[8], G2P[4], G3P[8] e G4PI[8], que
respondem por 88,5% das diarreias causadas por Rotavirus em todo o mundo (Santos
,2005).

Em Africa os genétipos G1 e P[8] individualmente apresentam prevaléncias de 28,8%
e 40,6%, respectivamente e apenas cerca de um quinto das infec¢des € atribuivel ao
genotipo G1P[8] (Todd,2018);(Nyaga, 2016). Entre 2007 e 2011, a prevaléncia média
do genétipo P[6] circulante em Africa foi de 30,9% com grandes flutuagdes 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 (Nyaga,2016). Em Africa,
estima-se que no periodo de 2007-2011, nos 16 paises Africanos da rede ARSN, o
gendtipo P[6] tenha estado implicado em 4,9% das infec¢des diarreicas.

Pela técnica multiplex PCR, n&o foi possivel genotipar apenas 1% das amostras
positivas ao ELISA. Outros estudos realizados em Africa, reportaram entre 10-30%
de amostras nao tipadas. A n&o tipagem das amostras pode-se dever provavelmente
a acumulagdo de mutagdes pontuais no local de hibridacdo dos primers e a
diversificagao de linhagens especificas de primers usados (Gentsch, 2005). Segundo
a African Rotavirus Surveillance Network (ARSN) em 11 paises Africanos (2006-2008)
encontraram-se 30% de amostras n&o tipaveis (Mwenda,2010). No presente estudo
uma das 79 amostras nao foi genotipada devido a incapacidade de obter produto nas
primeira e segunda reacg¢des de PCR.

Em 4 de Setembro 2015, com o apoio da Alianca Global para Vacinas e imunizacdes
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(GAVI), Mogambique introduziu no programa nacional de vacinagéo a vacina contra
Rotavirus.

Em Nampula, considerando os resultados de genotipagem obtidos neste trabalho,
teoricamente a vacina monovalente Rotarix® G1P[8] conferira proteccdo contra as
estirpes circulantes. A nivel global, os ensaios clinicos realizados demonstraram que
duas vacinas monovalente e pentavalente apresentam niveis idénticos de seguranca
e eficacia (Soares-Weiser, 2012). Porém, nos paises de baixa renda a eficacia da
vacina € marcadamente mais reduzida (39% a 77%) que nos paises industrializados
(80% a 98%) (Patel, 2011). Uma das questdes que podera estar relacionada com este
resultado é a diversidade das estirpes de Rotavirus que circulam nestes paises.

>

8. CONCLUSOES E RECOMENDAGOES
8.1 CONCLUSOES

v' A frequéncia de RVA neste estudo foi de 26,7%;

v" O Rotavirus esta presente ao longo de todo ano, com maior incidéncia na
época fria (nos meses de Maio, Junho e Julho);

A faixa etaria mais afectada foi a de criangas menores de 24 meses;

O sexo masculino foi 0 mais afectado com 53.2%

A combinagéao binaria de genotipos mais frequente foi G1P[8] (77%).

AN

8.2 RECOMENDAGOES
Na sequéncia deste trabalho de linha de base para a provincia de Nampula,

recomenda-se:

v Continuar com vigilancia para estimar a eficacia da vacinagao contra Rotavirus
introduzida em Setembro de 2015 na prevencao de infecgao pelo Rotavirus;

v" Monitorizagdo continua das estirpes de Rotavirus circulantes em Nampula;

v' Sequenciar as amostras genotipadas das proteinas VP4 e VP7 para obtencao
da filogenia;

v Introduzir a metodologia de ELISA em Nampula como rotina para o diagndstico
de Rotavirus;

v" Monitorar a dindmica da infecg¢ao viral permitindo uma melhor compreensao e
conhecimento da alternancia de genotipos ao longo dos anos;

v" Investigar outros virus entéricos, tais como: Astrovirus, Adenovirus e
Norovirus, por meio de metodologias moleculares e identificar casos de co-

infeccdo com RVA.
v
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Figura 15. Fluxograma do procedimento usado no estudo desde a colheita de
amostras no posto sentinela até o Laboratério do INS para Processamento. ELISA,

PCR e Genotipagem.



