
Abstract

Objectives: In 2006 the rotavirus vaccine was included in the 
Brazilian Immunization Program. The aim of this study was to report 
the results of a 5-year surveillance study of rotavirus strains in children 
< 5 years with acute gastroenteritis from day care centers in the state 
of São Paulo, Brazil.

Methods: This retrospective study was conducted with 30 day care 
centers from 2004 to 2008 with convenient surveillance fecal specimens, 
investigated by ELISA, SDS-PAGE, RT-PCR and gene sequencing to 
genotype characterization. 

Results: Rotavirus infection was detected in 28.3% of samples 
(38/134). The most frequent genotypes detected were G9P[8] and G1P[8] 
in 2004; G1P[8] in 2005; GNTP[NT] in 2006; G2P[4] in 2007; and there 
were no cases in 2008. Mixed infections were not observed. Detection 
rate declined from 65.7% (23/35) in 2004 to 50% (9/18) in 2007.

Conclusions: Genotype distribution varied according to collection 
year, accompanied by a reduction in detection rate. Use of rotavirus 
vaccine requires implementation of post-marketing surveillance to 
monitor rotavirus strain diversity and its efficacy against possible new 
emerging genotypes.
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Resumo

Objetivos: Em 2006, a vacina contra rotavírus foi incluída no Pro-
grama Nacional de Imunização. Este estudo teve como objetivo analisar 
os resultados da vigilância de genótipos de rotavírus em crianças < 5 
anos com gastrenterites agudas provenientes de creches no estado de 
São Paulo por um período de 5 anos. 

Métodos: Este estudo retrospectivo foi realizado em 30 creches no 
período de 2004 a 2008, com amostras fecais convenientes da vigilân-
cia das diarreias agudas, analisadas por ELISA, SDS-PAGE, RT-PCR e 
sequenciamento genético para caracterização do genótipo.

Resultados: Infecções por rotavírus foram detectadas em 28,3% 
de amostras (38/34). Os genótipos mais frequentes detectados foram: 
G9P[8] e G1P[8] em 2004; G1P[8] em 2005; GNTP[NT] em 2006; G2P[4] 
em 2007; e nenhum caso foi relatado em 2008. Infecções mistas não 
foram observadas. A taxa de detecção diminuiu de 65,7% (23/35) em 
2004 para 50% (9/18) em 2007.

Conclusões: A distribuição do genótipo variou de acordo com os 
anos, acompanhada pela redução no número de casos detectados. É 
necessário intensificar a vigilância pós-implantação da vacina contra 
rotavírus, visando monitorar as linhagens circulantes e sua eficácia contra 
possíveis genótipos emergentes.
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introdução

Patógenos virais são as causas mais comuns de gastroen-
terite em comunidades e em outros contextos, inclusive em 
instituições semifechadas e hospitais1. Na infância, os rotavírus 
do grupo A (RVA) são considerados o agente etiológico mais 

importante de gastroenterite não-bacteriana aguda, inclusive 
surtos e casos esporádicos, independentemente das me-
lhorias em saneamento básico e procedimentos higiênicos2. 

Os RVA são o principal agente etiológico em diarreia aguda 
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em crianças, responsável por mais de 600.000 óbitos por 
ano3, além do significativo impacto econômico da doença 
causada por RVA4.

Em 2006, uma vacina atenuada G1P[8] foi incluída no 
Programa Nacional de Imunização, prevenindo gastroenterite 
grave do rotavírus e induzindo uma redução significativa na 
frequência de detecção de RVA em crianças com gastroente-
rite5. Na verdade, a eficácia da vacina RIX4414 foi avaliada 
por Araujo et al.6, demonstrando 53,9 a 81,5% de proteção 
contra casos graves, e 81,2 a 93,0% de proteção contra 
hospitalização em função de gastroenterite do rotavírus em 
crianças. 

Recentemente, relatou-se uma alta prevalência de G2P[4] 
e associada com essa vacinação no Brasil7, sugerindo que 
essa vacina monovalente possivelmente criou condições 
em que o G2P[4] poderia adquirir vantagem seletiva sobre 
genótipos P[8]. Investigações mais detalhadas em relação 
à proteção heterológica conferida pela vacina monovalente 
contra o rotavírus são pontos centrais para entender seu 
comportamento imunológico6,8.

O objetivo deste estudo foi relatar os resultados de um 
estudo de vigilância de 5 anos de genótipos do rotavírus em 
crianças < 5 anos com gastroenterite aguda de creches no 
Estado de São Paulo, e avaliar as tendências de detecção.

Métodos 

Este estudo retrospectivo foi conduzido em 30 creches 
de 2004 a 2008, com espécimes convenientes da vigilância 
coletados de crianças com menos de 5 anos que apresenta-
vam gastroenterite aguda. Amostras de fezes de pacientes 
com gastroenterite aguda foram enviadas ao Laboratório 
de Vírus Entéricos do Instituto Adolfo Lutz (IAL), um centro 
de referência macrorregional para vigilância do rotavírus e 
membro do Programa de Monitoramento de Doenças Diar-
reicas Agudas (PMDDA). Esse programa tem por objetivo a 
detecção precoce de surtos de diarreia em todo o país e foi 
previamente aprovado pelo Comitê de Ética.

As amostras estudadas eram parte do PMDDA, obtidas 
de uma amostragem retrospectiva de conveniência, sem 
critérios de inclusão ou exclusão, sem caracterização das 
creches participantes; portanto, o estudo pode não ser repre-
sentativo do cenário epidemiológico real. Foi realizada uma 
caracterização molecular de genótipos do rotavírus antes e 
depois de vacinação com Rotarix®. Avaliação clínica não foi 
incluída, então o estudo não permite avaliação de segurança, 
imunogenicidade ou proteção oferecida pela vacinação. 

Um total de 134 amostras fecais foi testado quanto a RVA 
usando um ensaio imunoenzimático comercial (PremierTM 
Rotaclone®, Meridian Bioscience Inc., EUA), realizado de 
acordo com as instruções do fabricante, e eletroforese em 
gel de poliacrilamida (PAGE). Amostras de fezes positivas 
para rotavírus foram tipificadas após transcrição reversa 
seguida de nested-PCR e sequenciamento com BigDyeTM em 
um ABI 377 (Applied Biosystems Inc., EUA), analisadas com 
o software DNASTAR. 

Resultados

Infecção por rotavírus foi detectada em 28,3% (38∕134), 
e todas as amostras pertenciam ao grupo A, com base no 
padrão de migração no PAGE. A distribuição genotípica 
mostrou um perfil diferente para cada ano: 28,5% G9P[8] 
(10/35), 14,2% G1P[8] (5/35) e 20% GNTP[NT] (7/35) em 
2004; 5,4% G1P[8] (2/37) em 2005; 9% GNTP[NT] (4/44) 
em 2006; 11,1% G2P[4] (2/8) em 38,8% GNTP[NT] (7/18) 
em 2007. Não foram observadas infecções mistas. 

 A taxa de detecção foi reduzida de 65,7% (23/35) 
em 2004 para 50% (9/18) em 2007, sem casos em 2008 
(Tabela 1). 

A relação entre as sequências VP7 das sete cepas G9 
((R792, R840, R848, R863, R865, R866, R869), uma cepa G1 
(R788), e uma cepa representativa do genótipo G9 (Mc345) 
e do genótipo G1 (Wa) foi demonstrada como uma árvore de 
distância construída usando o método Clustal. A comparação 
das sequências G9 mostrou similaridade de 94,9% quando 

 Rotavírus por genótipo (%)

Ano Total de amostras número de positivos G9P[8] G1P[8] G2P[4] nT

2004 35 22 28,5 14,2 0 20

2005 37 2 0 5,4 0 0

2006 44 4 0 0 0 9

2007 18 9 0 0 11 38,8

2008 0 0 0 0 0 0

Tabela 1 - Resultados gerais de genotipagem em crianças de creches com diarreia aguda no Estado de São Paulo, Brasil, de 2004 a 2008: 
era pré- e pós-vacinação contra o rotavírus

NT = resultados não tipificáveis.
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comparadas com Mc345 e similaridade de 95,6 a 99,8% entre 
elas. A comparação da sequência G1 mostrou similaridade 
de 90,3% quando comparada à Wa.

Discussão

Nossos dados mostram a presença de RVA G9P[8], G2P[4] 
e G1P[8], em conformidade com a prevalência mundial 
relatada para esses três genótipos9. Conforme esperado, o 
G9 foi o genótipo mais frequente em circulação desde 2004. 
Esse genótipo foi previamente detectado no Brasil, de acor-
do com a emergência global10,11. O G1 foi o segundo mais 
comum tipo G encontrado, correspondendo aos resultados 
de diversos estudos com foco na distribuição do RVA tipo G 
em muitos países, inclusive no Brasil9,11.

O genótipo G2P[4] foi a única cepa observada em 2007. 
Alternativamente à proposição de que a vacina RIX4414 
criava condições em que o G2P[4] poderia ter adquirido 
vantagem seletiva, uma periodicidade temporal, dentro de 
padrão cíclico de ~ 10 anos do G2P[4] foi observada no 
Brasil11 e deve ser considerada uma explicação alternativa 
ao aumento na taxa de detecção desse genótipo desde 
2006. Embora tal periodicidade possa estar relacionada 
à introdução da vacina contra RVA11, o genótipo G2P[4] 
também foi o tipo mais prevalente de RVA detectado em 
2007 no noroeste de Portugal, uma população que não 
havia recebido vacina contra RVA12. Portanto, ao menos em 
alguns contextos, essa prevalência não pode ser explicada 
pela introdução da vacinação e pode refletir flutuação normal 
de genótipos do RVA co-circulantes, o que está de acordo 
com relatos de outros países e áreas, em população não 
vacinada, mostrando exatamente os mesmos resultados13, 
inclusive na América do Sul14.

Cepas não-tipificáveis de RVA foram relatadas em qua-
se todos os estudos epidemiológicos em todo o mundo, 
independentemente da metodologia usada. Em nosso es-
tudo, durante 2006 nenhuma amostra positiva de creches 
pôde ser genotipada por RT-PCR multiplex, ao passo que 
quase todas as amostras positivas de RVA do PMDDA de 
outros contextos mostraram especificidade de G2P[4]. 
Para vigilância epidemiológica de genótipos do rotavírus 
e para o desenvolvimento de vacinas efetivas contra o 
rotavírus, há uma necessidade de técnicas diagnósticas 
sensíveis e confiáveis, como o método de microarray em 
hibridização com oligonucleotídeos15. A combinação da 
sensibilidade do PCR com a especificidade da hibridização 
ajuda a detectar com êxito e identificar sem ambiguidade 
esses genótipos G. 

Quanto aos períodos pré e pós-vacinação, as mudanças 
na distribuição de genótipos observadas são acompanhadas 
de uma redução na taxa de detecção do RVA em amostras de 
creches enviadas ao IAL, começando com 65,7% (23∕35) em 
2004 e passando para 50% (9∕18) em 2007, sem nenhum 
caso em 2008. Na verdade, essa redução foi observada no 
número de surtos gerais de RVA no Estado de São Paulo de 
35 (10.481 casos) em 2004; 24 (3.144 casos) em 2005; 35 
(2.084 casos) em 2006; oito (164 casos) em 2007; a um (três 
casos) em 200816. Por outro lado, análises de surtos de RVA 
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em vigilâncias de anos anteriores17 sugerem um padrão mais 
variável, com uma flutuação natural de casos de RVA. 

Quanto a outras vacinas, recomenda-se a implementação 
de vigilância pós-comercialização, principalmente porque 
diversos genótipos do RVA co-circulam na população hu-
mana. É importante monitorar a diversidade do RVA e sua 
eficácia, uma vez que novos genótipos emergentes podem 
não compartilhar o antígeno do capsídeo com o vírus da 
vacina. Mais estudos relativos à ecologia das infecções 
por rotavírus serão importantes para entender melhor se 
a redução na taxa de detecção do RVA observada nos 
últimos anos é consequência direta da implementação da 
vacina ou apenas um padrão cíclico.
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