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RESUMO
A doenca diarreica aguda permanece como um dos principais problemas de salde publica no
mundo, onde cerca de 37% das criancas menores de cinco anos morrem por ano,
principalmente, em paises com baixa renda. Dentre os diferentes agentes etioldgicos, 0s
rotavirus sdo considerados os principais causadores dessa doenca. Duas vacinas ja foram
licenciadas contra a infeccdo por rotavirus, a vacina pentavalente RotaTeq e a monovalente
Rotarix. Ambas as vacinas tém a capacidade para reduzir a gravidade da doenca diarreica em
criangcas menores de cinco anos. O estudo multicéntrico Entérico Global mostrou que o
rotavirus € um dos principais agentes causadores da doenca diarreica em Mocambique. A fim
de se reduzir a gravidade da infec¢do poro rotavirus A Mogcambique introduziu, em setembro
de 2015, no seu Programa Alargado de Vacinacdo, a vacina monovalente Rotarix. O objetivo
deste trabalho foi determinar o impacto da vacina na prevencédo da infeccdo e na diversidade
dos gendtipos de RVA antes e ap6s a introducdo da vacina na cidade de Maputo. Para efeito,
foi realizado um estudo descritivo transversal em criangas menores de cinco anos de idade,
internadas com diarreia aguda nos Servigos de Pediatria do Hospital Central de Maputo, entre
0s anos de 2013 e 2018. No estudo, as caracteristicas epidemioldgicas e clinicas das criangas
selecionadas foram obtidas através de um formulario padronizado. A identificacdo dos casos
positivos para rotavirus em amostras de fezes foi realizado usando o teste de ELISA. As
amostras positivas foram submetidas a genotipagem por semi-nested RT-PCR e, parte das
amostras, foram posteriormente submetidas a analise de sequenciamento nucletidico. Os
dados recolhidos foram introduzidos na base de dados do pacote estatistico Excel 2010 e

analisados através do programa estatistico SPSS versdo 20 e pacote estatistico R. Foram
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coletadas 802 amostras de fezes durante o periodo pré-vacinal (2013 - 2015) e 196 no periodo
pos-vacinal (2016 - 2018), onde observou-se uma reducdo da mediana de casos de
hospitalizacdo por diarreia de 76%, diminuindo de 28,7% (82/284) no periodo pré-vacinal
para 15,5% (10/66) no periodo pds-vacinal, (p <0,05) em todas as faixas etarias. De forma
similar, houve uma reducdo da mediana de 53,89% na proporc¢édo de internacdo por diarreia
por rotavirus em criancas <12 meses de idade, de (28,3%) no periodo pré-vacinal para
13,04% no periodo pos-vacinal. Apos a introducdo da vacina verificou-se alteracdo dos picos
sazonais habitualmente observados. As combinacbes de genotipos de rotavirus mais
prevalentes no periodo pré-vacinal foram: G2P[4] em 2013,62/86 (72,0%), G1P[8]31/48
(65,0%) em 2014, G9P[8],48 (69,0%) em 2015 e no periodo pos - vacinal foram: G1P [8]
5/10 (50,0%) em 2016 e 5/8(62,2%) 2017;3G3P[8], G3P[4], G4P[6] 1/3 (33,0%) em 2018.
Em Mocambique, apds a introducdo da vacina contra o rotavirus, foi observada uma reducéo
nas hospitalizacGes associadas a rotavirus em todos os grupos etarios com mais destague em
criangas <12 meses de idade. Uma grande diversidade de cepas de rotavirus circulou nos
periodos pré e pos-introducdo da vacina. Os resultados deste estudo sustentam evidéncias do
impacto da vacinacdo contra o rotavirus destacando a importancia na continuidade do
programa assim como nos estudos de monitoramento de gendtipos de rotavirus depois da

introducdo da vacina em Mogambique.
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ABSTRACT
Acute diarrheal disease remains one of the major public health problems in the world, where
about 37% of children under five die each year due to diarrhea caused by Rotavirus (RVA),
most of these deaths in low-income countries. Among the different etiological agents, RVA is
one of the main causes of this disease in children under five years of age. There are two
vaccines already licensed against Rotavirus infection, pentavalent vaccine RotaTeq and
monovalent vaccine Rotarix. Both vaccines have the ability to reduce the severity of
Rotavirus diarrheal disease in children under five years of age. The Global Enteric
Multicenter Study (GEMS) has shown that Rotavirus is one of the major causative agents of
diarrheal disease in Mozambique. In order to reduce the severity of Rotavirus infection,
Mozambique introduced the Rotarix monovalent vaccine (RI1X4414 RotarixMT) in its
Extensive Vaccination Program (PAV) in September 2015. The objective of this work was to
determine the impact of the vaccine in the prevention of infection and in the diversity of RVA
genotypes before and after the introduction of the vaccine in the city of Maputo. We carried
out a descriptive cross-sectional study in children under five years of age hospitalized with
acute diarrhea in the Pediatric Services of Maputo Central Hospital between 2013 and 2018.
In the study, we obtained the epidemiological and clinical characteristics of children through a
standardized form. The ELISA rotavirus positive stool samples genotyped by semi-nested
RT-PCR and part of the samples were submitted to nuclideid sequencing analysis. The
collected data is into a database and analysed by the statistical package Excel 2016 and
through the statistical program SPSS version 20 and R statistical package. Eighty samples of
feces were collected during the pre-vaccination period (2013 - 2015) and 196 in the post-
vaccination period (2016 - 2018), where a median reduction of 76% of cases of

hospitalization for diarrhea was observed, decreasing from 28.7% (82/284) in the pre-vaccine



period to 15.5% (10/66) in the post-vaccination period, (p <0.05) in all age groups. Similarly,
there was a median reduction of 53.89% in the proportion of hospitalization for rotavirus
diarrhea in children <12 months of age, from (28.29%) in the pre-vaccination period to
13.04% in the post- -vacinal. After the introduction of the vaccine, there was a change in the
usual seasonal peaks. The most prevalent combinations of rotavirus genotypes in the pre-
vaccine period were G2P[4] in 2013 62/86 (72%), G1P[8] 31/48 (65%) in 2014, GOP[8] 48/70
(69%) in 2015 and in the post - vaccination period were: G1P[8] 5 (50%) in 2016 and 5/8
(62.5%) in 2017; G3P[8], G3P[4], G4P[6] 1/3 (33%) in 2018. In Mozambique, after the
introduction of the rotavirus vaccine, a reduction in rotavirus-associated hospitalizations it can
be seen in all older age groups mainly in children <12 months of age. A wide variety of
rotavirus strains circulated in the pre- and post-introduction periods of the vaccine. The results
of this study support evidence of the impact of rotavirus vaccination highlighting the
importance of program continuity as well as monitoring studies of rotavirus genotypes

following the introduction of the vaccine in Mombique.
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1. INTRODUCAO
1.1 Doenca diarreica: magnitude do problema

A doenca diarreica continua sendo uma das principais causas de mortalidade em
criancas menores de cinco anos de idade no mundo (1). Estimativas indicam que em 2015, a
doenca diarreica foi responsavel por cerca de 688 milhdes de casos e 499.000 mortes,
representando 8,6% (2)(3). Na Africa Subsaariana, apesar do nimero total de mortes por
diarreia permanecer alto, houve uma grande reducdo, de mais de 100 6bitos por 100.000
habitantes ao ano de 214 para 113 casos (3). Em 2005, havia uma estimativa de 445 mortes
[109,3-136,5] por 100.000 habitantes ao ano. Esta estimativa declinou para 277 mortes [66,6—
83,0] por 100.000 habitantes, no ano de 2015. Este declinio é atribuido, em grande parte, as
campanhas mundiais de tratamento da doenca diarreica com a terapia de reidratagcdo oral
(TRO), a educacdo, 0 acesso a agua e a melhoria das condic¢des sanitarias (3).

Foi também observado declinio nas hospitalizacdes por diarreia em todo o mundo.
Essa reducdo também foi atribuida ao advento do Programa de Controle da Doenca Diarreica
(PCDD) da Organizagdo Mundial de Saiude (OMS) em 1980. A despeito deste fato, esta
enfermidade ainda permanece como uma importante causa de hospitalizacdo entre a
populacdo infantil, principalmente em areas com altas prevaléncias de criancas soropositivas
para o virus da imunodeficiéncia humana tipos 1 e 2 (HIV-1 e -2)(4).

Em Mocambique, a doenca diarreica foi reportada como um dos principais problemas
de saude publica entre criangas menores de cinco anos, sendo considerada a terceira maior
causa de morte na infancia (5)(6). Segundo dados do Ministério de Saude (MISAU), no seu
relatério de 2009-2011, 10% (7669/76256) das criangas internadas perderam a vida no
Hospital Central de Maputo sofrendo de diferentes enfermidades, onde a doenca diarreica e
gastroenterite de origem infecciosa contribuiram com aproximadamente 2% para a taxa de
mortalidade no mesmo periodo de analise, sendo o maior nimero registrado em criangas com

menos de 1 ano (7).



1.2 Conceito e etiologia da doenca diarreica

O episddio diarreico agudo é definido pela presenca de trés ou mais evacuacdes em
um periodo de 24 horas; caracteriza-se pelo inicio abrupto, curso potencialmente autolimitado
e perdas fecais anormais, principalmente, de agua e eletrdlitos (8).

Diversos parasitas, bactérias e virus podem estar envolvidos na etiologia da diarreia.
Durante as ultimas quatro décadas, o conhecimento do espectro dos enteropatdégenos que
causam diarreia vem aumentando, principalmente através da identificacdo de novos virus,
dentre os quais destacam-se: 0s rotavirus, os adenovirus entéricos, os astrovirus, os calicivirus
humanos (1) (2). A infeccdo pelos rotavirus (RV) € uma das mais importantes causas de
morbimortalidade relacionada a diarreia no mundo; sendo a causa mais frequente de
gastrenterite grave tanto em paises em desenvolvimento quanto desenvolvidos. Os rotavirus
podem infectar humanos e outras espécies de mamiferos e aves, podendo ocorrer de forma
subclinica (2) (9).

No mundo, o rotavirus da espécie A (RVA) é considerado o principal agente
etiolégico da doenca diarreica em menores de 5 anos e € a causa mais comum de
gastroenterite e desidratacdo grave, sendo responsavel por 30% de Obitos nos paises
subdesenvolvidos (1) (3).

Na Africa Subsaariana ha pouca informagao sobre a importancia epidemioldgica dos
rotavirus em criangas menores de 5 anos, apesar da alta prevaléncia da infec¢do pelos virus
HIV-1e 2 (10) (11).

1.3 Rotavirus
1.3.1 Histérico
Os relatos de diarreia em seres humanos sdo anteriores a Hipdcrates (460 a.C.-377
a.C.). Porém, s6 no século XIX, os avancos da Bacteriologia e Parasitologia levaram a
elucidacéo da etiologia de uma parte das doencas diarreicas. Apesar desses avancos, ficou
evidente que uma proporcao significativa dos surtos de diarreia aguda ndo podia ser atribuida
a esses agentes. Assumiu-se que muitos casos de gastroenterite aguda deveriam ter outras

etiologias, incluindo os virus (12).

Achados historicos demonstram que os rotavirus (RV) foram descobertos pela
primeira vez ha 50 anos no exsudado de macacos e bidpsia intestinal de camundongos por
microscopia eletrdnica em 1963 (13). Até o inicio da década 1970, varios estudos foram

realizados visando associagé@o entre virus e a doenca diarreica em humanos, principalmente



em criangas. Porém, somente em 1972, o virus de Norwalk foi descrito como agente
etiol6gico em um surto de gastroenterite aguda, sendo utilizada a microscopia eletrénica (ME)
como metodologia de diagnostico (14).

Entretanto, a etiologia viral de gastroenterite por rotavirus em humanos s6 foi
comprovada por Bishop (15), na Austrélia, através da observacdo de particulas virais de
aproximadamente 70 nm de diametro pela analise pela ME de cortes ultrafinos de bidpsia de
duodeno de criancas hospitalizadas com gastroenterite aguda. No mesmo ano Flewett e
colaboradores também observaram pela ME particulas virais em fezes clarificadas de criangas
com diarreia aguda (16).

A partir destas descricbes, a ME passou a ser utilizada como metodologia para a
investigacdo de virus em amostras fecais. Inicialmente, estes virus receberam denominacéo de
Orbivirus-like agent (15), de Reovirus-like agent (12) e, considerando a visualizacéo da dupla
camada proteica, de Duovirus (17). Posteriormente, foi proposto que estes virus constituissem
um novo género (Rotavirus), na familia Reoviridae, pelo aspecto semelhante ao de roda (do
latim rota), quando a particula viral é observada em contraste negativo pela ME (16).

Desde entdo, os rotavirus sdo considerados os principais agentes etioldgicos da doenca
diarreica grave em criancas, tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento (9).
E, ao longo de quatro décadas, os rotavirus tém sido objeto de estudos, integrando dados que
abrangem desde os primeiros achados pela ME até a corrente caracterizacdo molecular das

amostras virais circulantes e os ensaios de campo com vacinas (18).

1.3.2 Classifica¢do dos Rotavirus (RV)

Os Rotavirus pertencem a familia Reoviridae, subfamilia Sedoreovirinae, género
Rotavirus. Esse género apresenta oito espécies distintas, RVA a RVH, com base nos
diferentes epitopos encontrados na proteina VP6. As espécies RVA, RVB, RVC e RVH séo
descritas em humanos e em animais, diferentemente das espécies RVD a RVG, que ate o
momento foram identificadas apenas em animais (19). Cada espécie apresenta um perfil
caracteristico quando submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) (20).

Recentemente mais duas espécies foram propostas (RVI-RVJ), identificadas em cées e
morcegos na Hungria e Sérvia, respectivamente, mas ainda aguardam confirmacdo pelo
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (21) (22). No mesmo contexto, com base na

reatividade da proteina VVP6 para anticorpo monoclonal especifico e dados da sua sequéncia,



os rotavirus A (RVA) sdo ainda classificados em quatro subgrupos (SGI, SGII, SGI + Il e SG
n&ol / ndoll) e dois genogrupos Wa-like e DS-1-like (23).

Além da proteina VP86, duas proteinas do capsideo externo, VP7 e VP4 tém sido
tradicionalmente usadas. Com base nos genes que codificam para essas proteinas, os RV
possuem uma classificagdo binaria em genotipos G (VP7 - glicoproteina) e P (VP4 - sensivel
a clivagem proteolitica) (20). Até o momento, foram descritos 36 genétipos G e 51 gendtipos
P (24).

Recentemente, uma nova classificacdo dos RV foi proposta, recomendando o
sequenciamento de todo o genoma viral, baseado na caracterizacdo molecular e anélise
filogenética de cada segmento génico, de 53protétipos (34). Os diferentes gendtipos descritos
para cada um dos segmentos sdo divididos segundo valores de corte, de acordo com a
similaridade nucleotidica, resultando nas chamadas constelacbes genotipicas, que s&o
designadas com uma letra para cada segmento génico, seguido de um namero arabico (x), na
seqguinte ordem: Gx; P[x]; Ix; Rx; Cx; Mx; Ax; Nx;Tx; Ex; Hx, que correspondem as
proteinas: VP7; VP4; VP6; VP1l; VP2; VP3; NSP1;, NSP2; NSP3; NSP4; NSP5/6,
respectivamente (25). Este sistema de classificagdo é o mais elaborado e € 0 mais
frequentemente utilizado, pois permite uma analise completa da diversidade genética entre

diferentes linhagens de rotavirus (26) (27).

1.3.3 Estrutura e Organizacdo do Virus

A particula viral completa e infecciosa caracteriza-se como ndo envelopada,
apresentando aproximadamente 100nm de didmetro, considerando as suas projecdes de
simetria icosaédrica, e possui trés camadas concéntricas de proteinas que envolvem o genoma
de 11 segmentos de RNA de dupla fita (RNAdf) (28).

Dentre as proteinas codificadas pelos segmentos genémicos, seis sdo estruturais: VP1,
VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7; e seis, ndo estruturais: NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e
NSP6 (29) (figura 1.1).
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Figura 1.1. Esquema estrutural do genoma e particulas virais dos rotavirus A: eletroforese em
gel de poliacrilamida dos 11 segmentos do genoma do rotavirus da espécie A de origem simia
(SA-11). B: gel de poliacrilamida para visualizacdo das diferentes proteinas estruturais (VP1 —
VP4, VP6 — VP7) e ndo estruturais (NSP1 — NSP6) de SA-11. C: micrografia eletronica de
rotavirus. D: reconstrucdo em 3 dimens@es do virion de SA-11 (Figura adaptada por Conner
& Ramig, 1997).

Os segmentos génicos estdo entre 667 e 3302 pb de comprimento e sao
monocistronicos, exceto 0 segmento genético 11, que é bicistronico e em algumas cepas de
RV, codifica duas proteinas (NSP5 e NSP6) (29).

O capsideo é composto por trés camadas de proteinas concéntricas. A camada externa
¢ formada por duas proteinas: VP7 e VP4 (30). A proteina VP6 constitui a camada
intermediaria, enquanto que a camada interna é formada por VP2, que envolve as proteinas

VP1 (RNA polimerase dependente) e VP3 (enzima de encapsulamento viral)(31).



1.3.4 Proteinas estruturais e ndo estruturais

1.3.4.1 Proteinas estruturais

VP1

Dentre as proteinas que constituem o capsideo interno, a VP1 € a proteina menos
abundante. Juntamente com a VP2 e VP3, compdem o core viral e formam o complexo de
replicacdo, que tem papel fundamental na biossintese viral (32)(33).

VP2

E a proteina mais abundante do core viral. Faz parte do complexo de replicacéo e liga-
se tanto a VP1 quanto a VP3, através de um dominio na sua por¢cdo N-terminal. A interacdo
proteica entre VP1, 2 e 3 é um fator limitante na replicacdo e transcricdo do genoma viral
(34)(35).

Além disso, a superficie externa da proteina VP2 interage com a proteina VP6 nos
estagios iniciais da morfogénese viral. A interacdo entre VP2 e VP6 é fundamental para a
formacdo de particulas consideradas imaturas ou incompletas, isto €, aquelas que possuem
apenas duplo capsideo proteico (DLPs). Esta interacdo também demonstra importancia na
atividade transcricional da particula completa que serd formada e na inducdo da protecdo
contra a infeccdo por rotavirus. Ja é conhecido o efeito individual na VP6 da inducdo da
protecdo. Entretanto, pouco se sabe sobre a imunogenicidade da VP2 (36) (37).

VP3

Apresenta atividade de guanililtransferase e provavelmente esta envolvida na adicédo
do Cap (Proteina Activadora de Catabolitos) presente na extremidade 5° de todos os mRNAs
virais (38).

VP4

Possui um sitio de clivagem da tripsina. A clivagem dessa proteina na presenca da
tripsina gera dois produtos proteicos a VP5* e VP8*, 0 que aumenta a infecciosidade viral. A
entrada do virus na célula é dependente dessa clivagem (34). Esta proteina demostrou ter
papel essencial no ciclo replicativo viral, ndo s6 pela adeséo e internalizagdo a célula, mas
também actividade bioldgicas de hemaglutinacdo, indugdo da sintese de anticorpos
neutralizantes e viruléncia (39). O gene que codifica para VP4 é responsavel pela
classificagdo dos P genotipos dos RVA (40) (41).

VP6



E a proteina viral mais abudante dos RV e possui, na superficie, determinantes
antigénicos altamente conservados que permitem a classificacdo dos rotavirus em diferentes
espécies (RVA - RVE) e subgrupos de RVA (I, Il, I1+I1, ndo-1 e ndo-1l) (41) .

Ela é constituinte do capsideo intermediario e é formada por dois dominios: um que
interage com VP7 e VP4 do capsideo externo; e outro que interage com VP2 do core. Assim,
VP6 participa em duas fungdes importantes do virus: i) adsorcdo e penetracdo na célula e ii)
transcricdo do RNAd.f. (42) (39).

VP7

A glicoproteina VP7 € a mais imunogénica dentre as constituintes do capsideo externo
e é responsavel pela sintese de anticorpos neutralizantes (43).

A VP7 modula a atividade de VP4 no processo de adsorcdo e entrada dos RVA na
célula, interagindo com proteinas da familia das integrinas, na superficie celular, apés o

processo de adsor¢do mediado pela VP4 (41).

1.3.4.2 Proteinas ndo estruturais
NSP1
E a proteina mais variavel de todas podendo apresentar até 65% da diversidade de
sequéncia entre as linhagens de RV. Apresenta associacdo com o citoesqueleto celular
favorecendo a ligacdo virus-célula. Além disso, NSP1 apresenta a fungéo peculiar de modular
a ativacdo de interferon (IFN) tipo I, que € essencial na resposta imune inespecifica em casos
de infeccdo viral (44) (45).

NSP2
E uma proteina altamente conservada e expressa em altas concentracdes nas células
infectadas. E frequentemente encontrada associada & NSP5 e, dessa forma, sdo responsaveis

pelas fungdes de transcrigéo, traducéo, replicacdo e empacotamento do RNAf.d. (46).

NSP3
Esta proteina esta envolvida no processo de traducdo do RNA viral, sendo evidenciado

que facilita a transcricdo do mRNA dos RV nos ribossomos (47) (48).



NSP4

A NSP4 estd envolvida nos estagios terminais da maturacdo viral no reticulo
endoplasmatico e, recentemente, foi demostrado que essa particula apresenta atividade de
enterotoxina (49). Estudos demonstram a multifuncionalidade desta proteina que foi a
primeira enterotoxina viral descrita como sendo diretamente responsavel pelas manifestacoes

clinicas mais recorrentes aos RVA, induzindo um mecanismo de diarreia secretoria (50).

NSP5

E uma proteina dimérica fosforilada que apresenta atividade autoquinase e de ligago
ao RNA (51). Esta proteina esta envolvida em multiplas fungdes dindmicas e de regulacdo do
viroplasma (52). Interage com VP1, VP2 e NSP6 formando corpusculos virais de inclusdo;

também interage com a NSP2 e outras proteinas durante a replicacdo do genoma (53).

NSP6

E encontrada principalmente no viroplasma e interage com NSP5, tendo participacio
nos processos de replicacdo e encapsidacdo viral. Variantes de RV ndo codificam esta
proteina e outras apresentam baixos niveis de expressdo, que indicam que esta proteina

apresenta papel regulatério ndo essencial na replicagdo viral (54).

1.3 Biossintese Viral

A biossintese dos RV ocorre no citoplasma das células absortivas diferenciadas, que se
encontram na porc¢ao apical das vilosidades do intestino delgado. As particulas infecciosas sdo
liberadas no limen intestinal e o processo replicativo continua na area distal do intestino
delgado (55)

Em cultura de células, a infecciosidade dos RV é aumentada pela presenca da enzima
proteolitica tripsina, que promove clivagem da proteina VP4, separando-a em duas
subunidades: VP5* e VP8*, que permanecem acopladas a particula viral (30) (56). No lumen
intestinal do hospedeiro, essa enzima tem origem na liberacdo de secrecdes pancredticas (57).

A entrada do RV na célula é possivel por meio da ligacdo da subunidade VP8* ao
acido sidlico e da interacdo de VP5* com integrinas e proteinas (Hsp) (58)(59).
Recentemente, isso foi expandido para uma ampla diversidade de glicanos, sugerindo que

VP8* é um forte determinante para uma variedade de hospedeiros (60)(61). Além disso,
concentracdes apropriadas de ions Ca2* sdo necessarias para manter a estabilidade da

particula viral e, principalmente, a estabilidade de VP7. A remocéo dos ions Ca2* dissocia 0s



trimeros de VP7 em mondmeros, liberando a VVP7 do virion e iniciando a penetracédo, induzida
por mudancas conformacionais que ocorrem na proteina VP4 (62)(63).

Apos a adsorcdo a célula hospedeira, ocorre a penetracdo do virus no citoplasma
celular (Figura 1.2). A estratégia de penetracdo viral ainda ndo foi totalmente esclarecida,
entretanto, alguns mecanismos sdo propostos : i) endocitose mediada por receptor (64)e, ii)
penetracdo direta por meio de rafts lipidicos, que sd&o microdominios lipidicos com alta
densidade de glicoesfingolipideos (moléculas com preponderancia de cadeias
hidrocarbonadas) e um conjunto especifico de proteinas, tais como Hsp e integrinas. E
possivel que haja outros mecanismos de penetracdo viral que atuem nos RV, como ja foi
descrito para outros virus (adenovirus, poliovirus e reovirus ) (65).

No citoplasma, ocorre a perda do capsideo externo, liberando as particulas virais de
camada dupla (DLP). Este evento sinaliza para a proteina VP1 0 momento de inicio da
transcricdo do material genético, produzindo as fitas RNA de polaridade positiva (RNA+).
Estas servirdo como fita molde para sintese de novas moléculas de RNA e traducdo das
proteinas virais, estruturais e ndo estruturais. As proteinas sintetizadas e o0 RNA fita simples
(RNAf.s.) viral sdo reunidos no citoplasma da célula infectada, constituindo um material
amorfo denominado viroplasma (66). O capsideo intermediario (VP6) envolve o core
(RNAf.s. e VP1-VP3) formando a particula viral incompleta, com aproximadamente 50 nm de
diametro. Nesta etapa, VP1-3 sintetizam a fita de polaridade negativa, completando a segunda
fita do RNAdf dos RV. Assim, as DLP deixam o viroplasma e seguem para 0 RE Rugoso
(RER), adquirindo o capsideo e um envoltorio transitério.

As proteinas glicosiladas VP7 e NSP4 sdo sintetizadas pelos poliribossomas do RER.
A camada de VVP7 forma o capsideo externo e a NSP4 ancora as DLPs, por intermédio de VVP6
e VP4, propiciando o brotamento das DLPs para o interior do RE, onde ocorre a montagem
das particulas com capsideo externo, resultando em particulas virais maduras com diametro
aproximado de 100 nm. Finalmente, o ciclo infeccioso termina quando a progénie viral é

liberada por lise da célula hospedeira Figura 1.2 (34).
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envelope € perdido e as proteinas do capsideo externo sdo adicionadas a particula. Os virions
completos sdo liberados das células infectadas por um transporte vesicular ndo convencional que

nédo passa pelo Complexo de Golgi (67)

1.4 Diversidade Genética dos Rotavirus
A diversidade genética dos RVA esta associada a diferentes mecanismos de evolugéo:

mutacdo pontual, rearranjo genémico (recombinagdo intramolecular) e reestruturacéo

(reassortment)(68).

1.5.1. As mutacdes pontuais

S@o o resultado da propensdo ao erro da RNA polimerase dependente de RNA
codificada pelo segmento do gene VP1(69). O acumulo de mutacBes pontuais pode ser
evidenciado por técnicas de sequenciamento de nucleotideos. Estas mutacGes definem novas

linhagens e sublinhagens de um gendtipo (68). Dessa forma, torna-se fundamental a analise
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sistematica de sequéncias dos virus circulantes na populacédo, com a finalidade de identificar a

frequéncia dessas mutagdes no genoma dos RVA(70).

1.5.2. Mutacdes segmentais

Séo alteracBes na sequéncia do segmento gendmico, algumas vezes na forma de
delecdo ou, mais frequentemente, como duplicagdo (70). As contribuicBes genéticas de
rearranjos nao sdo muito importantes embora, 0s segmentos que codificam para proteinas néo
estruturais, particularmente o NSP5, parecem ser mais susceptiveis a rearranjos génicos que
0s rearranjos dos segmentos que codificam para proteinas estruturais (71). A visualizacdo
deste tipo de mecanismo pela eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) caracteriza-se
pela auséncia de alguns segmentos da sua posi¢do usual e/ou o aparecimento de bandas

adicionais (72).

1.5.3.As reestruturagdesos genémicas (rearranjos)

Ocorrem quando uma célula é infectada por dois rotavirus ao mesmo tempo. Esse
mecanismo foi descrito pela primeira vez por Matsuno e colaboradores (73), que realizaram
experimentos de coinfeccdo de cultura celular com RVA bovino (Lincoln) e RVA simio (SA-
11), obtendo assim, o primeiro clone reestruturado. Por meio de comparacdes dos segmentos
de RNAfd do clone com os parentais, observou-se que o genoma reestruturado apresentava 0s
segmentos 4, 5, e 10 de SA-11 e segmentos 1, 2, 3, 6 e 11 de bovino, porém nao foi possivel
determinar a origem dos outros segmentos (7, 8 e 9). A presenca de reestruturacdes in natura
com especificidade animal parece mais frequente nos paises em desenvolvimento,
provavelmente facilitada pela precariedade das condi¢cdes de saneamento basico e higiene,
defesas imunoldgicas limitadas, desnutricdo, além do estreito relacionamento entre o0 homem,
animais domésticos e silvestres, proporcionando infec¢fes mistas e, consequentemente, maior

possibilidade de rearranjos “reassortment” (74).

1.5.4. Constelagdes genotipicas

Até 0 momento sdo reconhecidas duas principais constelages genotipicas das estirpes
de RVA, G1/ 3/4-P [8] -11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 (Wa-like) e G2-P [4] -12-R2-C2-
M2 —A2 — N2 — T2 — E2 — H2 (DS - 1 - like). O genogrupo Wa-like humano compartilha
muitos segmentos génicos com RV suino encontrado em combinagdo com P[8] e DS-1-like

tem um ancestral comum com RV bovino encontrado em combinagdo com P[4] (75).
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Outro pequeno genogrupo de constelacdo de genotipos AU-1-like foi detectado em
seres humanos (G3-P [9] -R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3). Considera-se que 0os RV humanos
AU-1 compartilham antepassados comuns com RV felino e canino (76). Esta constelacdo de
genogrupo AU-1-like esporadicamente € isolada em humanos (75). A tabela 1.1 apresenta, de

forma geral, as constelacGes genotipicas de diferentes espécies animais, incluindo humanos.

Tabela 1.1. Constelacdo genotipica de diferentes espécies de animais.

Constelagio T e 'e.m‘pe.s .

nome da estirpe 3o,
tep Genotipica

/Human-ic/ a/1974/G1P1A[8

RVAHuman-tc/'USA/P/1974/G3P1AI8]
RAVARuman-wiUSADC5115- 1977/G4P[8]

RVA/Human-wiBEL/B3458/2003/G9P[8]
A HVA/Human-wiBEL/ 4633‘2003’G12 8
‘Human-te/! 1
J WU CIV/
RVA Human-wiUNGAG? P8
RVAHuman-wt'E C»D/Maﬂab:)&mGH Pi8]

TVAHuman 1 USA/DS-1/1876/GoP 1184

Human Wa-ike

B : 1H
uman-wtBEL/B17 112002/ 6
B RVA/Human-wt'COD/DRCSE8/2003/ 8] Humzno DS-1-fike
RVAHuman-wiCOD/DRGSE/ 2003 GBP[6]

RVAHuman-1c/IND/BON/ 1980/GEPA[ 10
FAVA/Human-wiZAl E:Gﬁammmﬁ#_el
HVAHumanc/KEN/AK26/1982/G2P(4

_EVA;HumamM'CAMﬂBGOQ"EOOOESHGk

RVNNMM-WL‘CIV.‘G?SSARNL:‘?OO?;G! 0P[a G10

cl A/ Human-te/ /L26/1987/G12P14] Wa-like x DS-1-4ke [ G12
/Human-wt/ /3133WC/2000/G12 Gi2

RYA/ Matlab .ﬂ Recombinante Gi2
Human-wt'B Gi2
AVAHuman-wi G12

G3 Pg] B RIC3I M3 A3 E3
vauma»wmm‘szwmmzml Tm_n AL |G12 Plo] 13 R3IC3 M3 A12 Es
Rx

HVA/Human- miﬂﬁﬂﬁszooaﬁwbn Wa-lke Human x  [KevNEER|
G10PI11l Bovine Reassortant STV STl
RVAHuman-1c/ G6 Pl14]

UMAaN-wt bovino humsnno G6 Pf14)
uman-wt/

Cx x

All 16

P{14] A11 T6
Rvmamwrmopnml G10 P[14 A3

RVA'CM-E;FRAFFHQBZGGPH 3 A3

VA/Sheap-tc/ESP/ 762,200 ab[14]

G uanaco-wu /Chubut/1990/G8P[14] gomﬁ:m

RVA/, wi/ZAF/RC-18/2008/G6P[14
'A/'Goat-t /GO34/1990/G6P{1]

RVANacena JUSARotaTeq- WWB & 1 992:63?7] 5] Vacina
RVAVm’USARmaToq BfEQ |99664P7[5]

- =

RVANBccmea USARotanx—RIXM1N198&G1 P1A.LI

Os genotipos Wa-like estdo destacados em verde, enquanto os DS-1- Like estdo em vermelho.

AU-1 -Like estdo em laranja (75).
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1.6 Imunologia

A infeccdo por rotavirus ou a vacinagdo induz uma imunidade inata (inespecifica) e
adaptativa (especifica) (77). Apds a infeccdo por RV, o sistema imune inato é rapidamente
desencadeado, o que fornece um potente estado antiviral pela supresséo da replicacdo do RV
na célula hospedeira (78).

Neste caso, 0 sistema imune inato € mediado por macrofagos e produz interferons do
tipo 1 e do tipo Il (IFNs) e outras citocinas em resposta ao virus. A imunidade inata
desempenha um papel crucial para a eficacia da imunidade adaptativa que estimula a resposta
imuno celular designada com especificidade e memoria (79) (80).

Ap0s a entrada do virus na célula hospedeira, a resposta imune inata € iniciada, o que
envolve o reconhecimento de padrdes moleculares associados ao patégeno por receptores de
reconhecimento do célula, incluindo receptores Toll-like (TLR3, TLR7, e TLR8); receptores
semelhantes a dominios de organizacao oligomerizacdo de nucleotideos; receptores do tipo 1
(RIG-1) induzidos pelo &cido retindico; e receptores de proteina - 5 associada a diferenciacéo
de melanoma (MDADS) do dsRNA viral (79).

O sinal de RIG-1 e MDA5 através da proteina do sensor antiviral mitocondrial
desencadeia a ativacdo do fator de resposta ao IFNs 3 e 7 e subsequente IFN - o/ ¢ IFN -y.
O rotavirus antagoniza as respostas antivirais celulares inibindo o acimulo nuclear de STAT1,
STAT2 e NF-KB (80).

Os receptores toll-like pertencem a uma familia padrdo e desempenham um papel
significativo na resposta imune inata contra a infeccdo por rotavirus, induzindo a sinalizacdo
por diferentes vias. Isto leva a producgdo de citocinas pré-inflamatorias ou interferon tipo 1.
Na infec¢do por RV, os TLR3, TLR7 e TLR8 contribuem com na sinalizacdo dos IFNs (81).
No entanto, mais estudos sdo necessarios para melhor compreensdo do papel dos receptores
TLRS na resposta imune inata contra a infecgdo por rotavirus (82).

Depois da primeira infeccéo por rotavirus, infeccdes subsequentes tendem a ser menos
graves sendo que, depois da segunda infecc¢do, quase todas as criangas ficam protegidas das
gastroenterites graves (83) . Os mecanismos exatos de como a infec¢éo por rotavirus confere
uma protecdo nas infec¢Ges subsequentes ainda ndo estdo bem esclarecidos, supde-se que
estejam envolvidos anticorpos ndo neutralizantes, e resposta imunocelular mediada pelas

células T citotdxicas. (84).
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1.7 Patogénese

A patogenia das infeccBes por rotavirus ainda ndo esta bem definida. O jejuno dos
mamiferos representa o principal local da replicacéo (85). O virus penetra e se multiplica nos
enterdcitos no topo das vilosidades que sdo destruidas e eliminadas para o lumen intestinal
onde sdo substituidas células imaturas que vém das criptas ainda inaptas para a producédo de
dissacarideos, comprometendo a absorcao dos dissacarideos e de outros nutrientes, bastante
ativas na secre¢do de agua e eletrolitos (86).

O acumulo de dissacarideos no lumen intestinal, por conseguinte, precipita o quadro
diarreico de natureza osmética. A proteina de envelope VP4, uma vez sob clivagem por acao
da tripsina pancredtica, desdobra-se nos componentes antigénicos VP5 e VP8, sub -unidades
proteicas associadas a viruléncia do rotavirus, uma vez que se desencadeia 0 processo de
penetracdo viral na célula (87) . Entre as proteinas ndo estruturais implicadas de forma
transitoria na replicacdo viral intracelular destaca-se a NSP4, cujo potencial enterotoxigénico
desencadeia processo diarreico secretorio da infeccdo pelo rotavirus (88).

Dependo da idade do hospedeiro, diversos mecanismos estdo envolvidos na infeccdo
pelo RVA tais como : a a¢do da toxina NSP4 induzindo a diarreia secretoria; estimulagdo do
sistema nervoso entérico (SNE) induzindo a diarreia secretéria e aumenta a motilidade
intestinal; a alteracdo no metabolismo das dissacaridases e outras proteinas de membrana dos
enterocitos induzindo a diarreia osmdtica e mal absortiva e a morte dos enterocitos
contribuindo para a ocorréncia da diarreia osmotica e mal absortiva (78) (86).

A doenga diarreia pelos RVA ocorre com maior frequéncia em criangas menores de
dois anos de idade, e acredita-se que varias infec¢des podem ocorrer ao longo da vida e que
por causa da imunidade adquirida nestes episodios, as criancas com idade mais avancada e 0s
adultos sofram com episddios menos graves ou assintomaticos (8).

A disseminacdo extra-intestinal de rotavirus € rara mas, pode ocorrer e, pode ser
detectado no liquido cefalorraquidiano (LCR) , onde pode causar inflamagé&o local(89).

Estudos recentes reportam que a infec¢do por rotavirus pode se disseminar pelo organismo
hospedeiro e resultar em uma infeccdo sistémica(90).

O sistema nervoso entérico (SNE) por se localizar abaixo do epitélio das vilosidades,
recebe os estimulos do epitélio danificado pela infeccdo por rotavirus. Relatos das
manifestacbes neuroldgicas associadas a infeccdo por rotavirus vem sendo reportados,
variando de convulsdes benignas a encefalite letal. No entanto, ainda ndo esta claro se o

rotavirus permanece ativo e replicando nos sitios extraintestinais ou se é apenas transferido
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passivamente pela corrente sanguinea (86). A patogenia da infeccdo pelo RVA é complexa

mas do é actualmente conhida(86).

1.8 Diagnostico da infecgdo por rotavirus

Os sintomas clinicos ndo sdo especificos, sendo assim ndo podem diferenciar a
infeccdo por rotavirus das infecgbes causadas por outros patdgenos entéricos. Desse modo,
varios métodos foram desenvolvidos para o diagnostico da infeccdo causada por rotavirus
(72).

Geralmente a infeccdo resulta em uma libertacdo massiva de particulas virais nas
fezes, o que facilita a detec¢do do virus (40). Inicialmente, a microscopia eletrénica (ME) foi
a principal ferramenta utilizada para o diagndstico, devido a grande quantidade de particulas
virais e a morfologia caracteristica do virus (91).

Devido & baixa sensibilidade da ME, esta metodologia foi substituida na rotina pelo
ensaios imuno-enzimaticos (EIA), que permitem a deteccdo de antigenos especificos de
RVA. Os EIA tém boa sensibilidade e especificidade e sdo faceis de executar (92).

Com a evolucdo da tecnologia, introduziu-se o diagnéstico molecular através da
utilizacdo das metodologias de reacdo em cadeia polimerase, (PCR) e da PCR quantitativa
em tempo real, que sdo muito mais sensiveis e especificas que o EIA. Essas técnicas, além de
serem usadas para a confirmacdo da infec¢do, podem permitir a deteccdo de rotavirus em
individuos assintomaticos. Em algumas situacdes, o diagnostico exige o sequenciamento dos
nucleotideos (nt): na andlise filogenética das estirpes de RVA; no monitoramento das
recombinacfes e rearranjos genéticos; na avaliacdo de falhas vacinais; ou na emergéncia de

novas estirpes virais (72).

1.8 Vacinas contraa infecgdo pelo rotavirus

As vacinas sdo de fundamental importancia para o controle de doengas infecciosas
como a diarreia por rotavirus, especialmente entre popula¢fes que vivem em mas condicdes
sanitarias. Além disso, as vacinas podem gerar efeitos de rebanho, que resultam em protecao
mesmo entre aqueles que nao foram vacinados (93).

Como consequéncia do peso da infeccdo pelo rotavirus, que resultou em 453.000
mortes anuais em 2008 (94) e 215.000 casos em 2013, onde cerca de 95% dos casos séo em
paises subdesenvolvidos da Africa e Asia (95), a Organizacdo Mundial da Satde (OMS),

encontra como solucdo o desenvolvimento de uma vacina eficaz para reduzir a gravidade da
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infeccdo (96). Alem disso, baseado no conhecimento no qual a infeccdo natural por rotavirus
confere uma protegéo subsequente, a vacina poderia evitar o agravamento da doencga (97).

Em um breve histérico sobre a vacina contra o rotavirus, destacamos a vacina
Rotashild (RotaShield, Wyeth Laboratories, Inc., Marietta, Pennsylvania) (RRV-TV), que foi a
primeira vacina desenvolvida e licenciada em 1998. Ela resultou da recombinacéo das estirpes
humanas G1, G2, G4 com estirpes de macaco Rhesus, G3P[3] (98). No entanto, no mesmo
ano, foi retirada de circulacdo devido ao aparecimento de efeitos adversos (invaginagéo do
intestino) (99).

Com a retirada da vacina (Rotashild), véarios esforcos foram empregados para
desenvolvimento de uma vacina eficaz. Neste contexto, em 2006, duas candidatas vacinais, de
aplicacdo oral, foram introduzidas: a Rotarix (GSK, Biologicals Belgium) e a RotaTeq™
(Merck & Co, Inc, USA) (100).

Os estudos acerca das duas vacinas comprovaram a seguranca, protecdo e tolerancia
contra infecgdes graves de rotavirus (101) (102). Atualmente, essas vacinas estdo licenciadas
em mais de 100 paises (103) (104). Mas, destaca-se que em paises em desenvolvimentoa
saber, Africa e Asia, a protecio apresentou uma menor eficacia, devido a grande diversidade
de estirpes e a circulacdo de estirpes como G8,G9 e G12 e a ocorréncia de infecgdes mistas
(105) (106).

A vacina Rotarix (RV1) (GSK, Biologicals Belgium), é uma vacina monovalente
contendo estirpe humana vivo-atenuada G1P[8] e replica-se eficientemente no intestino
humano (107). A vacina é administrada em duas doses, aos 2 e 4 meses de idade. Para avaliar
a sua eficacia, varios estudos foram realizados em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento tendo demonstrado uma reducéo de hospitaliza¢cdes e do nimero dos casos
de diarreia (de 59 a 90%) (108) (109) (110) (111) (112).

A vacina RotaTeq™ (RV5) (Merck & Co, Inc, USA) é uma vacina pentavalente bovina
e humana direcionada aos genotipos G1, G2, G3, G4 e P [8], recombinante dos gendtipo
bovino G6P[5] (estirpe WC3), sendo administrada em trés doses, aos 2, 4 e 6 meses (93).

Apesar de apresentar gendtipos circulantes mais abrangentes, a vacina RV5 tem
apresentado baixa eficacia em comparag&o com a vacina RV1 (95). Nos paises da Africa e da
Asia, a baixa eficacia vacinal pode ndo estar relacionado com a prépria vacina, mas sim a
varios outros fatores tais como: altos niveis de anticorpos materno, desnutri¢cdo, baixas
coberturas vacinais, diversidade de gendtipos e idade em que a vacina é administrada (102)

(113) (114). No entanto, ndo obstante desses desafios, a OMS continua a recomendar a
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introducdo da vacina em todos os programas nacionais de imunizacdo (Burnett et al. 2017)
(104).

1.8.1 Outras vacinas licenciadas

Para suprimir as lacunas existentes nas vacinas atuais e para melhorar a eficacia e o
fornecimento global nos paises em desenvolvimento da Africa e da Asia (75), mais duas
vacinas orais de virus atenuado aguardam a sua pré-qualificacdo: a vacina pentavalente
recombinante bovino-humana, Rotasiil (Serum Institute of India), administrada em trés doses,
e a vacina monovalente bovino humano bovina Rotavac (Bharat Biotech), direcionadas para a
estirpe GOP[11] (aka 116E), também administrada em trés doses (115) (116).

Além das vacinas descritas acima, outras vacinas orais de virus vivo-atenuado foram
licenciadas e disponibilizadas internamente na China (LLR, Lanzhou Institute of Biological
Produces) e no Vietnam (Rotavin, PolyVac)(117) (Quadro 1.1).

Quadro 1.1. Descricdo das vacinas licenciadas e em uso (110)

Nome/tipo Organizagdo/comp | Composi¢édo Dose | Tipo Dose/Pre | Licenciada
anhia S VVM co
us, 2017)
Rotarix GSK Biologics Estirpe de 2,50 >100 paises
rotavirus 2 14
humano
atenuado
G1P[8]
Rotateq Merck and Co Recombinacéo 3 nunhuma 3,20 >100 paises
de estirpe de
rotavirus
bovina-humana
G1, G2, G3,
G4, P1[8].
Rotasiil Serum Institute of | Recombinacéo 3 30 2,50 India, sob
India, India and da vacina pré
PATH, USA bovina humana qualificaca
G1,G2,G3,G4, 0 pela
G9. OMS.
ROTAVAC Estirpe 3 2 1,0 India, sob
Bharat Biotech, atenuada de pré
India and PATH, rotavirus qualificaca
USA neonatal 0 OMS
G9P[11] (aka
116E)
Lanzhou Lanzhou Institute | Estirpe de 5 N/A china
Lamp of Biological rotavirus de
rotavirus Products carneiro
(LLR) China G10P[12]
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Rotavin-Ml POLYVAC, Estirpes de 2 Vietnam
Vietnam rotavirus N/A
atenuado
humano G1P[8]

VVM- monitor do frasco vacina, OMS- Organizacdo Mundial da Salde. Fonte: Adaptado de Lunal
(118) e Kirkwood (117).

1.8.2. Vacinas em fase de desenvolvimento

No mundo, varias outras candidatas vacinais continuam sendo desenvolvidas.
Na China, o Institute Lanzhou completou o ensaio clinico da fase Ill da vacina trivalente
atenuada da recombinacdo de estirpes de carneiro e humana (LLR recombinante). Ainda na
China, o Institute of Biological Products estd no processo de completar a fase | da vacina
hexavalente bovina-humana (117).

No Brasil, o Instituto Butantan finalizou o ensaio clinico de fase | para uma vacina
pentavalente bovino-humana (118).

Na Austrélia e na Indonésia, o0 Murdoch Childre's Research Institute e PT Biofarma
estdo desenvolvendo a vacina oral de virus “vivo-atenuado” a partir da estirpe G3P[6],
considerada responsavel por causar infeccBes assintomaticas em recém-nascidos. O quadro

abaixo apresenta um resumo das vacinas em desenvolvimento.

Quadro 1.2. Vacinas de rotavirus em fase de desenvolvimento

Fase Nome/tipo Composicéo Via de Organizacao/companhia

desenvolvimento administracio

Fase 1l LLR Recombinagéo de Oral Lanzhou Institute of

recombinante estirpes rotavirus Biological Products, china

de carneiro-
humano G2,G3,G4

Fase 1l Rotashield Recombinacéo da Oral Institute Medica Fundation
estirpe atenuada de and PATH ,USA

rotaviurs de
macaco-humano-
tetravalente

Fase Il UK BRV Tetravalente | Oral Santha Biotech, India
recombinante G1-G4

Fase Ilb RV3 Estirpe de Oral Murdoch’s Research
reotavirus neonatal Institute. Australia e
atenuada Biofarma Indonesia,

Fase Il Subunidade VP8 truncado da intramuscular National Institute of Health
P[4], P[6].[P8] e PATH USA

Fase | UK Viva atenuada oral Wuhan Institute of biological

recobminante recombinante recombinante da products, Chine and PATH,
estirpe rotavirus USA

bovina-humana,
tetra a hexavalente

Pré Clinica IRV Inactivada Intramuscular ou | USA CDC
G1P[8],G2P[4] intradermica
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Pré- clinica Subunidade Particulas Por determinar Baylor College of Medicine,
semelhantes a virus USA
VP2/6/7,
\VP2/4/6/7

Pré- clinica subunidade Tucancado VP8 da | Por determinar Cincinnati Children’s
particulas P de Hospital
norovirus Med Cent, USA

Pesquisa subunidade VP6 combinado Por determinar University of Tampere
com norovirus Gl e School of Medicine, Finland.
Gll VPLs

Fonte: Adaptado de Lunal (118) e Kirkwood (117)

1.9 . Epidemiologia da infeccéo por rotavirus

O rotavirus é o principal agente etiologico causador de gastroenterite infantil grave em
todo o mundo, sendo responsavel por cerca de um terco dos episddios de diarreia que
requerem hospitalizacdo (119).

Os RV sdo ubiquos, interespécies-transmissiveis e 0 acimulo de mutagdes pontuais,
recombinacdo e rearranjos gendmicos sao responsaveis pela grande heterogeneidade genética
destes virus. Consequentemente, estas caracteristicas sdo associadas com a propagacdo de
diferentes gendtipos do RVA e variantes genéticas nas diferentes regides do mundo (93) (110)
(111) (112).

Nos paises de clima temperado, a infeccdo por RVA apresenta uma distribuicdo
sazonal caracteristica, com picos epidémicos anuais no inverno. Nos paises de clima tropical e
subtropical a infec¢do ocorre ao longo de todo ano (120).

O padrédo de incidéncia na infancia é muito semelhante nos diferentes continentes,
entretanto os riscos de doenca grave, internacdo hospitalar e mortalidade variam de acordo
com as condi¢des socioecondmicas e a qualidade de prestacdo de cuidados com a satde (119).

No mundo, no ano 2016, ocorreram aproximadamente 258 milhGes de episddios de
diarreia por RVA em criangas menores de cinco anos, necessitando de cuidados domiciliares,
onde: 25 milhdes requereram visitas hospitalares, dois milhdes necessitaram de hospitalizacdo
e 128.500 foram a 6bito, dos quais 82% ocorreram na Africa Subsaariana. (121). (Figura 1.3)

A estimativa global da mortalidade por RVA reduziu de 528.000, em 2000, para
215.000, em 2013, e para 128,500, em 2015 (94). Nos paises desenvolvidos, o numero €
limitado de Gbitos, entretanto a taxa de morbidade continua elevada (119). Os paises em
desenvolvimento, principalmente da Africa e Asia, sd0 0s que apresentam maiores taxas de
mortalidade (94) (95).
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Figura 1.3 Distribuicdo geografica da mortalidade associada ao Rotavirus da especie A em

criancas menores de cinco anos (116).

1.10 Distribuic6es dos gendtipos

Vérios estudos epidemioldgicos sobre a infeccdo por RVA tém demonstrado uma
grande diversidade genética das estirpes circulantes nos cinco continentes, principalmente nos
paises da Africa e Asia (113) (110)(114)(115) (116).

Estudos epidemioldgicos realizados nos cinco continentes reportam uma relativa
constancia nos principais genétipos circulantes. Dentre as possibilidades de combinacdes G-P,
os cinco G prevalentes sdo: G1, G2, G3, G4 e G9, representando uma incidéncia global entre
80 e 95%. E para o gendtipo P, os mais prevalentes sdo P[8], P[4]e P[6]. Estudos tém
reportado maior frequéncia na associacao dos genétipos G1, G2, G3, G4 e G9 com o gendtipo
P[8] e 0 G2 com o P[4] (122).

Além desses seis gendtipos, outros podem ocorrer e com importancia regional (123).
A exemplo da circulagdo com maior frequéncia da estirpe P[6] na Africa (124).

No entanto, no mundo, varios estudos epidemioldgicos relatam a deteccdo esporédica
de genotipos G ndo comuns em casos humanos (G5-G6, G8, G10, G11 e G20) e genotipos P
(P [1], P [3], P [5], P [7], P [9], P [11], P [14], P [19] e P [25]) e recentemente combinacbes
como G26P[19] e G6P[14] (125)(126). Acredita-se que, muitos desses gendtipos ndo comuns
sejam de origem animal e tenham sido introduzidos em humanos através da transmissdo
interespécie ou eventos de recombinacdes genéticas (127).

Adicionalmente, foi comprovado que a prevaléncia de gendétipos varia de estacdo para
estacdo do ano em diferentes &reas geograficas (122) (128).
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1.11 Distribuicdes dos gendtipos na Africa

No continente Africano, os padrbes de distribuicdo das combinag¢bes dos genotipos G-
P circulantes sdo diferentes das observadas em outros continentes (Figura 1.4).

Estudos realizados em 20 paises africanos, durante dez anos (2006-2016),
demonstraram que as combinagdes mais comuns de G e P foram: G1P[8], G2P[4], G9P[8] e
GP[6] (129).

Na figura 1.5 podemos observar os resultados de um estudo de vigilancia
epidemioldgica realizado em 15 paises da Africa Subsaariana, durante seis anos (2010-2015),
que revelou que o periodo pré-vacina foi caracterizado por uma diversidade de combinacgéo
dos gendtipos: G1P[8], G2P[4], G9P[8], G12P[8], G2P[6] e G3P[6]. No periodo pos-vacinal,
nédo se verificou nenhuma alteracdo das combinagdes, apesar da ocorréncia de combinagdes
ndo comuns dos genotipos G e P: G1P[4], G2P [8], G9P[4] e G12P[4] (123).

TOTAI (N=2474)

(23 Paises)

WPR (N=1608)

( 4 Paises)

SEAR (N=372)

EUR (N=383)

(7 Paises)

AMR (N=33)
(2 Paises)

AFR (N=78)

(7 Paises)

T ! T T T T T T T
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P[4].G2 P[8].G1 P[8].G4 MISTA
P[4].G9 P[8].G2 P[8],.G8 ® OUTRAS
P[6].G12 P[8],.G3 P[8],G9 = NT

Figura 1.4. Distribuicdo dos gendtipos de rotavirus A. Fonte: www.who.int/immunization

/diseases /rotavirus/en/2019.

Na Africa Ocidental (Republica de Camardes), um estudo realizado no periodo pré-
vacinal entre os anos de 1999-2013, reporta que a combinacdo G1P[8] foi mais frequente,
seqguida por G3P[6], G12P[8] e G2P[6]. Também foi possivel detectar as combinacGes
G1P[10], G3P[4], G4P[4], G5P[8], G6P[8], G8P[4], G8P[8], GIP[4], GIP[14], G10P[8] e
G12P[4] (130).
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Em Republica de Gana, as combinacdes dos gendtipos mais observados no periodo
pré-vacinal foram: G1P[8], G3P[6] e G2P[6], enquanto que no periodo pds-vacina as
combinag6es G12P[8], G10P[6], G3P[6] e G1P[8] foram as mais observadas (131).

A combinacdo ndo comum GG6P[14] foi detectada pela primeira vez durante a
vigilancia hospitalar no Gana (125). Nos ultimos anos, essa e outras combinagdes incomuns
do gendtipo G6 (gendtipo conhecido somente entre bovinos) tém sido descritas em humanos

em outros paises da Africa (132)

Ruanda e Etiopia e Zambia Madagascar e
Tanzania vacina (Lusaka em 2012), Zambia vacina
introduzida vacina introduzida introduzida em
vacina em 2012 em 2013 2014
- . l .
.L LLA I
-
$0.00
800 . .

2000

.00
2000 2011 2012 2013 2014 2015

GIP(E] GP[& w G276 B GWE] »G127M8] » GIP[4] nG1PE] BGIP(E  Othor straing @ Maod G/P types @ Partial G/7 types @ Neog

Figura 1.5. Distribuicdo temporal dos gendtipos de rotavirus antes e depois da introducéo da
vacina na Africa Subsaariana (118).
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1.12 Prevencao e controle

Ao contrério da diarreia por outra etiologia, medidas como a ampliacdo do acesso a
agua potével e ao saneamento basico tém impacto pouco expressivo na morbidade associada
aos rotavirus, ja que as taxas de incidéncia desta infeccdo nos paises desenvolvidos sédo

comparaveis as taxas dos paises pobres sem recursos (133).

O tratamento de rotina para episodios de doengas diarreicas, incluindo a TRO, pode
reduzir a desidratacdo causada por infeccdes por RVA em casos graves, no entanto, a perda de
fluido é extensa e pode ser necessario reidratacdo intravenosa (134).

Outro método que tem sido estudado sobre o tratamento de rotavirus, € uso de
probidticos que sdo microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem um efeito benéfico sobre a satde do hospedeiro (135). Tém se mostrado
promissor na prevencao mas, requerem novos estudos e uma andlise de custo-beneficio antes
de qualquer recomendacéo para o uso na comunidade (136).

A amamentacdo é recomendada e deve ser promovida mas, os seus efeitos sdo
limitados para a prevencao (137). Sendo assim, o controle efetivo da diarreia por rotavirus,
estd condicionada a uma vacina eficaz e de uso corrente ao longo do primeiro semestre de
vida (138).

Por outro lado, sabe-se que a imunidade natural ap6s uma primeira infec¢do por RVA
ndo é totalmente protetora. E possivel nova infeccdo por outros gendtipos/estirpes virais,
embora 0s contatos subsequentes com o virus levem a manifestaces clinicas menos graves,
podendo ser assintomaticas (139).

Nos Gltimos dois anos, duas vacinas foram licenciadas: RotaTeq® (Merck, North
Wales, PE, EUA) e Rotarix® (GlaxoSmithKline [GSK], Rixensart, Bélgica). S30 vacinas
orais, sendo a primeira pentavalente (G1, G2, G3, G4 e P[8]) de virus reestruturado (humano
— bovino WC3); e a segunda, monovalente (G1P[8]), atenuada e de origem humana (140)

Embora a composicdo das duas vacinas seja diferente, elas tém apresentado mesma
eficacia e, em grande parte, o mecanismo de acdo é semelhante, sendo que as duas vacinas se
mostram protetoras contra 0s genétipos mais comuns (G1-G4, G9) de RVA que circulam no
mundo (100)(141).

Na Africa, apesar das vacinas ja lincenciadas contra a infecgdo pelo RVA
apresentarem menor eficacia, como demonstrado recentemente no Malawi por Mandhi e
colaboradores em 2012, seu uso seria de grande importancia para evitar e reduzir o nimero de

casos graves e de mortes (142).
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A fim de se reduzir a gravidade da infeccdo do rotavirus, Mocambique introduziu em
setembro de 2015, no seu Programa Alargado de Vacinagdo (PAV), a vacina monovalente
Rotarix (RIX4414 RotarixMT) (81).
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1.13. Justificativa

A diarreia continua sendo uma das principais causas de morbilidade e mortalidade em
criancas menores de 5 anos a nivel mundial. Os episodios repetidos de diarreia sdo uma das
causas subjacentes mais importantes de malnutri¢do calorico-proteica grave e de morte.

Em Mogambique no estudo multicentrico GEMS, a doenca diarreica foi reportada como
sendo um dos principais problemas de salde publica entre criangas menores de cinco anos, e
o rotavirus foi um dos principais agentes da etiologia da doenca diarreica (5).

Recentemente um estudo realizado no distrito da Manhica, indica que a doenca
diarreica continua a ser um dos principais problemas de satde publica (6).

A morbidade associada a diarreia € muito importante; criancas sdo acometidas
anualmente por cerca de 1 a 10 episodios de diarreia (143) (144).

Em Mocambique, bem assim como em outros paises do mundo a sua importancia esta
relacionada ao impacto da doenca na populacdo, traduzido pelos seus danos a saude,
afectando o desenvolvimento infantil, bem como a sociedade pelos custos gerados pela
demanda aos servi¢cos médicos, atendimento ambulatério, urgéncias, hospitalizacbes (custos
directos) e as perdas de dias de trabalhos, de escola, gastos com medicamentos, transportes,
etc. (custos indirectos)(143).

Adicionalmente, o conhecimento da interaccdo de diarreia persistente e malnutricdo
como causa de mortalidade tem reforcado a necessidade de desenvolvimento de programas de
intervencdo além do tratamento baseado em terapia de re-hidratacdo oral que acarreta
elevados custos para o Pais.

Devido ao elevado indice de morbi-mortalidade associada & diarreia por rotavirus no
mundo, ficou evidente a necessidade de medidas urgentes como o desenvolvimento de
vacinas contra esse virus, cujo objectivo principal é a atenuagdo da gravidade da doenca
diarreica(94).

Na Africa, Mocambique ¢ um dos 32 paises que introduziram a vacina contra 0
rotavirus no seu programa nacional de vacinacdo como medida preventiva para reducdo dos
casos de morbidade e mortalidade da doenca diarreica por rotavirus em criancas menores de
cinco anos(121).

Estudos tem demostrado que o periodo antes da introducdo da vacina Rotarix foi
caracterizado pela ocorréncia de uma grande diversidade de gendtipos, sendo 0 genotipo
G1P[8] o mais predominante. No periodo pds-vacinal, observou-se a reducdo do gendétipo
G1P[8] e aparecimento de gendtipos emergentes (131)(145)
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Em Mocambique, no distrito de Chokwe, Langa e colaboradores observaram uma
grande diversidade das estirpes de RVA onde as combinac6es mais isoladas foram G12P[8] e
G12P[6], genotipos diferentes daqueles contidos nas vacinas em uso (97). Por outro lado,
analise similar realizada em Malawi, antes da introducdo da vacina, mostrou que a estirpe
RVA mais prevalente foi a mesma globalmente identificada G1P[8], mas também foi
identificada uma estirpe emergente (G12P[6]), que ndo compartilha nem G nem P com
qualquer das duas vacinas atuais (RotaTeq ou Rotarix). Teoricamente, este dado pode, de
algum modo, influenciar a eficécia da vacina (146).

Na Africa Subsaariana, a eficacia vacinal atingiu 68%, entretanto essa protecdo pode
ser reduzida devido ao aparecimento de estirpes ndo comuns, estirpes emergentes e
constelagdes genotipicas, caso essas vacinas nao produzam protecao cruzada (147) (123).

Na regido sul de Mocambique, estudos tem reportado uma alta prevaléncia de
rotavirus em criancas com diarreia aguda (25 a 42%) (148)(149)(150). O elevado numero de
hospitalizagcbes verificado no Hospital Central de Maputo (HCM), torna relevante a
concentracéo de esforcos no acompanhamento da doenca diarreica grave neste local.

Estes estudos sdo importantes para: monitorar o impacto da vacinagdo na reducédo da
morbidade e mortalidade da doenca; avaliar a eficacia da vacina e identificar as possiveis
falhas vacinais; monitorar o aparecimento de estirpes emergentes que podem escapar da
vacinacao; identificar grupos populacionais que podem nédo ser adequadamente cobertos pela
vacinacdo; continuar a monitorar a seguranca da vacinas; e confirmar com o diagndstico
laboratorial para rotavirus de todos os casos de diarreia em amostras de fezes de criancas até
o0s cinco anos. Além disso, acompanhar a evolucdo clinica da doenca diarreica grave, antes e
depois da introducéo da vacina.

A compreensdo da real prevaléncia dos virus e do mecanismo associado a emergéncia
de novas variantes virais e como elas se disseminam dentro da populagdo de risco, ira

melhorar as medidas preventivas contra as doencas diarreicas em Mogambique.
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2.

OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAL

Avaliar o impacto da vacina contra o0 RVA na prevencéo da infeccdo e na diversidade
dos genotipos, apds a introducdo da vacina Rotarix® (RV1) em Mocambique de 2013
a 2018.

2.2 Objetivos Especificos

Comparar os casos de atendimentos por diarreia aguda em criancas menores de cincos
anos no Hospital Central de Maputo, no periodo pré vacinal e pds vacinal.

Estimar a prevaléncia dos rotavirus, antes e ap6s a introducao da vacina, em crian¢as
hospitalizadas com diarreia aguda na pediatria do Hospital Central de Maputo;

Avaliar as caracteristicas clinicas e demogréficas das criancas atendidas no HCM com
diarreia aguda, no periodo de 2013 a 2018;

Avaliar a diversidade genética das estirpes dos RVA, antes e depois da introducdo da
vacina RV1,

Avaliar a dindmica da evolucdo do virus e analisar possivel ocorréncia de eventos de

reestruturacdo gendmica (reassortment e mutacdoes).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Tipo e local de estudo

Foi realizado um estudo descritivo transversalde base hospitalar. O estudo foi

realizado na cidade de Maputo, nos servicos de pediatria do Hospital Central de Maputo

(HCM). O HCM, como unidade sanitaria de referéncia nacional, atende rotineiramente as

criangas de todas as provincias e distritos vizinhos, com demanda espontéanea e referenciada.

O setor de pediatria do HCM tem a capacidade para internar aproximadamente 600 pacientes.

3.2 Area de estudo

O estudo foi realizado na cidade de Maputo. O municipio tem uma area de cerca de

300 quilémetros quadrados e uma populagdo de 1.101.170, segundo dados preliminares do

senso de 2017. A sua area metropolitana, que inclui o municipio da Matola e os distritos de

Boane e Marracuene, tem uma populacdo de 3.158.465 habitantes. A figura abaixo apresenta

0 mapa legenda da area de estudo.
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Figura 3.1. Mapa legenda da descri¢do da area de estudo: Elaborado por: Dinis e Jeronimo

Langa 2019.
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3.3 Periodo do estudo

A coleta de amostras foi realizada no periodo compreendido entre os anos 2013 a
2018. De 2013 a 2015, periodo pré-vacinal, as amostras foram colhidas na pediatria do HCM.
Em setembro de 2015, o HCM passou a ter um Posto Sentinela da Vigilancia Nacional de

Diarreias Agudas, onde foram captadas as amostras ap0s introducéo da vacina.

3.4 Populacdes de estudo

A populacdo do estudo foi composta por criangcas menores de cinco anos de idade,
assistidas nos balcdes de triagem e atendidas no setor de pediatria do HCM, durante o periodo
de estudo, com diarréia de etiologia presume-se que reuniam os critérios de inclusdo no

estudo.

3.5 Planos de amostragem

Foi realizada uma amostragem por conveniéncia. Onde pretendia-se ter um tamanho
amostral adequado, correspondente a real populacdo nos periodos pré e p6s introducdo da
vacina, com um erro maximo de 5% e intervalo de confianca (IC) de 95%. Para efeito de
inclusdo, foram selecionadas todas as criancas hospitalizadas com diarreia, e com idade
inferior a cinco anos, internadas na pediatria de HCM no periodo de 2013 a 2018 que tiveram
sua participacdo concedida por seus responsaveis legais de forma voluntaria com assinatura

do termo de consentimento livre e esclarecido.

3.6 Tamanho amostral

Para o presente estudo foi calculado o tamanho amostral (n) de 680 amostras,
calculado para antes e depois da introducio da vacina, segundo a formula N=PQZ?/d? onde: N
- tamanho da amostra, p - probabilidade de casos positivos, q - probabilidade de casos
negativos, d - precisdo absoluta, Z- Valor correspondente ao intervalo de confianga com
margem de erro de 5%. Sendo que, para o periodo anterior a introducdo da vacina, foi
considerada a probabilidade de ocorréncia de 50% (isto €, ndo havendo informacdo da
prevaléncia da infeccdo do RVA no local), onde foram coletadas 803 amostras. Essas
amostras foram utilizadas para a determinacdo dos geno6tipos correspondentes ao periodo pré-
vacinal. Apos a vacinagdo, prevaléncia considerada foi de 25%, totalizando um tamanho

amostral de 288 amostras.
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3.7 Selecdo dos Participantes
3.7.1 Critérios de incluséo

Foram incluidas no estudo as criangas com as seguintes caracteristicas:

e Criangas menores de cinco anos;

¢ Internadas nos servigos de pediatria de Hospital Central de Maputo;

e Presenca de diarreia como doenca primaria

e Definicdo de caso: presenca de diarreia aguda manifestada por trés ou mais
evacuagOes/dia, ou numero inferior a trés, desde que as fezes fossem liquidas ou
muito abundantes;

e Diarreia a menos de sete dias;

3.7.2 Critérios de exclusdo
Foram excluidas do estudo as criangas com as seguintes caracteristicas:
e Apresentarem parada cardiorrespiratoria a admissao.
e Com diarreia mas que ndo forneceram amostra de fezes

e Tenha iniciado a diarreia durante o internamento na unidade sanitaria

3.8 Consideracdes Eticas

O presente estudo foi submetido a Unidade de Pesquisa Clinica do Instituto Nacional
de Saude Mocambique (UPC-INS) e pelo Comité Institucional de Bioética para Saude do INS
(CIBS-INS). Como nos referimos anteriormente, este estudo foi realizado em dois periodos:
pré-vacinal (2013 a 2015) e p6s-vacinal (2016 a 2018).

Para avaliacdo do primeiro periodo, foram usadas amostras colhidas no dmbito do
estudo realizado na pediatria do HCM sob o titulo “Ocorréncia de RVA em criangas menores
de cinco anos internadas com diarreia no HCM”, cujo protocolo teve aprovagdo do CNBS
com namero de referéncia 317/CNBS/12, onde a participacdo no estudo foi livre e voluntaria,
os cuidadores que aceitaram fornecer amostras assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) informando que as amostras seriam testadas por EIA. Havendo
necessidade de se realizar testes adicionais (PCR e Sequenciamento), para melhor se avaliar a
impacto do RVA, foi previamente solicitada a aprovagéo de adendo do protocolo ao CNBS
(aprovagdes em anexo).

No segundo periodo, realizado a partir de setembro de 2015, os instrumentos de

recolhimento de informagéo e o termo de consentimento utilizados foram uniformizados com
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os da Vigilancia Nacional de Diarreia (ViNaDia) também iniciada nesse ano na unidade

sanitaria.

1.9. Coleta de dados clinico-epidemioldgicos e das amostras fecais

Os pacientes foram atendidos pelos técnicos de saude da unidade sanitaria
anteriormente mencionada e encaminhados para selecdo pelo pesquisador, ou auxiliar de
pesquisa, de segunda-feira a sexta-feira, das 07:30 as 17:00 horas. Os pais ou responsaveis
foram informados sobre o estudo e apds concordarem em participar do mesmo, assinaram o
TCLE. Em seguida, foi aplicado o formulario padronizado, elaborado conforme as variaveis
do estudo, seguido da coleta de amostra de fezes frescas das criangas. A colheita de fezes foi
realizada com auxilio de uma espatula a partir das fraldas das criangas participantes.
Posteriormente, o material fecal foi acondicionado em reservatorio plastico impermeével,
devidamente identificado e armazenado em geladeira ou caixa térmica a temperatura de 4°C
(méximo 48h) em seguida todas as amostras coletadas foram submetidas ao diagndstico
soroldgico de RVA pela técnica de ELISA. As amostras positivas a ELISA e com material
suficiente foram submetidas a caracterizacdo molecular por RT-PCR no laboratério do
Instituto Nacional de Saide em Mocambique e, posteriormente, armazenados a temperatura
de - 80°C. Ao término da coleta do nimero total, as amostras foram enviadas para o Brasil
para o Laboratorio de Virologia Comparada e Ambiental da Fundacdo Oswaldo Cruz, para o
processamento das analises complementares (sequenciamento). Este procedimento foi
realizado por uma empresa especializada, seguindo todas as normas internacionais de

transporte de amostras dos dois paises.

3.10 Processamento das amostras fecais

Foram preparadas suspensdes fecais a 10% em tamp&o Tris-HCI Ca?* 0,01M pH 7,2,
em cabine de seguranca biologica NB2, Holten Lamin Air MS 2010 Modelo 0.9. As
suspensdes foram homogeneizadas, clarificadas a 3000 x g por 10 min a 4°C e os

sobrenadantes, conservados a -20°C.

3.11 . Detecgéo de antigenos virais.

Para triagem, foi realizado teste imunoenzimatico usando o kit comercial IDEIA™
Rotavirus (Oxoid (Ely) (Limited Thermo Fisher Scientific, Cambridgeshire, United

Kingdom), seguindo as instrucdes do fabricante, com uma correlacdo de 99,5% e 99,0 %
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com a com Microscopia Eletrénica e testes comercias de EIA e, com uma sensibilidade e
especificidade 100% e 99,2% respectivamente. Este método tem por principio a detec¢do de
antigenos da proteina VP6 dos RVA.

3.12 Extracdo de dsRNA viral

A extracdo de RNA viral foi realizada em todas as amostras positivas no EIA, a partir
de sobrenadantes homogeneizados e clarificados de suspensdes fecais pelo método descrito
por Boom e colaboradores (151).

Em tubos de poliestireno tipo Eppendorf™ de 1,5mL, foram adicionados 1 mL de
tampé&o L6 (Tris-HCI 0,1 mol/L, pH 6,4, isotiocianato de guanidina, EDTA 0,2 ) e 400uL de
suspensdo fecal a 10%, seguido de 15uL de silica. Apos agitagdo orbital por 20 minutos, as
suspensdes foram centrifugadas a 16.000 x g por 60 segundos, descartando-se o sobrenadante
em solucdo de NaOH 10N. Em cada tubo, foi adicionado 1mL de tampéo L2 (Tris-HCI 0,1 M,
pH 6,4; tiocianato de guanidina 4 mM) seguido de agitagdo em vortex para nova suspensdo do
sedimento formado. Nova centrifugacdo foi realizada a 16.000 x g por 60 segundos e 0
sobrenadante foi descartado em solucdo de NaOH 10N. A seguir, foram realizadas duas
etapas de lavagens: na primeira, adicionou-se 1 mL de etanol a 70% a 4°C e, na segunda, 1
mL de acetona P.A (Merck) a mesma temperatura, utilizando-se os mesmos procedimentos de
homogeneizagdo e sedimentacdo anteriormente descritos, desprezando-se o sobrenadante em
solucdo de hipoclorito de sédio a 5%. Apos a ultima lavagem, os tubos foram incubados a 56°
C por 15 minutos com as tampas abertas, para completa evaporacdo da acetona. Apos esse
periodo, foram adicionados 60ul de agua livre de endo e exonucleases (Invitrogen) em cada
tubo.

Os tubos foram novamente homogeneizados em vértex por 10 segundos, incubados a
56° C por 15 minutos com as tampas fechadas. Apos a centrifugacdo, a 16.000 x g por 3
minutos, 50ul do sobrenadante contendo o RNA foram colhidos cuidadosamente,
transferidos para outro tubo e armazenados a -70°C.

3.13. Metodologias moleculares para genotipagem de rotavirus da espécie A

Foram seguidas as orientacOes descritas pela OMS no "Manual of Rotavirus Detection
and Characterization Methods", que esta disponivel no site:
http://www.who.int/immunization/en/(WHO 2009).
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3.13.1 Sintese de DNA complementar (cDNA)
A sintese de cDNA, a partir do RNA extraido, foi realizada utilizando-se o iniciador
randomico contido no High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® (Applied

Biosystems, USA), seguida de amplificagdo com iniciadores especificos.

Para a desnaturacdo da fita dupla de RNA, foram adicionados 2 pL de dimetil
sulfoxido (DMSO) em 10 pL de RNA extraido e incubado a 97°C por 7 minutos. Apos esse
procedimento, os tubos foram incubados por 2 minutos em banho de gelo e foram adicionados
38uL da mistura de reagentes do Kit. Utilizando o termociclador, os tubos foram submetidos a
temperatura de 25°C por 10 minutos, 37°C por 2 horas e 85°C por 5 minutos. O produto foi
estocado a 4°C até o momento da PCR.

Quadro 3.1 Mistura de reagentes utilizados na reacdo de transcricdo reversa

Reagente Concentracéo Volume/Reacdo

H.O livre de DNAase / RNAase - 14,8ul

(Invitrogen®)

Tampao RT Buffer (Applied Biosystems®) 10X 8,0 uL
25X dNTP Mix (Applied Biosystems®) (100mM) 3,2 uL
RT Iniciadores Randdémicos 10X 8,0 uL

(Applied Biosystems ®)

RT Multiscribe (Applied Biosystems ®) 50U/uL 4,0 uL
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3.13.2. Reacdo de PCR e genotipagem

Para amplificacdo do gene que codifica para a proteina VP4 (876bp), foram usados 0s
iniciadores pareados Con2/Con3 para a banda consensual, seguido de uma tipificagdo com
coquetel de iniciadores especificos: Con3, 1T-1D, 2T-1, 3T-1, 4T-1, 5T-1, mP11 e p4943 do

Rotavirus Humano (HRV) P[8], P[4], P[6], P[9],P[10],P[11] e P[14].

As sequencias de iniciadores e utilizados para a caracterizacdo molecular dos genes

VP4 (P) e VP7 (G) estdo descritas nos quadros abaixo.

Quadro 3.2. Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo e caracterizacdo do gene

VP4(P) de rotavirus da espécie A.

Tamanho
Iniciador | Sequéncia Posicdo | Gendtipo segmento(Pb) | Referéncia
Primeira amplificacdo consenso
TGG CTT CGCTCATTT ATA Gentsch et
con3 GACA 11-32 consenso 876pb al.(1992)
Gentsch et
con2 ATT TCG GAC CAT TTATAA CC | 868-887 |consenso 876 al.(1992)
nt 132-
VP4F TAT GCT CCA GTN AAT TGG 149 consenso 663
ATT GCATTT CTTTCC ATA nt 775-
VP4R ATG 795 consenso 663
Segunda amplificagdo (incluir con3)
Gentsch et
17-1 TCT ACT TGG ATA ACG TGC 339-536 | KU/(P[8]) 345Ppb al.(1992)
CTATTG TTA GAG GTT AGA Gentsch et
2T-1 GTC 474-494 |RV5/(P[4]) 483pb al.(1992)
Gentsch et
3T-1 TGT TGATTA GTT GGA TTC AA |259-278 | 1076(P[6]) 267pb al.(1992)
Gentsch et
4T-1 TGA GAC ATG CAATTG GAC 385-402 | K8/(P[9]) 391pb al.(1992)
Gentsch et
5T-1 ATC ATA GTT AGTAGTCGG  |575-594 | 69M(P[10]) 583Pb al.(1992)
mp11 nt 305- Gentsch et
GTA AAC ATC CAG AAT GTG 323 312pb al.(1992)
04943 nt 538- Gentsch et
GGTGTAGTTCCTGCGTA 554 546pb al.(1992)

34




Para a amplificacdo do gene que codifica para a proteina VP7 (1062bp), foram usados
iniciadores pareados Beg9/End9 seguido de uma tipificacdo do genétipo G usando um
coquetel dos iniciadores: End9 ou RVGY, aBT1, aCT2, aET3, aDT4, aAT8,mG9,mG10 e
G12b especificos para rotavirus humano (HRV) G1, G2, G3, G4, G8, G9, G10, G12, (WHO
2009). Segundo a tabela abaixo

Quadro 3.3. Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo e caracterizacdo do gene VP7
de rotavirus da espécie A.

Tamanho
Primer | Sequéncia Posi¢do Gendtipo segmento(Pb) | Referéncia
Primeira amplificagdo
GGCTTT AAA AGA GAG AATTTC Gouvea et al
Beg9 |CGTCTGG 1-28 consenso | 1062pb (1990)
GGT CACATCATACAATTCTAA 1062- Gouvea et al
End9 |TCT AAG 1036 consenso | 1062pb (1990)
1062- Gouvea et al
RVGY | GGTCACATCATACAATTCT 1044 consenso | 1062pb (1990)
Gouvea et al
sBeg9 | GGCTTTAAAAGAGAGAATTTC 1-21 consenso | 1062pb (1990)
ATG TAT GGT ATT GAA TAT ACC
VP7F | AC nt 51-71 consenso | 881bp
nt 914-
VP7R |AACTTG CCACCATITTTTCC 932 consenso | 881bp
Segunda amplifica¢ao (incluir um inicador consenso)
Gouvea et al
aBT1 |CAA GTA CTC AAATCAATG ATG G |314-435 |Wa (G1) |[749pb (1990)
CAATGATAT TAACACATTTTC Gouvea et al
aCT2 |TGTG 411-435 |DS1(G2) |652pb (1990)
Gouvea et al
aDT4 |CGTTTCTGG TGAGGAGTTG 480-498 |ST3(G4) 652pb (1990)
Gouvea et al
aET3 |CGT TTG AAG AAG TTG CAACAG |689-709 |P(G3) 374pb (1990)
nt 757- Gouvea et al
mG9 CTT GAT GTG ACT AYA AAT AC 776 305bp (1990)
Gouvea et al
DT6 |CTA GTT CCT GTG TAG AATC 499-481 | Bo/UK(G6) |500pb (1990)
nt 178- Gouvea et al
aAT8v | GTC ACA CCATTT GTA AAT TCG 198 885bp (1990)
mG10 nt 666- Gouvea et al
ATG TCA GACTACARATACTGG |687 396bp (1990)
G12b nt 548 - Gouvea et al
CCG ATG GACGTAACGTTGTA nt567 558bp (1990)
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A mistura de reagentes utilizada para a amplificacdo dos genes que codificam para as
proteinas VP4 e VP7 est& descrita no Quadro 2. Controles negativos (agua livre de &cidos
nucléicos) foram utilizados durante todos os procedimentos desde a extracdo de &cidos

nucléicos.

Quadro 3.4 Reagentes utilizados na reacdo em cadeia pela polimerase para a amplificacdo dos
genes que codificam para as proteinas VP4 e VP7.

Concentragédo

Reagentes inicial Volume
H0 livre de DNAase/RNAase (Invitrogen®) - 31,25 uL
Tampé&o de PCR sem MgCl; (Invitrogen®) 10x 5uL
dXTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP
(Invitrogen®) 2,5mM 4L
MgCl, (Invitrogen®) 50mM 2,5 uL
Taq DNA polimerase Platinum (Invitrogen®) 5U/mL 0,25 puL

3.13.3 Andlise dos amplicons por eletroforese em gel de agarose a 1,5%

Para andlise dos amplicons obtidos nos itens anteriores, 2uL de corante azul de
bromofenol (Invitrogen®) foram adicionados a 10pL dos produtos da RT-PCR e 0s mesmos
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (GIBCO-BRL®) a 1,5% em tampao TBE
0,5% (GIBCO-BRL®) por 1 hora a 100 Volts. Apés a impregnacdo de 20 minutos com
brometo de etideo (0,5 pug/mL), os amplicons foram visualizados em transiluminador de luz
ultravioleta (Labnet®) e as imagens registradas em sistema de captura de imagem
(Biolmaging Systems®) utilizando o programa Labworks 4.0.

Controles negativos (agua livre de acidos nucleicos) foram utilizados durante todos os

procedimentos desde a extracdo de RNA.
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3.14. Purificacédo dos produtos da RT-PCR

Apos a visualizagdo do produto amplificado por eletroforese, 0 DNA foi purificado,
visando o sequenciamento de nucleotideos. Utilizou-se o Wizard® SV Gel and PCR Clean-up
System (Promega) baseando-se na inexisténcia de amplificacdes secundarias observadas ao
gel de agarose e seguindo orientacdes do fabricante. Em resumo: Adicionou-se para cada
produto da reacdo da PCR (amostra) a ser purificado igual volume de tampdo Membrane
Binding Solution ja diluido conforme especificado pelo fabricante. Transferiu-se em seguida a
mistura obtida para colunas/filtro acopladas a tubo coletor de 2 mL previamente identificados,
incubou-se por 60 segundos e centrifugou-se por 60 segundos a 14000 rpm. Descartado o
residuo do tubo coletor, adicionou-se 700ul do tampdo Membrane Wash Solution, seguindo-
se para centrifugacdo por 60 segundos a 14000 rpm para lavagem da amostra. Com a
finalidade de aperfeicoar a lavagem, adicionou-se 500 pL do tampdo Membrane Wash
Solution, centrifugou-se por 5 minutos a 14000 rpm. Uma nova centrifugacdo a 14000 rpm
por 60 segundos foi necessaria para secagem da coluna. Em seguida, ja no tubo de 1,5 mL
acoplado a coluna/filtro previamente identificados, adicionou-se 20-50 ul de agua livre de
nucleases no centro da membrana para a eluicdo do de DNA.

Posteriormente, incubou-se e centrifugou-se por 60 segundos a 14000rpm. Apés o

termino armazenou-se o produto final a — 20°C.

3.15. Sequenciamento dos genes amplificados VP4 e VP7.

O sequenciamento foi realizado pela Plataforma de Sequenciamento de DNA
PDTIS/Fiocruz. Segundo orientacdo da plataforma, de 100 a 250 pico moles de DNA
purificado e 3,2 picomoles dos iniciadores utilizados na PCR foram adicionados em tubos de
1,5 mL. A reacdo foi realizada utilizando o Big Dye Terminator® v 3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems®, CA, USA), conforme recomendacdes do fabricante.

Os cromatogramas das sequéncias foram obtidos a partir do sequenciador automatico
de 48 capilares “ABI Prism 3730 Genetic Analyze®r” (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) do servigo da Plataforma de Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ.

Os iniciadores utilizados no sequenciamento foram os mesmos das reacOes de

amplificacdo, porém individualmente.
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Quadro 3.5. Oligonucleotideos utilizados para o sequenciamento dos genes, VP4 e VP7 de
rotavirus da especia A.

Genoti Tamanho

Primer |Sequéncia Posicéo | po segmento(Pb) | Referéncia

Amplificacdo consenso VP4

Gentsch et al.

4con3 |TGGCTTCGCTCATTTATAGACA |11-32 |consenso 876pb (1992)
868- Gentsch et
4con2 | ATT TCG GAC CAT TTATAACC 887 CONSEeNso 876pb al.(1992)
Amplificacdo VP7

Das et al.

(1994 YGomara
9ConlL | TAG CTCCTT TTAATG TAT GGT AT |37-59 |consenso 896Ph et al.(2001)
VP7R Gomara Ml et
Deg AACTTG CCACCATYTYTTCC 914-33 | consenso 896pb al.(2001)

3.16 Analise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram alinhadas e editadas no BioEdit Sequence Alignment Editor
versdo 7.2.1. As amostras de referéncia e protétipos utilizadas neste estudo foram obtidas a
partir do GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI) através da

ferramenta “Blast”.

As sequéncias de nucleotideos obtidas foram comparadas com aquelas disponiveis no
GenBank com o objetivo de definir os dendogramas correspondentes. Para as andlises
filogenéticas, foi utilizado o programa MEGA versdo 7.0 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) (152) e foram incluidas sequéncias nucleotidicas do GenBank que apresentaram
similaridade maior que 99-98%, de acordo com a ferramenta do pacote Blast. As distancias
calculadas entre as sequéncias foram analisadas utilizando-se o algoritmo de Neighbor-

Joining. A re-amostragem (bootstrap) aplicada foi de 2.000 repetigdes.

3.16 Analise de dados
As informac@es obtidas a partir do questionario foram cuidadosamente revisadas a fim
de se detectar possiveis inconsisténcias e informacdes incompletas antes da entrada de dados.
Todos os dados foram devidamente codificados, sem identificacdo do nome paciente e
da (o) mée/cuidador (a). Para entrada de dados, foi criada uma base de dados no Excel versdo

10, que posteriormente foi exportada para o pacote estatistico SPSS V20, para analise.
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Para garantir a qualidade dos dados foi feita dupla entrada por digitadores
devidamente treinados seguida por uma validacdo, realizada pelo investigador principal do
estudo.

As caracteristicas demograficas das criangcas observadas foram resumidas através da
estatistica descritiva em funcdo dos principais objetivos do estudo. Foram calculadas
frequéncias das varidveis e os resultados foram apresentados em tabelas e figuras. Para
estabelecer a relacdo entre as caracteristicas socio-demograficas e a clinica das criancas,foi
usado o teste qui quadrado (%) com IC de 95% e valor de P <0,05.

Foi descrita a tendéncia e o padrdo de sazonalidade de RVA, antes e depois da
introducdo da vacina RV1. Também foram calculadas, de forma comparativa, as medianas
dos casos de hospitalizacdo por diarreia antes e depois da vacina RV1. De forma similar, foi
calculada a propor¢do da reducdo de casos de hospitalizacdo por diarreia e por infeccao por
RVA.

Os casos observados foram estratificados em grupos etarios de 0-11, 12-23 e 24-59
meses e por periddos pré e pds-vacinal.

O teste Wilcoxon- Mann Witney foi aplicado para avaliar a diferenca estatistica das variaveis
entre os periodos pré e pos-vacina. As analises foram realizadas nos pacotes estatisticos SPSS
V.20 e R verséo 3.5.2.
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4. RESULTADOS
4.1 Caracteristicas sociodemograficas das crian¢as menores de cinco anos com diarreia

observadas no estudo

Durante o periodo do estudo foram atendidas com diarreia cerca de 14.286 criancas no
departamento de pediatria do Hospital Central de Maputo (HCM). Onde, aproximadamente
9.848 (68,9%) foram observadas no periodo pré-vacina (2013-2015) e 4.438 (31,1%) no
periodo pos-vacina (2016-2018). Um total 4.147 (29,0%) foram hospitalizadas, sendo 3.484

(84,0%) no periodo pré-vacina e 663 (16,0%) no periodo po-vacinal veja a tabela abaixo.

Tabela 4.1. Frequéncia de criangas menores de cinco anos observados e internados com
diarreia na pediatria do HCM antes e depois da introducéo da vacina.

Pré Pds
Vacina(%o) Vacina(%o) Total
Observados 9.848( 68,9) 4.438(31,1) 14.286
Internadas 3.484(84,0) 663(16,0) 4.147
Amostra Coletada 802(80,3) 196(19,6) 998

4.2. Frequéncia dos casos de diarreia observados pré e pos-introducéo da vacina RV1

De abril de 2013 a dezembro de 2018, das 4.147 criangcas menores de 5 anos
hospitalizadas com diarreia, 1.151 (27,7%) foram registradas no estudo e em 998 (86,7%)
foram coletadas as amostras de fezes e testadas por EIA. Oitocentos e dois casos (80,4%) no
periodo pré vacina e 196 (19,6%) do periodo pos vacina (P <0,001). Do total dos casos
incluidos (58,0%) 579 eram sexo masculino (P=0,427) e 848 (84,9%) eram menores de 12
meses (P <0,001) (Tabela 4.2).
A tabela abaixo descreve as caracteristicas clinicas das criancas com diarreia aguda
hospitalizadas no HCM no periodo estudado. Neste grupo, as manifesta¢fes clinicas mais
comuns foram vomito, febre e pregada cutanea e olhos encovados. Observou-se diferenca

estatistica significativa (p = 0,002) em relagéo a tais variaveis e tempo de internagéo.
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Tabela 4.2. Descricdo das caracteristicas clinicas e sociodemograficas das criancgas
hospitalizadas com diarreia aguda no HCM antes e depois da introducdo da vacina, 2013 a

2018
Faixa etaria Total Perfodo
(meses) (%)
_ Pré-vacina Pés- Vacina
N=998 (N=802) (N=196) P valor
0-11 701(70,2)  554(69,1)  147(75,0)
12-24 213(21,3)  188(23.4)  25(12,5) <0,001
24-59 84(8,4) 60(7,5) 24(12,2)
M 436(54,4)  113(57.7)
Sexo F 366(45,6)  83(42.3) 0427
- Sim 449(56,0)  93(53,1)
\Vomito (24h) N0 353(44.0) 82(46,9) 0.333
1 34/497(6,8)  14/89(15,7)
Epis6dio vomito (24h) 1-4 336/497(67,6)  53/89(59,6) 0,018
>=5 127/497(25,6)  22/89(24,7)
1-4 469/799(58,7)  71/187(38,0)
Episddio diarreia (24h) 5 115/799(14,4)  18/187(9,6) 0,001
> 6 215/799(26,9)  98/187(9,6)
Sim 490/802(61,1)  78/171(45,6)
Febre (24h) Nio  312/802(38.9) 93/171(54,4) <0001
IV Pos 115/737(15,6)  18/143(12,6) 027
Neg 622/737(84,4)  125/143(87,4) !
Sim 600(74,8)  69/110(62,7)
Olhos encovados NZo 202(25.2) 41/110(37.3) 0,006
) Sim 597(74,4)  70/108(64,8)
Prega cutanea N0 (25,6)205  38/108(35,2) 0,024
. ) Sim (82,7)664  97/123(78,9)
Desidratagdo N0 138(17,2)  26/123(21,1) 0.31
_ ) 1-4 396/789(50,2)  112/174(64,4)
Zjelggo de internagao 5 113/789(14,3)  22/174(12,6) 0,002
>6 280/789(35,5)  40/174(23,0)

Das 196 criancas observadas no periodo pos vacinal, 144/196 (73,4%) apresentaram o
cartdo de vacinagdo. Destas 129/144(89,5%) tinham recebido as duas doses, 15/144 (10,4%)
receberam uma dose e 52/144 (36,1%) ndo receberam nenhuma dose da vacina. Dentre os 28
casos positivos no diagnosticados no periodo pos vacinal 19 (67,8%) tinham recebido pelo
menos uma dose da vacina, sendo 17 /28 (60,7%) as duas doses, 2 /28(7,1%) uma dose e 9 /28
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(32,1%) nenhuma dose. Na tabela abaixo esta descritas de forma resumida as frequencias dos

casos positivos e negativos a RVA e o numero de doses da vacina recebidas.

Tabela 4.3. Frequencias dos casos positivos e negativos e estado de vacinagdo da crianga
observadas pés vacinal.

RVA uma dose duas doses Nenhuma Total
dose
Positivo 2(7,10%) 17(60,7%) 9 (32,10%) (102(?%)
_ 168
Negativo 13(7,70) 112(66,70) 43(25,60%) (100%)
Total 15 129 52 196

Na tabela abaixo, estdo descritos os distritos municipais de proveniéncia dos
participantes do estudo. A maior frequéncia de casos 594/998 (59,5%) foi observada nos
distritos municipais da cidade de Maputo, seguido pelo municipio da Matola, com 294 /998

(29,4%) dos casos com amostras colhidas.

Tabela 4.4.Descricdo dos locais de proveniéncia das criangas hospitalizadas no HCM com
diarreia aguda, antes e depois da introducdo da vacina RV1

Periodo Total
Distritos Pré-vacina (%) Pds-vacina (%)
KaMaxaquene 110 (13,8) 16(9,2) 126
KaTembe 4(0,5) 1(0,6) 5
KaMavota 125(15,6) 32(18,4) 157
KaMumbukuane 113(14,1) 22(12,6) 135
KaMphumo 134(16,8) 9(5,2) 143
KaNhaca 2(0,2) 0 2
Matola 273(34,1) 21(12,1) 294
Lhamanculo 12(1,5) 14(8,0) 26
Outros 27 (3,4) 59(34,0) 86
Total 800 174 974
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4.3 Frequéncia de casos de RVA

Das amostras testadas por EIA, 267/998 (26,7 %) foram positivas para RVA, sendo
239/802 (30%) no periodo pré-vacinal e 28/196 (14,2%) no periodo pds-vacinal. A frequéncia
anual dos casos de RVA foi: 107/324 (33,0%) em 2013; 50/194 (25,7 %) em 2014 e 82/284
(29%) em 2015. No periodo pos-vacina: 12/70 (17%) em 2016; 10/66 (15%) em 2017 e 6/60
(10%) em 2018 (Figura 4.1).

A figura 4.1 Descreve a frequéncia dos casos de RVA observados em criangas com

gastroenterite aguda no HCM entre os anos de 2013 e 2018.
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Figura 4.1.NUmero dos casos de testados e percentagem de RVA durante o periodo estudado.

4.4 Distribuicao dos casos de RVA por faixas etarias

Na figura 4. 2, estdo descritos 0s grupos etarios das criancas participantes do estudo. De
2013 a 2018 observou-se uma reducgéo de hospitalizacéo e da positividade em todas as faixas
etarias, ao longo dos anos. Também € possivel observar uma tendéncia do aumento dos casos
nas faixas de 24-59 meses no periodo pos-vacina.
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Figura 4.2. Frequéncia dos casos de RVA, por faixa etaria, em criancas hospitalizadas no
HCM antes e depois da introducdo da vacina em Mocambique, 2013 a 2018. Onde, a cor azul
representa a faixa de 0-11 meses, a cor vermelha a faixa de 12-23 meses e a cor verde a faixa

etaria de 24-59 meses.

Ao avaliar a distribuicdo dos casos de RVA por bairros municipais observou-se que no
periodo pré-vacinal, houve maior frequéncia de casos nos bairros de Malhangalane 17/134
(12,7,7%), Maxaquene- A 18/110 (16,3) (36,7%) e Zimpeto 9/113 (7,9%). No periodo pds-
vacina, a frequéncia foi maior nos bairros Malhazine 2/22 9% (100%), Aeroporto A com 2/14
7,1 (40%) e Mahotas 2/32 (6,3%) e, entretanto, verificou-se uma grande reducdo de casos nos
bairros Zimpeto e Maxaquene e Mahangalene pertecentes aos municipios de KaMumbukuane,

KaMaxaquene e KaMphumo respectivamente.
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4.5 Distribuicdo temporal dos Rotavirus da espécie A

Ao longo do tempo em que foi realizado o estudo, foi possivel observar a distribui¢cdo dos
casos de RVA em relacdo aos meses dos anos. No periodo pré-vacinal, verificou-se
distribuicdo caracteristica da infec¢do, com picos nos meses de junho a agosto (periodo seco e
frio em Mocambique). No entanto, um cenario diferente foi observado no periodo pds-
vacinal, uma ocorrencia ao longo dos anos mas compicos aumentados nos meses de setembro

a outubro.
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Figura 4.5. Frequencia dos casos negativos e positivos a RVA por meses antes e depois da introducdo da vacina RV1. A linha tracejada em azul

indica 0 més em que foi introduzida a vacina, em azul os casos positivos e vermelho os casos negativos.
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4.6. Avaliacdo do impacto da vacinagdo contra o RVA em criangacas menores de cinco
anos em Mogambique

A tabela abaixo descreve de forma resumida os célculos feitos para avaliacdo do
impacto da vacina. Foi observada uma reducéo significativa de positividade de 28,8% da
mediana para 15,5% (p =0,028; OR= 0,43; 1C,95%: (0,21-0,99) do periodo pré para o p0ds-
vacinal, respectivamente. Uma redugdo similar foi observada na faixa de 0-11 meses de
28,29% para 13,04% (p =0,049, OR=0,38; 1C,95%: (0,15-0,96)

No entanto, ndo houve diferenca estatistica nas demais faixas etarias 12-23 meses (p
=0,66); OR= 0,38; 1C,95% (0,298-23,5) e 24-59 meses (p=1,0, OR=0,71 1C,95% (0,062-
8,15).

A reducdo dos casos de RVA foi acompanhada pela reducdo dos casos de
hospitalizacao por diarreia ao longo dos anos (Figura 4.1).

. Neste estudo, foi observada uma reducdo da mediana do total de nimero de casos
testados em 76,7% (75,35 — 78,87%) e também, uma reducdo de 87,7% (85,37 - 92,68%) do
namero de casos positivos para RVA em todas as todas as faixas etéarias durante todo periodo
estudado. Além disso, foi observada uma reducdo de 47,5% em todas as faixas etarias no
intervalo de (40,63 - 65,37%) a proporcao dos casos positivos para RVA de 2013 a 2018.

Durante o periodo pos-vacinal observou-se uma reducdo do tamanho de amostras
testadas e do nimero dos casos positivos para RVA (Tabela 4.5). A mediana da idade da
infeccdo por RVA apresentou um aumento de 9 meses para 11 meses nos intervalos de 8 a 11

meses e 7,5 a 11 meses entre os periodos pré e pos-vacinal respectivamente.
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Tabela 4.5.Distribuicdo da reducdo dos casos de hospitalizagdo por diarreia e RVA no HCM antes e depois da introducdo da vacina em

Mocambique, 2013 a 2018.

% Reducéo Redugéona

% Rotavirus % Redugéo no.rotavirus proporcao
Idade/Periodo No.Testadas No.Rotavirus Positivo Positivo total testados Postivo% rotavirus positivo P Value* 0R  CI (95%)
Todos < 60méses
Mediana 2013-2015 284 82 28,87 1
2016 70 12 17,14 75,35 85,37 40,63 0,05 0,51 (0,26-0,99)
2017 66 10 15,15 76,76 87,80 47,52 0,028 0,43 (0,21-0,90)
2018 60 6 10,00 78,87 92,68 65,37 0,029 0,46 (0,22-0,94)
Mediana 2016-2018 66 10 15,15 76,76 87,80 47,52 0,028 0,43 (0,21-0,90)
0 - 11 mesés
Mediana 2013-2015 152 43 28,29
2016 60 9 15,00 60,53 79,07 46,98 0,05 0,45 (0,20-0,98)
2017 46 6 13,04 69,74 86,05 53,89 0,049 0,38 (0,15-0,96)
2018 41 4 9,76 73,03 90,70 65,51 0,014 0,27 (0,09-0,81)
Mediana 2016-2018 46 6 13,04 69,74 86,05 53,89 0,049 0,38 (0,15-0,96)
12-23 méses
Mediana 2013-2015 51 14 27,45
2016 5 1 20,00 90,20 92,86 27,14 1,00 0,66 (0,06-6,43)
2017 12 3 25,00 76,47 78,57 8,93 1,00 0,88 (0,20-3,73)
2018 1 12,50 84,31 92,86 54,46 0,665 0,38 (0,298-23,5)
Mediana 2016-2018 1 12,50 84,31 92,86 54,46 0,665 0,38 (0,298-23,5)
24-59 mesés
Mediana 2013-2015 18 3 16,67
2016 2 40,00 72,22 33,33 -140,00 0,290 3,30 (0,37-29,3)
2017 1 12,50 55,56 66,67 25,00 1,00 0,71 (0,062-8,15)
2018 11 1 9,09 38,89 66,67 45,45 1,00 0,50 (0,045-5,51)
Mediana 2016-2018 8 1 12,50 55,56 66,67 25,00 1,00 0,71 (0,062-8,15)
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4.7. Resultados dos modelos de regressdo binomial logistica (avaliacdo da gravidade
clinica
1. As criangas hospitalizadas no do periodo Pré-vacinal possuem uma chance 90% maior
de desenvolver febre do que aquelas do periodo Pés (OR= 1.90; 1C=1.36-2.65;
p=0.0001),
2. A chance das criancas hospitalizadas apresentar vomito foi 15% maior no periodo pré
vacinal do que no periodo Pos vacinal (OR= 1.15, IC= 0.83-1.60 p= 0.37).
3. As crinacgas hospitalizadas no periodo Pré-vacinal possuem uma chance 34% maior de
apresentarem desidratacdo que do aquelas do periodo Pos (OR= 1.34, IC= 0.82-2.11
p=0.22).

4.8. Distribuicéo dos gendtipos G e P

Do total das amostras positivas por EIA 226/267(84,6%) tiveram material suficiente e,
foram submetidas a amplificacdo gendmica para a identificacdo dos gendétipos G e P. Do total
de 226 amostras positivas, o genotipo G foi identificado em 222/226 (98.2%) e o gendtipo P
em 222/226 (98,2%).

Nas tabelas 4.5 e 4.6 esta representada a distribuicdo das frequéncias dos gendtipos G e P
antes e depois da introducdo da vacina. Dentre osgen6tipos G, os mais frequentes foram: no
periodo pré vacina G2 96/205 (46,8%), G9 53/205(26,0%) e G1 43/201(21,1%). Porém ao
analizar o perido p6s vacinais podem constatar se que o genotipo G1 11/21(52,4%) foi mais
frequente seguido pelos gendtipos G3 4/21(19,0%) e G9 2/21(9,5%). Em relacdo ao genotipo
P, no periodo pré vacina o genotipo P[8] 106/205(51,7%) foi o mais frquente; seguido pelos
genotipos P[4] 70/205(34,1%) e P [6] 25/205(11,5%). O periodo p6s vacina caracterizou-se
pela persisténcia da predominancia do gendtipo P [8] 13/21 (61,9%), seguido pelos genotipos
P[4] 6/21 (28,6%) e P[6]2/21(9,5%).
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Tabela 4.6. Frequéncia dos gendétipos G de RVA antes e depois da introducédo da vacina em

Mocambique.

Periodo Total

Genotipos
Pré-vacina(%o) Pds-vacina(%)

Gl 43(21,1) 11(52,4) 54
G2 96(46,8) 1(4,8) 97
G3 1(0,5) 4(19) 5
G4 2(1,0) 1(4,8) 3
G8 1(0,5) 0 1
G9 53(26,0) 2(9,5) 55
G12 5(2,5) 0 5
G12G3 0 1(4,8) 1
G9G3 0 1(4,8) 1
GNT 4(2,0) 0 4
Total 205 21 226

Tabela 4.7. Frequéncia dos gendtipos P de RVA antes e depois da introducdo da vacina em
Mogcambique. P[nt]*- gendtipo P ndo tipaveis.

Periodo
Gendtipos Pré-vacina(%) Pds-vacina(%) Total
P[4] 70(34,1) 6(28,6) 76
P[6] 25(12,2) 2(9,5) 27
P[8] 106(51,7) 13(61,9) 119
P[6]/P[8] 2(0,98) 0(0.0) 2
P[NT]* 2(0,98) 2(9,5) 2
Total 205 21 226

Durante o periodo de estudo observou-se uma diferenca no perfil da combinagdo dos
gendtipos de rotavirus. Os mais frequentes por ano foram: G2P [4] 62/86 (72%)- 2013; G1P
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[8] 31/48(65%)- 2014; GOP [8] 48/70(69%)- 2015; GI1P [8] 5/10(50%)- 2016; G1P [8]
5/8(62,5%)-2017 e 1/3 (33%) G3P [4], G4P [6], G3P [8] 2018 (Figura 4.6 ).
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Figura 4.6. Distribuicdo da combinacdo dos genotipos G e P por ano, antes e depois da
introdugdo da vacina. A linha tracejada representa o periodo da introdugdo da vacina em
Mocambique.

Ao analisar a distribuicdo das frequéncias das combinacdes dos genédtipos G e P por faixa
etaria foi verificado que na faixa entre 0-11 meses, as combinac¢des mais frequentes nos dois
periodos foram: G2P[4] 63/160(39,4%) seguido de G1P[8], G9P[8] 29/160 (18%) e G2P[6]
18/160 (11,2%).

Na faixa dos 12-23 meses as combinacbes mais frequentes foram: G9P[8]
17/53(32,1%) seguido de G1P[8] 15/53(28,3%) e G2P[8] 6/53(11,3%). Enquanto que as
combinacdes de G1P[8] 5/12 (41,7%), GOP[8] 3/12(25,0%) e G1P[4], G2P[4], GNTP[4] 1/12
(8,3%) na faixa de 23-59 meses.
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Figura 4.7. Distribuicdo da combinacdo dos genotipos G e P por faixa etaria, durante o
periodo estudado.

4.9. Distribuicdo comparativa da combinacdo dos gendtipos G e P antes e depois da
vacina RV1.

O periodo pré-vacina caracterizou-se com maior diversidade das combinagdes dos
gend6tipos comuns com maior frequéncia das combinagdes G2P [4] (34%), GOP [8] (26%) e
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G1P[8] (18%). Enquanto gque no periodo pds-vacina predominou a combinacdo G1P[8](48%).
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Figura 4.8 .Comparacdo das combinacdes dos genotipos G e P antes e depois da introducéo
da vacina RV1em Mocambique.

4.10 Distribuicao dos Gen6tipos G e P por meses antes e depois da vacina RV1.

A distribuicdo dos gendtipos G no periodo pré-vacinal caracterizou-se pela circulacdo
dos genotipos G2, G1, G9 nos meses de junho, agosto e setembro, enquanto no periodo pos-
vacina notabilizou-se pelo aumento do genétipo G1 no més de outubro (Figura 6.15). Quanto
ao genotipo P, o periodo pré-vacina caracterizou-se pela diversidade de genétipos P[4], P[6] e
P[8] com pico nos meses de junho e julho. No periodo pos-vacinal destacou-se pela
predominancia de geno6tipo P[8] em todos os meses (Figura 4.9).

As figuras 6.15 e 6.16 apresentam a distribuicdo das combinagdes dos gendtipos G e P mais
frequentes por meses. No periodo pré-vacinal observou-se picos das combinagfes dos
gendtipos G2P[4], G1P[8] e GI9P[8] nos meses de junho, julho e setembro. Enquanto que no
periodo pds foram observados picos de combinacdo do gendétipo G1P[8] nos meses de outubro

a novembro (Figura 4.11).
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Na figura abaixo esta representada andlise filogenética baseada na sequéncia nucleotidica
parcial (896 pb) do gene que codifica para a proteina VP7. Pela andlise de sequéncias obtidas
do gene VP7 das amostras estudadas permitem caracteriza-las em G1, G3,G9, formando trés
clusters. No cluster do genotipo G1, é possivel observar se que as amostras do estudo
demostram uma estreita relagdo genética com as estipes circulantes na India.

No cluster G3, as amostras do estudo estdo agrupadas com as amostras do Pasquistao.
No cluster com genotipo G9 pode se observar que as amostras do estudo estdo relacionadas

com as amostras de Republica do Zimbabwe da Italia e do Japao.
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emMocambique de de 13 abril a 31 Dezembro 207 . Os circulos s preenchidos a vermelho
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representando as amostras do estudo e prototipos de representantes de diferentes genotipos
humanos do periodo poés vacinal e a verde do periodo pré vacinal. Os valores de Bootstrap
(2.000 replicas) estdo indicados na arvore filogenética, valores menores que 50% néo estéo

representados. A barra na parte inferior da figura € proporcional a distancia genética.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho apresentamos um dos primeiros resultados apos a introducdo da
vacina contra a infeccdo por RVA em Mocambique. A vacina Rotarix (RV1) foi introduzida
no més de setembro de 2015, através do Programa Alargado de Vacinagdo (PAV). Apos a sua
introducgdo, verificou-se uma grande reducdo no numero de casos de hospitalizacdo por
diarreia, em criangas menores de cinco anos, atendidas no servigo de pediatria do Hospital
Central de Maputo.

Estes achados sdo similares aos observados em outros paises africanos, que tem reportado
continuamente a reducao dos casos de internagao por diarreia em criangas menores cinco anos
depois da introducdo da vacina contra RVA (104) (153)(154). Provavelmente, esta redugdo no
numero de hospitalizacdo por diarreia ao longo dos anos, nao seja somente atribuida a vacina,
mas também, em grande parte, as campanhas mundiais de tratamento da doenca diarreica com
a terapia de reidratacdo oral (TRO), suplementacdo com zinco e a melhoria das condi¢des de
higiene (139).

Na provincia e cidade de Maputo, onde o estudo foi realizado, as taxas de cobertura
vacinal de RV1 aumentaram de 80 a 90% de 2016 a 2018 (155). Apesar de ndo se ter feito o
teste estatistico especificopara este dado, essa constantacdo do aumento das taxas de
cobertura vacinagédo da vacina RV1 longo dos anos, leva relacionar a reducédo dos casos com o
impacto da vacina monovalente Rotarix (RV1) (156).

O periodo pré-vacinal caracterizou-se por uma elevada frequéncia dos casos de
diarreia acompanhada com altas taxas de positividade da infeccdo de RVA, principalmente
em criangas menores de um ano de idade, chegando a atingir mais da metade das criangas
infectadas por rotavirus. Estes achados sdo concordantes com os resultados anteriores
reportados em Mocambique (157)Resultados similares foram apresentados por N.de Deus e
colaboradores (2018). Nesse estudo, 0s autores tambem observaram maior nimero dos casos
positivos para RVA em criangas com diarreia aguda nas faixas da faixa etaria de 0 a 11 meses
de idade com uma frequéncia de 51,6% , atendidas no Hospital Geral de Mavalane na
cidade de Maputo.

Entretanto, estes dados contradizem com os publicados em 2016 por Langa e
colaboradores no ChoKwe no estudo sobre a Epidemiologia de diarreia por rotavirus A, que
reportaram maior positividade na faixa de 7 a 12 meses.

Vaérios fatores podem estar relacionados a esse fato, provavelmente, a imunidade seja a
mais relacionada, considerando também que cerca de 14% das criancas observadas neste

estudo eram soropositivas e 12% malnutridas. Estes dados sdo similares com estudos
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antecedentes que demonstraram que criancas da faixa de 0 -11 meses de idade e com situacédo
imunitaria comprometida sdo mais susceptiveis a contrairem infeccBes por rotavirus
(113)(158).

Em paises subdesevolvidos e com baixa renda a infeccdo por rotavirus ocorre de
forma precoce em criangas menores que um ano de idade, provavelmente devido a baixa
imunidade natural adquirida, deficiéncia do sistema imune e as altas cargas virais (159). No
entanto, acredita-se que, a primeira infecgdo natural por rotavirus ndo confere uma protegéo
clinica significativa durante a reinfeccdo (77) (78). Estudos realizados em Africa e na
America Latina demostram que infeccdes recorrentes por RVA sdo menos graves que as
primeiras infecgdes (160)(161) .

Considerando-se que a capacidade de producédo de anticorpos é depedente da idade. Ja
foi comprovado que a infeccdo precoce pode ndo produzir de forma inficiente a resposta
protetora do sistema imune, consequentemente diminuir a eficacia da infeccdo natural em
induzir altos niveis de anticorpos protetores (78).

Durante o periodo pds-vacinal, observou-se uma reducdo de mais da metade dos casos
positivos para RVA em todas as faixas etarias. Esta reducdo foi mais notavel na faixa de 0-11
meses. Dados semelhantes foram previamente reportados em Mog¢ambique (157). Resultados
similares foram também observados em varios paises de Africa como Zimbabwe, Zambia,
Gana e Malawi (112)(162) (163), sustentando a hip6tese de que a reducdo pode estar
relacionada com a introducdo da vacina no Programa alargado de Vacinagdo (104)(103) e ao
aumento das coberturas vacinais de 76 % em 2016 para 90% em 2017 (156).

E importante salientar que nem todas as criancas foram alcangadas com a vacinagio, e
gue nem todas completaram as duas doses da vacina. Essas observacfes sugerem que algum
tipo de imunizacdo coletiva ou de rebanho tenha desempenhado papel fundamental na
reducdo de hospitaliza¢fes por diarreia associada a rotavirus em todas as faixas etarias, apesar
de menor tamanho amostral observado em criangas néo vacinadas (164).

No presente estudo, ndo encontramos nehuma diferenca estatistica significativa entre
as positivas ao RVA vacinadas que receberam uma dose e as completaram o esquema vacinal
de duas doses (P=0,71). No entanto, esses resultados necessitam de futuras confirmacdes,
pois este trabalho foi realizado em um periodo de apenas trés anos apos a introducdo da
vacina. Estudos realizados sobre a eficacia e efeciéncia da vacina RV1 apresentam
evidéncias de que um esquema vacinal incompleto (uma dose apenas) confere uma boa
protencdo, apesar de ocorrer em niveis inferiores a observada em criancas que receberam o

esquema vacinal completo (158)(165).
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Apesar de ndo ter sido objetivo deste estudo, ao avaliar a co-infeccdo do RVA com
HIV, foi possivel observar que 30.3% das criancas eram co-infectadas. Este fato
provavelmente deve-se a alta prevaléncia de HIV, j& reportado por indicadores de
Imunizacdo, Malaria e HIV/SIDA em Mogambique (IMASIDA 2015), realizado pelo
Ministério da Saude (Instituto Nacional de Saude) demostrando uma prevaléncia de 26% na
populagcéo com idade sexualmente ativa de 15-49 anos no na cidade de Maputo. Para melhor
entender o impacto da coinfeccdo do rotavirus e HIV na cidade de Maputo sdo necessarios
mais estudos com uma metodologia adequada.

No presente trabalho, confirmamos a consisténcia da distribuicédo de rotavirus ao longo
do ano, onde, no periodo pré-vacinal, observou-se um padrdo caracteristico de distribuicdo
sazonal dos RVA, com grande nimero de casos positivos nos meses de junho e julho que, em
geral, sdo os meses mais frios e secos do ano em Mocgambique.

Vaérios trabalhos reportam que a sazonalidade dos casos de RVA esta correlacionada
com a reducdo da umidade relativa do ar, resultando em maior viabilidade das particulas
virais e aumento da dispersdo por aerossois. Nos paises vizinhos a Mogambique, onde a
variacdo da umidade é bastante semelhante aquela observada em Maputo, identificou-se um
perfil sazonal similar da infeccdo por RVA (166) (167).

Durante o periodo pds-vacinal, foi observada uma alteracdo no padrdo temporal da
infeccdo por rotavirus nos meses de inverno (junho a agosto) para os meses de outubro a
novembro. Este evento também esta em concordancia com os resultados reportados pelos
paises vizinhos, depois da introducdo da vacina (112)(141)(168).

Esta mudanca da época de pico do rotavirus apds a introducdo da vacina tem sido
observada em muitos paises no mundo (154) (131) entretanto, ainda ndo esta claramente
explicada. Acredita-se que, provavelmente, seja devido a uma diminuicdo no ndmero de
criangas suscetiveis ndo vacinadas, resultando em reducdo da intensidade de transmissdo da
infeccdo entre criancas susceptiveis. Curiosamente, esta hipotese é sustentada pela tendéncia
do aumento de casos de RVA em criangas >24 meses ndo vacinadas, no periodo pos-vacinal.

Em Mocambique, a disponibilizacdo da informacdo da circulagdo da infeccdo por
rotavirus ao longo do ano é de crucial importancia para o clinico. Essa informacdo pode
ajudar a prever os possiveis surtos e melhorar o manejo clinico dos casos de diarreia
(169)(134). No entanto, na rotina clinica, tem sido muito dificil diferenciar casos de diarreia
por rotavirus dos casos causados por outros agentes etioldgicos baseando-se somente em

caracteristicas clinicas. Sendo assim, sdo necessarios métodos adequados para a essa
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diferenciacdo. Assim, pode-se evitar o uso inadequado de antibidticos nos casos de diarreias
virais.

Durante o periodo de estudo observou-se uma grande oscilacdo na diststribuicdo da
combinacdo dos genotipos. Este fato provavelmente se deve a oscilacdo anual natural e
geografica dos genotipos de rotavirus(170). Dados similares vem sendo reportados em outros
trabalhos realizados em Africa antes da introducdo da vacina(123). Mas, ainda ndo ha
evidéncias suficientes que sustentem que a diversidade e oscilagdo dos gendtipos tem um
impacto especifico na eficacia da vacina na Africa, podendo existir varios fatores que podem
estar relacionados (170).

A frequéncia de deteccdo de G2P[4] e G9P[8] diminui abruptamente nos trés anos
depois da introducdo da vacina. Em contraste com resultados observados em alguns paises da
América Latina onde reportam a predominancia heterotipica do genétipo G2P[4] depois da
introducdo (171). Esse fato tem gerado um grande debate na comunidade cientifica, porque
ainda pouco se sabe se este achado esta diretamente relacionado com efeito da vacina ou
reflete uma variacdo natural na prevaléncia das estirpes de rotavirus(172)(173). Por outro
lado, observou-se um aumento do gendtipo G3 raramente detectado em Mogambique em
combinacdo com P[4], P[6], P[8], porém em baixa proporcdo. Estes achados ndo sdo
concordantes com o0s observados no pais vizinho Madagascar onde ndo foi possivel detectar
G3P[8] nem G1P[8], pds vacina (154).

Em primeira observacdo, parece que o genétipo G1 ndo foi afetado pela vacina. No
entanto, esses resultados devem ser interpretados com muito cuidado, pois é sabido que
existem diferentes linhagens do gendtipo G1 que podem co-circular na mesma estacdo, ou
oscilar ao longo de diferentes estagdes (174).

Acredita-se que algumas linhagens de G1 podem ser selecionadas devido a presséo
seletiva da vacina, podendo resultar na divergéncia de algumas estirpes de G1 que podem néo
ser afetadas pela estirpe vacinal. Para melhor entender este cenéario, ha necessidade de se
realizar mais estudos filogenéticos e analises do genoma completo do rotavirus.

Diferentes dos outros estudos, observou-se uma a reducdo da ocorréncia do G12 &pos
a introdugdo da vacina. No entanto, mais estudos sdo necessarios para comprovar se este
achado esta associado a introdugdo da vacina ou a oscilacdo natural das estirpes ja acima
descrita (122)(114)(131).

A emergéncia de G9P[4] em Mogambique foi intrigante. O aumento da documentacéo
desta estirpe tem sido observado em muitos paises depois da introducdo da vacina
monovalente (175) (154)(131). Mas ainda pouco se sabe se 0 seu aumento seja devido a
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introducdo da vacina. Resultados apresentados no Gana admitem que provavelmente o seu
aumento esteja relacionado com o0 aumento do processo recombinac¢do na comunidade (176).

A tendéncia aumentada da detecgdo de gendtipos mistos ap06s introdugdo da vacina é
de crucial importancia, pois existem poucas evidéncias em relacdo a capacidade de induzir
protecdo heterotipica contra estas estirpes G12 para ambas vacinas. (122)(177)

A vacina monovalente Rotarix introduzida no sistema de vacinagdo em Mocgambique
estd direcionada a estirpe G1P[8]. Apesar de ser considerada heterotipica, presume se que
esteja a selecionar estirpes com ela relacionadas, 0 que faz com que as outras estirpes ndo
relacionadas emerjam. A cidade e provincias de Maputo, local de origem da maior parte dos
casos isolados neste estudo, tém apresentado grandes problemas de saneamento bésico, o que
pode provavelmente justificar o surgimento de estirpes mistas no periodo vacinal (158) (178).

E sabido que a distribuicdo de gendtipos de RVA flutua tanto no decorrer do tempo
qguanto nas diferentes regiGes geograficas. No entanto, os mecanismos envolvidos neste
fendmeno ainda ndo estdo bem claros (179).

Quando comparamos os dados das sequéncias obtidas depois da introducdo da vacina
correspondentes aos gendétipos G1, G3 e G9 com os protdtipos obtidos no Genbank, 0s
resultados revelam que os protétipos de estudo agrupam em 99-100% com os protétipos dos
outros paises e ndo com os que circulam em Mocambique. Estes resultados sugerem a
necessecidade da realizagdo de mais estudos para monitorar a evolugéo das estirpes de RVA
depois da introducédo da vacina em Mocambique.

Diante dessas consideracdes, a continuacao da vigilancia de estipes de rotavirus depois
da introducdo da vacina é de crucial importancia para a identificacdo das estirpes emergentes,

assim como para a avaliacdo da eficécia vacinal em diferentes regides do pais.
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. CONCLUSOES

Os dados deste estudo reforcam a importancia e a eficacia da vacina RV1 atraves
da reducdo dos casos de diarreia e de internagdo por gastroenterite em
Mocambique, causada por RVA em todas as faixas etarias;

Observou-se a mudanca na prevaléncia por faixa etaria representada por uma
tendéncia de aumento de casos de internacdo por diarreia atribuida aos RVA em
criancas maiores de 12 meses;

A reducdo da gravidade da doencga diarreica em criangas hospitalizadas no periodo
pos-vacinal em relacdo ao pré-vacinal (RV1) mostra a importancia da manutencéo
e 0 aperfeicoamento do programa de imunizagdo de Mogambique;

Observou-se uma mudanca no perfil de distribuigdo temporal da infe¢do por RVA,
Observou-se uma variagdo do perfil das estirpes de rotavirus ao longo dos anos
deste estudo.

Foi possivel observar uma reducdo dos genotipos P[4], P[6] e das combinacdes
mais comuns G2P[4] e G9P[8];

Apesar da reducdo do numero de amostras positivas, a diversidade das estirpes de
RVA circulantes e a introducdo de novos gendtipos permanecem um grande

desafio para a eficacia das vacinas.
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7. LIMITACOES
A primeira limitacdo deste estudo, é o fato de ter sido realizado apenas em doentes
internados, provenientes da zona urbana, que podem ndo representar o cenério da infecgdo na
regido rural ou dos doentes ambulatoriais. Entretanto, estudos antecedentes realizados em
diferentes areas de Mocambique, ndo apresentam muita diferenca na distribuicdo dos
geno6tipos nesses grupos.
No entanto, em nosso estudo, excluimos criangas que morreram com diarreia, sendo
assim, 0s nossos dados subestimam o nimero total dos casos obitos por diarreia como diarreia

por rotavirus.

8. PERSPECTIVAS

Este trabalho apresenta uma iniciativa conjunta entre o Ministério da Saude (Instituto
Nacional de Saude) e Ministério de Ciéncia e de Tecnologia de Mocambique no sentido de
implantar no pais a detec¢do e caracterizacdo molecular dos RVA.

Nossos objetivos precipuos sdo de contribuir para o desenvolvimento cientifico e
desponibilizar informacdo possa ajudar na melhoria dos qualidadespara melhoria de qualidade
de vida populacdo Mocambicana. Com vista a atender esses anseios, pretendemos dar
continuidade as pesquisas com os RVA e, para tanto, as seguintes abordagens serdo
desenvolvidas:

Sequenciar as amostras que ndo puderam ser genotipadas para as proteinas VP4 e
VP7.

v"Introduzir a metodologia de biologia molecular em Mogambique como técnica de
rotina para a pesquisa dos RVA e seus genotipos, permitindo uma melhor

compreensdo da alternancia entre estes ao longo dos anos, bem como conhecer a

dindmica desta infeccao viral.

v"Investigar outros virus entéricos, tais como: astrovirus, adenovirus e norovirus, por
meio de metodologias moleculares e identificar casos de co-infecgdo com RVA.
v" Vigilancia Epidemioldgica e Laboratorial (determinagdo dos gendétipos) dos RVA em

Mogambique, antes que uma vacina anti-RVA introduzida no pais pelo PVA
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ANEXO 1. FLUXOGRAMA DE SELECAO DAS AMOSTRAS

Fluxograma de selecdo das amostras
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ANEXO 2 . DOCUMENTOS DO PERIODO PRE- VACINAL1

REPUBLICA DE OCAMBIQUE
MINISTERIO DA SAUDE

COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A SAUDE
IRBO0002657

Exma Senhora
Dr2 Beatriz Elias
UEM- Faculdade de Medicina

Ref: 172/CNBS/12 Data 08 de Maio de 2012

Assunto: Aprovacso do Protocolo “Ocorréncia de Rotavirus em Criangas de 3-59 meses
com Diarrefa Aguda atendidas nas urgéncias de Pedfatria do Hospital Central de Maputo .~

O Comité Nacional de Bioética para a Saidde (CNBS) analisou as correcgbes efectuadas no
protocolo intitulado: “Ocorréncia de Rotavirus em Criancas de 3-59 meses com
Diarreia Aguda atendidas nas urgéncias de Pediatria do Hospital Central de
Maputo. ” Sobre o mesmo chegou a seguinte conclusdo:

O CNBS ndo vé& nenhum inconveniente de ordem ética que impega a realizagdo do estudo
pelo que, dd a sua devida aprovagao.

Contudo recomenda aos investigadores que o mantenham informado do decurso do estudo.

‘Faz notar que a aprovacdo ética nfio substitui a autorizagdo administrativa.

Sem mais de momento as nossas cordiais saudacgdes.

ENDER!::CO: . Telefones: 430814/427131(4)
MINISTERIO DA SAUDE Telex: 6-239 MISAU MO

C. POSTAL 264 FAX: 258(1)426547

Av. Eduardo Mondlane/Salvador Allende 258 (1) 33320

MAPUTO — MOCAMBIQUE
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REPUBLICA DE MOCAMBIQUE

MINISTERIO DA SAUDE

COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A SAUDE
IRB00002657

Exma Senhora
D2 Beatriz José Elias
HCM §

Ref: 317/CNBS/13 Data 05 de Novembrode 2013

Assunto: Parecer do Comité Nacional de Bioética para Salide (CNBS) sobre o ‘estudo:
“Ocorréncia de Rotavirus em crangas de 3-59 meses com Diarreia Aguda atendidas no
Departamento de Pediatria do Hospital Central de Maputo”

O Comité Nacional de Bioética para Satide (CNBS) fez a revisdo do pedido e acréscimo 30
protocolo do estudo intitulado: “Ccorréncia de Rotavirus em criangas de-3-59 meses
com Diarreia Agudz atendidas no Departamento de Pediatria do Hospital Central
de Maputo”] na sua versdo de Margo de 2013, conforme os requisitos da Dedlaragdo de
Helsinquia,

N&o havendo nenhum inconveniente de ordem ética que impeca a continuagao do estudo; o
CNBS da a sua devida autorizag3o.

Todavia, o CNBS recomenda aos investigadores que o mantenham informado do decurso do
estudo.

Com as nossas mais cerdiais saudsches.

ENDERECO: Teiefones: 430814/427131(4)
MINISTERIO DA SAUDE Telex: 6-239 MISAU MO

C. POSTAL 264 FAX: 258 (1)426547

Av. Eduardo Mondlane/Salvador Aliende 258 (1) 33320
MAPUTO - MOCAMBIQUE
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MINISTERIO DA SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE

NUMERO DO QUESTIONARIO: | ||| |

DATA DA ENTREVISTA:

/ /

I. DADOS DA UNIDADE SANITARIA E DA CRIANCA

1 Data da entrevista:

/ / | 2a NID do paciente: /

DD MM A AAA

2b NUmero de estudo: - .

2c NIA: -

3 Nome do Hospital:

4 Nome da mée/cuidador:

5 Contacto da mae/cuidador:

6 Nome da crianca :

7 Provincia: 8 Cidade:
9 Distrito: 10 Local de residéncia:
11 Tratado na: 1| Enfermaria 2 | Banco de Socorros /ICD (com fluidos 1V)
12 Data de admisséo: / 13 Hora aproximada de admissao:
/ H HMM
DD MM A A A

A
14 Idade da crianga | 15 Data de nascimento da crianca: / /
em meses: DD MM A AAA
16 M M | F | Feminino
Sexo: as

cul

in

0
17 A crianca é | 1| Sim |2 | Ndo 18 Peso da crianga ao nascer (gramas):
prematura?
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20 Altura
actual:

19
actual:

Peso

Quilogramas

centimetros

21

braquial:

Perimetro

centimetros

22 Data de inicio dos sintomas:

/

/

DD MM A AAA

23 Quantos dias antes da admisséo a crian¢a comegou com diarreia?

_____ dias (digite 99 se

Na&o sabe)

24 Numero de episadios de diarreia em 24 horas?

_______ episodios (digite

99 se Né&o sabe)

25 A crianca teve vomito? (Se N&o ou N&o sabe saltar

para P28)

Sim 2

Nao

26 Quantos dias antes da admissao a crianga comegou com vomito?

_____dias (digite 99 se

Né&o sabe)

27 Numero de episodios de vomito em 24 horas?

_____ episodios (digite

99 se Né&o sabe)

28 Antes de vir ao hospital crianga recebeu reidratagédo Sim 2 | Néo
oral (SRO)?
29 Na chegada/admissdo (ex: antes da Bem, Inquieto,
reidratacdo), Qual era o estado geral da . alerta irritavel 3 Letargica ou
crianca? (Satisfat (Moderado inconsciente
orio) )
30 Na admissdo ou durante o internamento a crianca Sim )
teve olhos encovados?
31 Antes da admissdo (ex: antes da Bebia Sedente, _ )
) y ) Bebia mal, ndo era
reidratacdo) qual é o estado de | 1] normalment bebeu 3
) } ) capaz de beber
hidratacdo? e, sem sede avidamente
32 Na chegada/admisséo (ex: antes da Volta Volta ]
) y ) Volta muito
reidratagdo), descrever o turgor da rapidamente lentamente _
_ ) 3| lentamente (ex: mais
pele quando beliscar 0 abdomen? (ex: (ex: 1-2
) ) de 2 segundos)
imediante) segundos)
33 Nivel de desidratacao Severa/Gra
1 Moderada | 3| Choque
ve
34 Durante a hospitalizagdo a crianga recebeu Sim 2| Nao

tratamento oral?
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35 A crianga teve historia de febre? 1| Sim 2| Néo

36 A temperatura mais alta que a crianca apresentou? " Centigraclos (digite 99 se
Né&o sabe)

37 A crianca recebeu antibioticos recentemente? 1| Sim 2| Néo

38 Por quanto tempo a crianca | 1| Menos de 7 |2| Mais de 7 |9 Né&o sabe

tomou antibidticos? dias dias 9

39 Se tomou antibidticos, especifique quais:

40 A crianca foi hospitalizada por

diarreia anteriormente? (sem contar | 1| Sim 2| Néo

como esta)?

41 Se Sim, quantas vezes nos ultimos

______ digite 88 se Ndo foi hospitalizado; digite 99 se N&ao

12 meses? sabe
42 A crianga apresenta ) . N
L Sim, especifique: 2 Nao
alguma condicdo crénica?
43 A crianca tem ) N&
o Sim 2 99 Néo sabe
malnutricdo? 0
44 A crianga tem malaria? ) N&
Sim 2 99 Né&o sabe
0
45 A crianca tem ) N&
_ Sim 2 99 Nao sabe
pneumonia? 0
) Né&o 47 Data de colheita: / /
46 A amostra de fezes foi )
) Sim | 2| (passa
colhida?
para P50) DD MM A AA A
M
) ) u
48  Caracteristicas Aquo Semi- Com Em forma de
2 3| Pastoso | 4 S c
das fezes? sa pastosa sangue agua de arroz
0
sa

I1l. CARTAO DE VACINACAO / REGISTO HISTORICO DE VACINACAO

Por favor veja o cartdo de vacinagéo da crianga. Se o cartdo de vacinacdo da crianca estiver disponivel, use-o

para documentar a histéria de vacinagdo abaixo. Se o cartdo de vacinacdo existe, mas ndo esta

disponivel/presente no momento da entrevista, solicitar o pai / cuidador para que traga o cartdo para o

hospital e completar o histérico de vacinacdo mais tarde ou completar a histéria de vacinagdo usando o
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registro de vacinacdo no centro de salde onde a crianca foi vacinada. Faca uma copia do cartdo de

vacinacao.

49 A crianca ja foi vacinada? 1 | Sim 2 | Néo (passe | 99 | Néo sabe
para P53)

50 Onde a crianga recebeu a L Centro de Saude ou Clinica

vacinacao (circule  em Especifique (Nome do Centro, Vila, Distrito):

TODOS que se apliquem e | 2| Hospital: Especifique (Nome Hospital, Distrito):

especifique o LOCAL onde a | 3| Outro; Especifique:

vacina foi recebida? 9| Nao sabe / Desconhecido
51 Qual foi a fonte de informag&o da vacinagdo? | 1| Cartdo de | 2 | Registos clinicos
vacinacao

52 A crianca recebeu as seguintes vacinas?

Datadaldose: [/ /

DD MM A AAA
Data da 2 dose: - / /

a. Rotavirus ? 1| Sim 2| Nao | 9| Né&o sabe

DD MM A AAA

) Datadarecep¢do: [/ |
b. Polio oral (ao )
1/ Sim | 2| Ndo |9| N&osabe |

nascer)?
DD MM AAAA

Datadaldose: [/ [

DD MM A AAA
Datada2dose: [/ [
c. Polio oral? 1/ Sim | 2| Ndo | 9| Né&o sabe

DD MM A AAA
Datada3dose:. [ [

DD MM A AAA

Datadaldose: [/ [
DD MM AAAA
Datada2dose: [/ /

d. Pentavalente? 1| Sim 2| Néo 9| Nao sabe

DD MM A AAA
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Datada3dose: [/ [
DD MM A AAA
Datadaldose: [/ [
DD MM A AAA
Datada2dose: [/ [
e. Pneumococo? 1/Sim | 2| Ndo |9| Ndosabe |
DD MM A AAA
Datada3dose: [/ [
DD MM A AAA
Datadarecepcdo: [ /I
f. Sarampo? 1/ Sim | 2| Ndo |9| N&osabe |
DD MM A AAA
IV. ESTADO DE HIV
53 Qual é o estado de HIV da | 1| Positivo 2| Negativo | 3| Indeterminad | 4| N&o sabe
crianca? 0
Se HIV negativo: (Se a crianca é HIV negativo, passe para P60)
54 A quantos meses foi diagnosticada? 55 CD4 (cel/mm®)? _
56 A crianca esta em TARV? 1| Sim 2| Ndo (passe para | 3| Né&o sabe
P60)
57 Se em TARV, data de inicio de tratamento: ___ /[
DD MM A A AA
58 Se em TARV, especifique regime:
59 Estado de HIV da mée? 1| HIV positivo 2| HIV negativo 3| Néo sabe
60 Se HIV positivo, fez PTV? 1| Sim 2| Nao 3| Néao sabe
V. SITUACAO FAMILIAR
61 Qual é a relagdo com a L Mae 5 Pai 3 Outros familiares A Guardiéo
crianga?
62 Quem cuida . Mée ) Pai 3 Tio/Tia A Av0s 5| Irmdo/lrm | 6| Baba
da crianga? a
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63 Sustento da familia:

9 9
aPaitrabalha | 1| Sim 2| Néo 9 Né&o sabe b Mée trabalha | 1| Sim | 2| Néo 9 Né&o sabe
c Auto- ) 3 9| d Auto-emprego ) 19

| 1] Sim 2| Néo Né&o sabe 1| Sim | 2| Néo Né&o sabe
emprego (pai) 9 (mae) 9
. ) 3 9| f Avos ) 19
e Agricultura | 1| Sim 2| Néo Né&o sabe 1| Sim | 2| N&o Né&o sabe
9 trabalham 9
g Tio/Tia . 3 9 . . 19
1| Sim 2| Néo N&o sabe h Outro 1| Sim | 2| N&o Né&o sabe
trabalham 9 9
64 No total, quantas pessoas incluindo a crianga, regularmente dormem na casa de
noite na casa onde a crianga morra?
65 CONTADO OS CASOS, quantas criancas abaixo dos 5 anos de idade (ex:
permanecem pelo menos 4 noites por semana) na residéncia?
66 Qual é a idade (em anos) da mae ou acompanhante da crianga no momento da
visita ao hospital? (digite 99 se Néo sabe)
67 Qual é o grau alto de NG Univers
ao
escolaridade da mde ou |1l wd Primério Secundério | 4 | Técnico |5 | itario/ac
estudou
acompanhante? ima
68 Estado marital da méae? ) ) ) Unido y
1| Casada Solteira Divorciada | 4 5 | Vilvo
de facto
69 Qual € o grau alto de NG Univers
do
escolaridade do pai? 1 Primario Secundario | 4 | Técnico |5 | itario/
estudou )
acima
- - - ~ - - ~ 9 ~
70 Tem electricidade na residéncia? 1| Sim Né&o 9 Né&o sabe
] ] Casa de Casa de )
71 Tipo de habitagdo? 1 ) 3 | Casa de alvenaria
canico barro
72 Qual é a
fonte de é&gua ) Torneira Poco Rio/L 3
Canalizada o Fur Poco Nao
para beber? . 2| publica/font | 3 tapa | 5 6| ago/L | 99
na casa/patio ) 0 aberto sabe
enaria do agoa
) ) Sim, )
73 A 4gua é Sim, Sim, ] Sim, 9| Néo
1 2 ) 3 | Filtrag . 5 | Néo
tratada Fervura Cloracdo 3 outro, especifique: 9| sabe
do
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74 Quais dos seguintes itens tem na sua casa?

a.
) Sim 2| Nao 99 | Ndo sabe
radio
b. )
) Sim 2| Nao 99 | Ndo sabe
televisdo
C.
) Sim 2| Nao 99 | Ndo sabe
geleira
d. ]
3 Sim 2| Nao 99 | Néo sabe
colchdo
e.
o Sim 2| Nao 99 | Ndo sabe
bicicleta
f. .
) Sim 2| Nao 99 | Ndo sabe
motorizada
g. . x «
Sim 2| Néo 99 | Ndo sabe
carro
h. )
Sim 2| Néo 99 | Ndo sabe
celular
i.
Sim 2| Nao 99 | Ndo sabe
computador
75 Tipo de alimentagéo da crianga? Leite ) Leite 3 Outro
materno artificial (diversificado/sélido)
76 Idade de desmame em meses: __ (Se Nao sabe, digite 99).

VI. FACTORES DE RISCO E EPIDEMIOLOGICOS

77 Na residéncia houve algum caso de diarreia Nd |9
e . 1] Sim Nao sabe
nos ultimos 7 dias? 0 9
78 A crianca teve contacto com alguém com Sim, Na |9
L - . 1 Néo sabe
diarreia nos ultimos 7 dias? Especifique quem: 0 9
79 A crianca participou de alguma festa ou evento Sim, Na |9
. - . 1 N&o sabe
social nos dltimos 7 dias? Especifique qual: 0 9
80 A crianca esteve em algum Mercado ou centro
. - . Sim, Na |9
comercial nos Gltimos 7 dias antes de adoecer? 1 N3o sabe
Especifique onde: 0 9
81 A crianca viajou para for a da vila/cidade nos
- . Sim, Na |9
altimos 7 dias antes de adoecer? 1 N4o sabe
Especifique onde: 0 9
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82 A crianca tem contacto com animais? Na | 9
1| Sim 2 Né&o sabe
0 9
83 Se Sim, que Ca Porc Cabrit Outro,

o 1 2| Gato | 3| Vaca 4 5 6| Rato o
animais? 0 0 0 Especifique:
VII. ALTA E DESFECHO
84 Datadaalta: / /| 85Horaaproximadadaalta:

DD MM A AAA HHMM
Transferido
86 Desfecho: 1| Melhorou | 2| Obito 3| para outro | 4| Abandono 99 | Néo sabe

hospital
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Termo de consentimento informado

Alguns estudos determinaram a frequéncia das infecgdesporrotavirus em Mogambique.
Contudo estas tentativas sdo escassas e foram efectuadasa algum tempo. O objectivo desta
proposta de pesquisa € de avaliar a magnitude da diarreia por rotavirus em criangas com
diarreia aguda, internadas na Pediatria do Hospital Central de Maputo.

Os procedimentos incluirdo a seleccdo de uma amostra populacional, de entre as
criancas acima referidas, cujos pais ou tutores adultos decidirem que as suas criancas entrem
para o estudo. Serdo examinadas laboratorialmente as fezes para o despiste da diarreia por
rotavirus, utilizando um teste ja padronizado. Paralelamente sera administrado um
questionario para captarem se aspectos que podem estar relacionados com casos de diarreias
nas criancas.

Os resultados deste estudo serdo mantidos confidenciais e quando divulgados
preservardo o anonimato dos participantes.

O participante tera acesso a informacao que Ihe diz respeito. Os desconfortos préprios
do manuseamento das criangcas serdo minimos pois a componente bioldgica que serad
aproveitada durante a dejec¢do normal.

Os riscos a saude serdo controlados com assepsia propria da recolha da amostra. Os
beneficios incluem o diagndstico definitivo correcto com a respectiva terapéutica adequada.
Ospesquisadoresresponsaveispeloprojecto de pesquisasao:

Consentimento informado

Através de um Termo de Consentimento informado, declaro que fui explicado, de forma clara
e detalhada, sobre as justificativas, objectivos, os procedimentos, 0s riscos, 0s desconfortos e
beneficios a que minha crianca sera submetida ao participar na pesquisa. Fui
igualmenteinformado:

e Da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a duvidas
acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a
pesquisa;

e Da liberdade que tenho de retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem que
iSso traga prejuizo a continuacgdo do tratamento da minha crianca;

e Da seguranga de que sera mantido o caracter confidencial das informagdes a respeito
da minha crianca e da minha familia;

e Dadisponibilidade de tratamento médico a minha crianca;
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e De que, se existirem gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orgamento da

pesquisa.
ASSim, assino:
Data: / /20

Assinatura da Investigadora

Data: / 120
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&)
REPUBLICA DE MOCAMBIQUE

MINISTERIO DA SAUDE

COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A SAUDE
IRB00002657

Exma Senhora

Dra Nilsa de Deus

INS
Ref: 348/CNBS/13 Data 26 de Novembro de 2013
Assunto: Parecer de Comité Macional de Bioética para Salde (CNBS) sobre o estudo:

“Vigiléncia Nacional de Diarreias Aguadas em Criangas (ViNaDiA) "

O Comité Nacional de Bioética para Salde (CNBS) analisou as correccBes efectuadas no
protocolo intitulado: “Vigildncia Nacional de Diarreias Agudas em Criangas

(ViNaDIiA)', conforme os requisitos da Declaragdo de Helsinquia,

Néo havendo nenhum inconveniente de ordem ética que impeca a realizagdo do estudo, o
CNBS da a sua devida aprovac3o.

Todavia, o CNBS recomenda aos investigadores que o mantenham informado do decurso do

estudo, salientando que esta aprovagdo ética ndo substitui a autorizagdo administrativa.

Com as nossas mais cordiais saudagoes.

~ §
Dr. Jodo F
ENDERECO: ) T'elefones: 430814/427131(4)
MINISTERIO DA SAUDE Telex: 6-239 MISAU MO
C. POSTAL 264 FAX: 258 (1) 426547
Av. Eduardo Mondlane/Salvador Allende 258 (1) 33320

MAPUTO - MOCAMBIQUE
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REPUBLICA DE MOCAMBIQUE

MINISTERIO DA SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Titulo do estudo: “Vigilancia Nacional de Diarreias Agudas em crian¢as”- ViNaDia

Nome da crianca: ||| || ||| | ]

Ntimero do estudo da crianca: |_| _|_|_|-| _|—| | —| —|—|-|—]—|—| ]|

0 seu filho/a estd sendo convidado/a a participar, como voluntario/a, num estudo a ser conduzido pelo
Instituto Nacional de Satide. Antes de tomar a sua decisdo é importante que leia com atencdo esta folha de
Informacdo e Consentimento, que lhe ird explicar o que se pretende com o estudo. Ndo tenha receio em colocar
ao seu médico qualquer questdo que tenha antes e durante a sua participacao.

1. OBJECTIVOS DA VIGILANCIA

0 objectivo deste projecto é saber quais sdo os microrganismos que causam diarreia nas criangas.

2. INFORMACAO GERAL

A diarreia é um problema importante de satude piblica em todo mundo porque faz com que a crianca fique
muito tempo doente e precisa de internamento e cuidados médicos. Esta diarreia pode ser provocada por
muitos agentes; bactérias, virus ou protozoarios. Algumas vezes pode ser grave quando as criancas estdo
infectas por HIV porque o HIV ataca as células imunolégicas dificultando a resposta imune da crianca contra os
agentes causadores e também em criancas com problemas de nutricdo ou outros problemas de satide.

Neste estudo, o Instituto Nacional de Satide (INS), em coordenacdo com os Hospitais de Maputo, Beira,
Quelimane e Nampula, pretende estudar os agentes que estio a provocar a diarreia nestas criancas. Para os
fazedores de politica e para os cuidadores de satide, esta informacdo é importante para adopgdo de medidas
adequadas para prevencdo bem como para o tratamento das diarreias.

NAo existe até a presente data estudos sobre as causas das diarreias ag#das-em criancas em Mocambique. O
conhecimento adequadoe das causas mais frequentes da diarreia aguda ajuda no uso correcto dos
medicamentos, permite comecar cedo o tratamento, produz dados epidemioldgicos correctos, providencia
razdes para a tomada de medidas apropriadas para o isolamento dos pacientes e fornece informacao de forma
a adequar uma resposta rapida para prevencdo de doencas. Uma parte da testagem serd feita nos laboratérios
dos hospitais onde as amostras serdo recolhidas e o resto da amostra sera enviada para os laboratdrios centrais
do Instituto Nacional de Satide em Maputo, que possui condi¢des para o resto dos processamentos.
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3. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Caso o Senhor/a aceite que o seu filho participe no estudo, serdo recolhidas amostras de fezes da crianca e
serdo feitas perguntas pessoais e as respostas preenchidas num questiondrio preparado para o efeito. Por
exemplo, algumas das perguntas que ser-lhe-do feitas s3o: informacao sobre a data de nascimento da crianca,
se mama, a quanto tempo a criancga tem diarreia, a zona onde vive, a fonte de dgua, se tem animais em casa etc.

Depois do questionario, iremos colher uma amostra de fezes que serd equivalente a 1 colher de sopa (10 ml)
€ uma zaragatoa rectal. Esta amostra serad usada para a realizacdo de analise para determinacdo das causas
da diarreia. Serdo também colhidas duas gotas de sangue para testagem de HIV. Considerando que a
seropositividade da mae em relacdo ao HIV possa ser um factor de risco, serd recolhida no cartdo da crianca,
informacdo se a mae é HIV positiva ou negativa. Depois de colhidas as amostras, serdo guardadas no congelador
a-802C e serdo testadas para a deteccdo de bactérias, virus, parasitas e fungos mais importantes para a doenga
diarreica. Depois de processar as amostras no laboratério, as mesmas amostras serdo guardadas durante 5
anos e usadas para futuras andlises.

4. VANTAGEM DE PARTICIPACAO NA VIGILANCIA

0 seu filho/a ndo terd nenhuma vantagem especial por participar na vigilancia. Sera beneficiario dos resultados
dos testes que serdo feitos e também de um melhor tratamento. O diagndstico dos microrganismos que causam
a diarreia vai levar a um tratamento mais eficaz da doenca da crianca no futuro, e este estudo ird ajudar no
desenvolvimento de estratégias para prevenir as doencas diarreicas e as mortes causadas por diarreia.

5. RISCO, STRESS, DOR E DESCONFORTO ASSOCIADOS A SUA PARTICIPACAQ

0s riscos de participacdo sdo minimos, porque ndo se trata de um estudo interventivo, no entanto, poderdo
constituir riscos minimos o desconforto/dor durante a colheita da amostra de sangue. O pessoal envolvido no
estudo serd treinado para recolher informacoes sobre a doenca com respeito e sensibilidade.

6. INFORMAGCAO ACERCA DA CONFIDENCIALIDADE

Toda a informacdo colhida durante a participacdo neste estudo serd tratada de forma confidencial. Os
investigadores comprometem-se a ndo revelar a identidade do seu filho/a em qualquer publicacdo resultante
deste estudo.

7. DIREITOS DURANTE A PARTICIPACAO NESTE ESTUDO

0s registos relativos a participacdo do seu filho/a serdo usados para a monitoria clinica do mesmo. Sera
atribuido um numero de identificacdo ao seu filho/a e este niimero serd usado em todos os formuldrios e
amostras laboratoriais. Apenas os investigadores do estudo, membros do comité de ética terdo acesso a
informacdo que liga nome da crianca com o seu ntimero do estudo.

Poderd ter acesso a informacdo clinica e dos exames laboratoriais do seu filho em qualquer altura. A
participagdo na vigilancia é completamente voluntdria. Todos os testes laboratoriais sdo gratuitos. Se recusar
participar continuard a receber tratamento no Hospital da mesma forma que vem a fazer. Se ndo estiver
satisfeito com a participacdo no estudo, podera pedir que retirem o seu filho/a em qualquer altura sem que isto
afecte os seus cuidados médicos presentes ou futuros.
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8. QUEM PODE CONTACTAR EM CASO DE DUVIDAS E/OU PROBLEMAS?

Caso haja alguma duvida relacionada a este protocolo deve contactar: Dra. Nilsa de Deus, Investigadora
Principal do projecto (Tel: 84-3697690), Dra. Judite Saléncia, médica e clinica do estudo (Tel:840514553),
Dra. Jorfélia Chilatle, coordenadora geral (Tel: 824343470) e para questdes éticas deve contactar o Comité
Institucional de Bioética para Satde do Instituto Nacional de Satde (Tel: 21311038).

9. DECLARACAOQ DO PARTICIPANTE:

Fui informado verbalmente e por escrito sobre este estudo e compreendo do qué se trata. Sef tambéem a quem
contactar se necessitar mais informacdo. Compreendo que a confidencialidade serda mantida. Compreendo que
sou livre de retirar o meu filho/a do estudo em qualquer altura sem que isto afecte os cuidados normalmente
recebidos.

0 Concordo com a participacdo do meu filho/a neste estudo como sujeito voluntario e levarei uma cépia
desta folha de informacdo para guardar.

0 Concordo que as amostras sejam guardadas durante 5 anos apés o fim do estudo e testadas no futuro para
deteccdo de qualquer agente que os investigadores julguem importante ou realizacdo de testes relevantes que
possam melhorar o conhecimento sobre a drea das diarreias.

[0 N&o concordo que as as amostras sejam guardadas durante 5 anos apos o fim do estudo e testadas no futuro
para deteccdo de qualquer agente que os investigadores julguem importante ou realizacdo de testes relevantes
que possam melhorar o conhecimento sobre a area das diarreias.

Assinatura (ou impressio do polegar) do pai ou tutor Legal Assinatura da testemunha

10. DECLARACAO DO INVESTIGADOR:

Eu, abaixo-assinado, defini e expliquei ao pai/tutor Legal numa linguagem que ele compreende, os
procedimentos do estudo, os seus objectivos e o risco e beneficios associados com a sua participacdo. Informei
o voluntirio que a confidencialidade sera mantida e que este é livre de se retirar o seu filho ou educando do
estudo em qualquer altura sem que isto afecte os cuidados que recebe na clinica. Seguindo as minhas
explicaces o voluntario concorda participar no estudo.

Data Nome do investigador/técnico

Assinatura
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Formulario de coleta de dados pds-vacina

MOCAMEIQUE

Instituto Nacional de Saude
Departamento de Pesquisa

ViNaDia

Rewvisdo: 0.4

Formulario de Recolha de Dados

CRF_VINADIA 01

24 Data de inicio da di

T DD MM

A A

A A

Pagina 1 de 4
[1DADOSDAUNMDADESANITARIAEDACRINGA ]
1 Data da entrevista: __ /_ [/~ 2a NID do paciente: !
b D M M A 4 A a 2b Nimero deestodo: - -
2c NIA: -
3 Nome do Hospital: 4 Nome da mie/cuidador:
5 Contacto da mée/cuidador: 6 Nome da crianca:
7 Apelido da crianga:
8 Provincia: 9 Cidade:
10 Distrito: 11 Local de residéncia:
12 Tratado na: | 1 [ Eafermaria | 2 | Banco de Socoros /ICD (com fluidos IV)
13 Data de admiss3o: R ) 14 Hora aproximada de admissiio:
D D M M A A A A H H M M
15 Idade da crianca emmeses: 16 Data de nascimento da erianga: _ _ /_ _ /_
D D M M A A A A
17 Sexo: M | Masculine | F | Feminino
18 A crianga € prematura? 1 | Sim 2 | Nio 19 Peso da crianga ao nascer (gramas):
20 Peso actual: —  Ouilogramas icl w‘:llm S ér:aiﬁgzmm _ centimetros
23 Tratamento 1 | Oral 2 | Infravenoso 3 Oral e Intravencso| 4 | Outros:

25 A crianca tem diamreia agnda? [ 1-8im  [] 2.Na0 [ 99.Nz0 sabe

215a Se sim. Duracio de diarreia: (Dias) 25b Numero de episddios de diarreia em 24 horas?
26 A crianca tem diareia cronica? [ 1-Sim [ ] 2Nso [ 99-Nao sabe
26a Se sim Duraciio de diarreia: (Dias) 26b Numero de episddios de diarreia em 24 horas?

27 A crianca tem diareia com sangue? [ 1-8im [ 1 2Nio [ 9930 sabe

218 A crianca teve vomito? (Se Nio ou Nio sabe saltar para
P31) 1| Sim 2 | Nao
219 Quantos dias antes da admisso a crianga comegou com vomites? __ dias (digite 99 se N3o sabe)
30 Numero de episddios de vomito em 24 horas? __ episddios (digite 99 se Nio sabe)
31 Antes de vir ao hospital crianga recebeu reidratacio oral 1| Sim 2 MNio 99 | Nio sabe
(SRO)?
32 Na chegada/admissio (ex: antes da Bem alerta Inguieto, -
reidratagio), Qual era o estado geral da 1| (Satisfatéri | 2| irritavel 3 | Letérgica ou 99| Nzo sabe
crianca? ) (Moderado) mconsciente
32 Na admissio ou durante o intemamento a crianca teve olhos encovados? | 1 | Sim | 2 | Nao 99| Nio sabe
33 Antes da admissfo (ex: antes da reidratagio) Bebia Sed bebe Bebia mal nio
qual € o estado de hidratagiio? 1| normalment | 2 avid -.nDe %3 era capaz de 99| N&o sabe
e, sem sede beber
34 Na chegada/admissio (ex: antes da Volta Volta Volta nmito
reidratagio), descrever o turger da pele - . lentamente lentamente (ex: -
io beliscar o abdé 9 1 {apldglnenne fex: | 2 (ex: 12 3 is de 2 09| Nio sabe
a ) segundos) segundos)
35 Nivel de desidratagiio 1| Severa/Grave 2| Moderada 3 | Chooque 4 | Nenhum
36 A crianga teve historia de febre? 1] sim | 2] Nao | 99 | Nao sabe

37 A temperatura mais alta que a criancga apresentou?

.___ ®Centigrados (digite 99 se Nio sabe)

38 A crianga receben antibiéticos recentemente? 1 | Sim | 2| Nao | 29 | Nio sabe

39 Por quanto tempo a crianga tomon 1| Menos de 7 dias | 2| Mais de 7 dias |99| Nio sabe 88| Sem antibidticos
antibicticos?

40 Se tomou antibidticos, especifique quais:

:s]':).qcri.anga foi hospitalizada por diarreia anteriormente? (sem contar como 1| sim 2| Nz 09 | Nzo sabe

42 Se Sim. quantas vezes nos Gltimos 12

meses?

digite 88 se Nio foi hospitalizado; digite 99 se Nio sabe
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43 A crianga apresenta alguma . . . PR [ -
condigio cromica? 1| Sim. especifique: 2 A0 90 | Nio sabe
i icio?
44 A crianca tem maloutrigio? 1l sim 2| Mz g Nio sabe
5 i iria?
45 A crianga tem maldria? 1| Sim 2| Nso o | Mo sabe
- .
46 A crianca tem pnenmonia? 1l sim 2| M0 g T30 sabe
4TA amostra de fezes fo1 1 81 2 Nio (passa para | 48 Data de colheita /| o
colhida? m F49) D D M M A A A A
49 Caracteristicas das 1 Aquos 2 Semi- 3| Pastoso 4 Ceom 5 Em forma de agua 6| Mucosa
fezes? a pastosa sangue de arroz
50 Data de envio da amostra ao laboratério: S B
D D M M A A A A

Por faver veja o cartio de smide da crianga. Se o cartde estiver disponivel, use-o para documentar a historia de vacinagdo abaixe. Se o cartdo de saiide
exisie, mas nde estd disponivel/presente no momente da entrevista, solicitar o pai / cuidadoer para que traga o cartde para o hospital e completar o histérice de
vacinagdo mais tarde ou completar a histéria de vacinagde usande o registo de vacinagdo no centro de saide onde a crianga foi vacinada. Faga uma copia do

cartdo de saude da crianga.

51 A crianca ja foi vacinada? 1| Sim 2 | Nao (passe para 99 | Nio sabe
P53)
. Centro de Saide ou Clinica
52 Onde a crianga recebeu a Especifique (Nome do Centro, Vila, Distrito):
wvacinacio (circule em TODOS 2 | Hospital: Especifique (Nome Hospital Distrito):
que se apliquem e especifique o - - N
LOCAL onde a vacina foi Qutro; Especifique:
recebida? 4 | Todas opgdes acima
99 | Nio sabe / Desconhecido
53 Qual foi a fonte de informacdo da 1| Cartio de 2| Registos clinicos | 3 | Verbal 99 | Nio sabe
vacinagio? sande
54 Cépia de cartio de vacinacio feita? 1] sim 2 [ Mo | 99 | Ndo sabe
55 A crianga recebeu as seguintes vacinas?
Datadaldose: _ _ /_ [/ o
a. Rotarix / Rotavims? | 1| Sim | 2| Nao | 9| Nao sabe DD MM a a4 a4 4
Data da 2 dose: I S
DD MM A A A A
b :ﬁ;?oral (a0 s |2l v | ol naoeape | Datadatecepgior s
) DD MM A A A A
Datadaldose: _  _ /_  _ /_
DD MM A A A A
o - - - Data da 2 dose:
2 2| Nz S
c. Pélio oral? 1| Sim 2| Nao 9| Nio sabe D D MM 3 A A A
Datada3dose: _ _ J_  _ J_
D D M M A A A A
Datadaldoge: _ _ J/_ _ [/
DD MM A A A A
d. Pentavalente? 1| Sim | 2| Nao | 9| Nao sabe Datadaldose: ___ [/ __ /_
DD MM A A A A
Datada3 doge: _  _ /_  _ /_
DD MM A A A A
Datada 1 doge: _  _ /_ _ /_
DD MM A A A A
e. Poenmococo? 1| Sim 2| Nio @ | Wio sabe Datadaldose: _  _ /___ /_
DD MM A A A A
Datada3dose: _ _ /_ _ [
DD MM A A A A
£ Sarampo? 1| Sim | 2| Nie | 9| Nao sabe Datadarecepgdo: /[ _ /_
DD M M A A A A
E W“f“”" Injectada 1] sim | 2| Nse | 9| N3o sabe Datadagecepgor /[ [/
contra a Poliomielite? D D M M A A A A

56 Qual é o estado de HIV 1| Pesttivo 2| Negativo 3| Indeternunad | 99 | Nio sabe
da crianga? (Se a crianca o

HIV negativo, passe para

P37)

57 Estadoe de HIV da mde? 1| Positivo 2| Negativo 3| Indeterminade | 99 | Nio sabe
58 Se Mie HIV positivo, 1| Sim 2| Nio 3| Néo sabe

fez PTV?
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_ :diI::?remdenm houve algnm caso de diarreia nos Gltimos 1| sim 2 | Mo 90 | Nio sabe
76 A crianga participou de algnma festa ou evento social Sim N -
nos Gltimos 7 dias? ! Especifique qual: 2 | Nae 99 | Nébo sabe
77 A crianga tem contacto com animais? 1| Sim 2 | Nio 99 | Nio sabe
78 Se
i it Outro, Especi :
Sim.que | 1] Cle | 5| Gao | 3| Vaca | 4 Porco 5| S | 6 | Rato g | Ovtro: Especifiqne
animais’ ito
T9Datadaalta: __ _ /_  _ /_ 85 Hora aproximada daalta: _ @
DD MM A A A A H H M M
80 Desfecho: | 1 | Melhorou | 2 | Obito 3 | Transferido para ovtro 4 | Abandono 99 | Niosabe
hospital
81 Comentarios gerais:
82 Preenchido por: . Data I S
DD MM A A A A
83 Revisto por: .Data ___

‘DD MM AA A A
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