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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Denise Cotrim da Cunha

A expansdo global da imunizacdo com a vacina oral contra o rotavirus humano
(RV1) reduziu a carga de doenca diarreica aguda (DDA) e a mortalidade associada,
através da acédo direta em imunizados e pela imunidade de rebanho conferida pela
circulacao do virus vacinal excretado nas fezes. Embora a transmissdo comunitaria
do virus vacinal tenha sido comprovada em criancas e contatos domiciliares, a
excrecao fecal por recém-nascidos e lactentes menores de seis semanas de idade
ainda néo havia sido demonstrada.

O estudo de coorte foi realizado em Manguinhos, comunidade vulneravel da
zona norte do municipio do Rio de Janeiro, com o objetivo de identificar a circulacao
do gendtipo vacinal G1P[8] nas fezes. Os participantes foram acompanhados desde
os primeiros dias de vida até dois anos de idade, para deteccdo do gendtipo vacinal
antes e ap0s a imunizagédo, e para monitora-los quanto a presenca de DDA.

As fezes foram coletadas de recém-nascidos e lactentes quinzenalmente até
45 dias de vida, apdés ambas as doses de RV1 e em episédios de DDA diagnosticados
até os 24 meses de idade. Foi utilizada gRT-PCR para deteccéo do rotavirus e RT-
PCR multiplex e/ou pelo método de sequenciamento de nucleotideos de Sanger para
genotipagem (G/P).

Os 242 participantes foram acompanhados, em média entre dezembro de 2014
e setembro de 2019. Foram coletadas 890 amostras fecais, triadas com os métodos
moleculares citados. A prevaléncia de G1P[8] vacinal foi de 3,3% em recém-nascidos
e lactentes com menos de seis semanas de idade, 50% ap0s a primeira dose e 25,5%
apos a segunda dose da vacina. Dos 70 participantes que apresentaram DDA durante
o periodo, o rotavirus foi detectado em seis deles, e 0 gendétipo vacinal em apenas um
(prevaléncia de 1,4%). A maioria dos lactentes com DDA era vacinada contra rotavirus
e foi tratada ambulatorialmente. N&do foram observados eventos adversos pos-vacinais
graves apos as duas doses de Rotarix®.

Este estudo fornece a primeira evidéncia de mundo real em relacéo a excrecéo
do genotipo vacinal G1P[8] por recém-nascidos e lactentes com menos de seis
semanas de idade em uma comunidade com recursos socioecondémicos limitados. E
importante ressaltar que esta populacdo permaneceu assintomatica.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN MEDICINA TROPICAL

Denise Cotrim da Cunha

The expansion of immunization with the monovalent vaccine against human
rotavirus (RV1) in several countries around the world has reduced the burden of acute
diarrheal disease (ADD) and associated mortality, through direct action on immunized
subjects and by herd immunity as a result of the circulation of the vaccine virus
excreted in feces. Although community transmission of live attenuated monovalent
rotavirus vaccine virus has been demonstrated in children and household contacts,
fecal shedding of these strains in neonates and infants under six weeks of age has
never been demonstrated.

This was a prospective cohort study carried out in Manguinhos, a low-resource
community situated in the north region of Rio de Janeiro, with the aim of analyzing the
circulation of vaccine derived virus G1P[8] detected in stool samples. Participants were
followed from the first days of life until 24 months of age, for detection of the vaccine-
derived virus before and after immunization and to monitor them for the presence of
ADD.

Samples were collected from neonates and children every two weeks through
45 days of life, after both doses of RV1, and in ADD episodes up to two years of age.
Rotavirus shedding was screened by RT-gPCR and G/P genotypes determined by
multiplex RT-PCR and/or Sanger nucleotide sequencing.

We enrolled 242 participants who were followed from December 2014 to
September 2019. During the period, 890 stool samples were collected and screened
with the aforementioned molecular methods. The prevalence of RV1 virus was 3,3%
in neonates and infants less than six weeks of age, 50% after the first dose, and 25,6%
after the second dose of the vaccine. Among the 70 participants who had ADD during
the study, rotavirus was detected in seven samples, with RV1 virus being confirmed in
only one patrticipant (1.4% prevalence). Most infants with ADD were fully immunized
against rotavirus and all were treated on an outpatient basis. No serious post-
vaccination adverse events were observed after the two doses of Rotarix®.

This study provides the first real-world evidence of RV1 virus shedding by
neonates and infants under six weeks of age in a resource-limited community.
Importantly, this population remained asymptomatic.
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1 Revisao da Literatura

1.1 Epidemiologia

As doencas diarreicas agudas (DDA) representam importante causa de
mortalidade infantil nos paises de baixa renda (1) e estima-se que uma em cada oito
mortes seja decorrente de gastroenterite aguda em criancas abaixo de cinco anos (2).
No ultimo relatorio da rede de estudos da Carga Global de Doencas (Global Burden
of Diseases - GBD) (3), as doencas diarreicas continuam figurando entre as cinco
principais doencas em todas as faixas etarias, ocupando a terceira posi¢cao na faixa
etaria de 0-9 anos. No relatério do GBD de 2015 o numero estimado de ébitos por
doenca diarreica aguda no mundo foi de 1,3 milh&o, destes, 520.000 foram registrados
em criangas menores de 5 anos (4).

Dentre as causas de diarreia, o rotavirus (RV) é reconhecido como o agente
infeccioso mais importante de gastroenterite grave infantil no mundo, responsavel por
128.515 mortes anuais e mais de 258 milhdes de episodios de diarreia em criancas
com menos de 5 anos de idade (5). As piores taxas de mortalidade a cada 100.000
habitantes encontram-se em paises de baixa e média renda. Quatro paises (Republica
Democratica do Congo, Paquistéo, india e Nigéria) séo responséaveis por metade das
mortes associadas a infeccdo pelo RV. E dez nagdes da Africa subsaariana tém taxas
de mortalidade em criangcas menores de 5 anos superior a 100 por 100.000 habitantes
(6) (Figura 1).



Figura 1. Taxas de mortalidade (por 100.000) por rotavirus em criangas menores de 5
anos, por pais, em 2017.

m >100 m 50-99 49-10 m <10

Fonte: Rota Council — The epidemiology and disease burden of rotavirus. Disponivel

em: https://preventrotavirus.org/wp-content/uploads/2019/05/ROTA-Brief3-Burden-
SP-1.pdf

Dados da rede de vigilancia da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram
que entre os anos de 2001 e 2008, cerca de 40% das hospitalizacbes mundiais entre
criancas menores de cinco anos de idade por DDA foram atribuidas ao RV (7). Na era
pré-vacinal, aproximadamente toda crianca menor de cinco anos de idade ja havia
apresentado ao menos um episodio de diarreia por RV (8).

De acordo com informacdes de abril de 2020 do Rota Council (consorcio
formado a partir de liderancas em saude infantil em todo o mundo com intuito de
promover a vacinacao contra RV) 107 paises, com aproximadamente 78 milhdes de
criangas, ja introduziram vacinas contra RV em seus programas nacionais de
imunizacdo. Como resultado, ha um grande e crescente conjunto de evidéncias
demonstrando o impacto positivo destas vacinas nos paises em que elas sdo usadas
rotineiramente. Estima-se que as vacinas contra RV evitaram a morte de 800.000 a
900.000 criangas entre 2011 a 2020 (9) (Figura 2).
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Figura 2. Mapa de introdugdo da vacina contra rotavirus (Ultima atualizagédo
abril/2020).
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Fonte: Rota Council — Rotavirus vaccine introduction and coverage. Disponivel em

https://preventrotavirus.org/wp-content/uploads/2019/05/ROTA-Briefl-Introduction-
SP-1-1.pdf

Com o avanco da imunizacdo contra o RV em varios paises, as taxas de
mortalidade associadas a DDA apresentaram reducdes que variaram de 22 a 50%
(5,10) nestas localidades. Houve declinio de 40% na prevaléncia do RV nas nacdes
participantes da Global Rotavirus Surveillance Network, coordenada pela OMS, desde
2008 (11). Apesar da implementacdo bem-sucedida da vacina em mais de 100 paises
(12-14), ainda encontramos areas com elevada prevaléncia do RV, o que pode ser
explicado por fatores como baixa cobertura vacinal, alta carga basal da doenca
causada pelo RV ou baixa prevaléncia de outros patdgenos causadores de infeccéo
gastrointestinal (11). A reduc&o mais acentuada na proporcao de mortes por diarreia
associada ao RV - de 36% em 2000 para 26% em 2013 - ocorreu na América Latina,
onde quase todos os paises incluiram a vacina em seus programas nacionais de
imunizacao (6). Ainda assim, nos paises de renda baixa e média fora do continente
americano, o RV permanece na lideranca entre as causas de gastroenterite grave que
resultam em hospitalizagao de criangas menores de cinco anos (11).

No Estado do Rio de Janeiro, uma analise da mortalidade atribuida a

gastroenterite aguda, de séries temporais dos anos 1980-1998 (periodo anterior a
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vacinacgéo contra o RV), indicava um pico da doencga nos meses mais secos do ano
(margo a setembro), sugerindo que o RV pudesse ter papel importante na etiologia
dos 6bitos associados a DDA (15).

Paradoxalmente, mesmo antes da introducdo da vacina contra o0 RV no
Programa Nacional de Imunizac¢des (PNI), ja era possivel observar uma tendéncia de
queda no numero de mortes por diarreia no Brasil. A reducdo consistente das taxas
de mortalidade na infancia por diarreia, a partir da década de 1980, tem como pano
de fundo campanhas intensas para utilizacdo da terapia de reidratacdo oral com a
participacdo de 6rgdos como o Ministério da Saude, Fundo das Nag¢des Unidas para
a Infancia (UNICEF), Organizacdo Pan-americana da Saude (OPAS), Sociedade
Brasileira de Pediatria, e da fundamental atuacdo da Pastoral da Crianca em
comunidades carentes (16). A criacédo do Sistema Unico de Saide (SUS) em 1988,
com a implementacao posterior do Programa de Saude da Familia (PSF), facilitou o
acesso da populacdo a assisténcia primaria a saude principalmente em municipios e
comunidades de baixa renda de areas urbanas. Outras estratégias nacionais de
Saude Publica como o estimulo ao aleitamento materno, melhora do saneamento
basico, distribuicdo de agua para os municipios e suplementacdo de vitamina A
contribuiram nos ultimos anos para a reducdo da mortalidade infantil, especialmente
a fracdo relacionada a diarreia (17-19). No intervalo temporal de 1990 a 2015, a
mortalidade relacionada a diarreia apresentou reducéo de 94,7%, saindo da posi¢cao
de 22 maior causa de mortalidade em menores de cinco anos em 1990 para a 72
posicao em 2015 (20).

Desde 2009 a OMS recomenda a inclusdo de vacinas contra o rotavirus nos
programas de imunizacao de todos os paises, reiterando a recomendacgdo em 2013 e
em 2021 (21-23). Apesar disso, os dados da OMS e Unicef sobre coberturas vacinais
mostram que, mesmo depois de 14 anos da introducéo das primeiras vacinas contra

o0 RV, menos da metade das criangas no mundo foram vacinadas (Figura 3).



Figura 3. Cobertura vacinal anual da vacina contra rotavirus no mundo.
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1.1.1 Estrutura do virus, classificacdo e diversidade dos gendétipos

Os rotavirus sdo virus icosaédricos nao-envelopados, membros da familia
Reoviridae. O rotavirion possui uma estrutura capsidica de camada tripla, nao-
envelopada e complexa, que envolve o genoma composto por 11 moléculas de &cido
ribonucleico (RNA) de fita dupla, que codificam seis proteinas virais estruturais (VP1,
VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7) e seis proteinas ndo-estruturais (NSP1, NSP2, NSP3,
NSP4, NSP5 e NSP6) (24), cada uma destas codificadas em um segmento gendémico
exclusivo, com excecao das proteinas ndo-estruturais 5 e 6 (NSP5 e NSP6) (25)
(Figura 4). As principais propriedades antigénicas, de ligacdo a superficie celular,
entrada do virus na célula, transcricdo de RNA e producdo de resposta imune séo
determinadas pelas proteinas do capsideo viral (VPs) (26). As proteinas nao-
estruturais sdo produzidas durante a infeccdo para facilitar a replicacéo viral e a

patogénese (27).
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Figura 4. Estrutura e localizacdo dos componentes proteicos do virion do rotavirus.

VP6 trimer

) VP2 shell with VP1 ; .
VP4 trimer and VP3 VP2 dimer

Fonte: International Committee on Taxonomy of Virus (ICTV). Disponivel em
https://ictv.global/report/chapter/sedoreoviridae/sedoreoviridae/rotavirus. Acesso em
20/09/2022.

A descri¢do inicial dos rotavirus, baseada na patologia e epidemiologia, ocorreu
a partir de cepas de murinos, classificadas genericamente como agentes
responsaveis pela diarreia epizodtica de ratos jovens, na década de 1940 (28). A
correlacao entre estes virus e a doenca diarreica aguda grave em lactentes foi relatada
pela primeira vez por Bishop, na década de 1970 (29), que utilizou a microscopia
eletrbnica para examinar bidpsias de mucosa duodenal de criancas com DDA. O virus
foi descrito como particulas de 70nm com aspecto de roda, sendo, por esta razao,
denominado de rotavirus em 1974 (30). Quatro anos depois, o Comité Internacional
de Taxonomia de Virus aceitou oficialmente a nomenclatura. A partir de entdo, a
detecc¢do do rotavirus em diferentes espécies de animais fez com que ele passasse a
ser reconhecido como agente patogénico capaz de infectar humanos e animais em
todo o mundo (31).

Em 1977, Linhares e cols. publicaram uma nota informando sobre o achado de
particulas virais através de microscopia eletrénica com a aparéncia tipica de duovirus,
nomenclatura do rotavirus a época, nas fezes de 2 criangas com gastroenterite em
Belém do Par4, Brasil (32).
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O género Rotavirus compreende oito espécies designadas de A a H com base
na sequéncia de aminoacidos da proteina VP6, divisdo proposta pelo Comité
Internacional de Taxonomia dos Virus (33). A metagendmica viral tém contribuido
amplamente para a compreensado da diversidade genética, e espécies provisorias
como Rotavirus | e J foram propostas mais recentemente (34,35).

O rotavirus do grupo A (RV-A) € o grupo responsavel por mais de 90% das
infeccbes gastrointestinais em humanos (33), sendo detectado em uma ampla
variedade de mamiferos e aves. Os grupos B e C também sé&o associados a doenca
em humanos, porém em menor escala. Ja em mamiferos, as formas endémicas e
epidémicas de infecgdes por rotavirus B, C, E e H foram descritas, enquanto os
rotavirus D, F e G foram identificados apenas em aves (24,36,37).

A classificacdo dos rotavirus é realizada a partir do sistema de genotipagem
G/P, baseado na analise de genes da glicoproteina VP7 (tipo G) e proteina VP4 (tipo
P) que induzem a produgé&o de anticorpos neutralizantes durante o curso da infecgéo.
Estas proteinas estdo presentes no capsideo viral externo (38).

Com a utilizacdo de sistema binario, diversas combinacfes G/P sdo possiveis
para classificar os genoétipos do RV-A. Até recentemente, pelo menos 36 gendtipos G
e 51 gendtipos P foram descritos, segundo o “Rotavirus Classification Working Group”
(39). Vérios trabalhos demonstram a existéncia de mais de 70 combinacdes G-P
diferentes, entretanto, as mais frequentemente identificadas no mundo sdo G1P[8],
G2P[4], G3P[8], G4P[8] e G9P[8] (40,41). Para designar a composicdo genética
completa do virus, em abril de 2008 Matthijnssens et al (42), propuseram a
nomenclatura esquematica: Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx representando os
genatipos e os 11 respectivos segmentos de genes que codificam VP7-VP4-VP6-VP1-
VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6, sendo x o indicador do numero do
genotipo. A maioria dos genomas de RV humanos pertencem a duas constelacdes de
genotipos: Wa-like (genogrupo 1: G1/3/4/9/12-P[8]-11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1) e
DS-1-like (genogrupo 2: G2-P[4]-12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2). Um terceiro
genogrupo, AU-1-like, também é detectado em humanos, embora com menos
frequéncia (genogrupo 3: G3-P[9]-13-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3) (33).



1.1.2 Vias de exposi¢ao e transmissao

A transmissao dos rotavirus se da pela via fecal-oral, apés exposicéo a indculos
pequenos (10?2 UFC/g de fezes) e com periodo de incubagéo de menos de 48 horas
(43). Os virus séo eliminados nas fezes em concentracées extremamente elevadas
(10! UFC/g de fezes) pelos individuos sintomaticos e mantém sua infectividade por
muitos meses em temperatura ambiente, sendo detectados prontamente nas
superficies dos ambientes (44). A excrecao fecal do virus dura aproximadamente 10
dias; um estudo com coletas sistematicas de fezes demonstrou que cerca de 1/3 de
criangas imunocompetentes com infecgdo pelo RV continuaram excretando o
rotavirus nas fezes, detectado através de exame de reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR), por mais de 21 dias (45).

A disseminacdo fecal € facilitada principalmente por reservatrios ambientais,
como fluidos, alimentos, méos e fomites e por meio de interagbes de humanos ou
animais com seus respectivos ambientes. Além disso, moscas também podem
espalhar o RV das fezes contaminadas para superficies (46).

A exposicdo frequente de criangas suscetiveis em creches e casas de
cuidadores facilita a transmissao do virus. A detec¢éo do rotavirus em recipientes para
descarte de fraldas, brinquedos, torneiras, trocadores de fraldas, areas de lavagem
das maos e até mesmo em areas de preparacao de alimentos séo sugestivos de seu
alto potencial de disseminacdo na maioria destes locais (47).

Rotavirus de origem animal podem infectar humanos por transmissao direta do
virus ou através da contribuicdo de um ou mais segmentos de RNA genémico que
formam rearranjos com constelacdes de genes de origem humana e animal (48).
Atualmente, alguns gendétipos incomuns de RV identificados em humanos resultaram
da transmissdo animal-humano (49). O rotavirus continua sendo uma causa
importante de diarreia em animais selvagens (lhamas, girafas), animais de fazenda
(porcos, ovelhas e vacas), roedores, passaros e animais domésticos (gatos e caes)
em todo o mundo, e a disponibilidade destes hospedeiros representa um reservatorio

potencial para troca genética com cepas de rotavirus humanos (50).



1.1.3 Patogénese

- Entrada do virus na célula e sitio primario de replicacéo:

A estrutura de tripla camada do capsideo viral confere estabilidade ao virus e
facilita a transmisséao fecal-oral sem inativagao nos dois ter¢os superiores do intestino
delgado, cujo epitélio viloso absortivo é o alvo de infec¢do dos rotavirus (24). A ligacdo
€ um processo complexo, mediada pela proteina spike VP4 através do dominio VP8
e receptores especificos do hospedeiro (sialoglicanas) e correceptores. Estudos
recentes propuseram que os antigenos de histogrupos sanguineos (HBGAs) servem
como receptores de fixacdo dos RV (27,51). A interacdo via antigenos de histogrupos
sanguineos (HBGA) com hemacias, secrecfes mucosas e epitélios é influenciada por
um gendtipo P especifico (52). Os HBGA sao glicanos complexos, catalisados por
glicosiltransferases através da adicdo de uma série de monossacarideos a um
precursor inicial. A expressdo da enzima é controlada pelos genes ABO, FUT2
(secretor) e FUT3 (Lewis), e estudos in vivo e in vitro demonstraram sua presenca
como marcador de suscetibilidade do hospedeiro a varias doencas infecciosas,
incluindo a infecgéo pelo RV (53).

Apés a captacédo celular, a replicacdo do rotavirus e sua montagem ocorrem
em viroplasmas citoplasmaticos, e novos virus produzidos séo liberados das células
atraveés de lise celular ou por transporte vesicular independente do complexo de Golgi
(27).

1.1.4 Resposta imunoldgica

A infeccao pelo RV pode produzir tanto resposta celular quanto humoral e, apés
o primeiro episodio de infec¢do, observa-se a producéo precoce de imunoglobulina M
(IgM) seguida da producgéo de IgG e IgA; a IgA também é produzida localmente no
intestino (54).

A resposta soroldgica homotipica costuma ser direcionada contra um genaétipo
viral especifico (55). Normalmente, confere protecéo de curta duragdo e imunidade
contra infeccbes futuras nas formas graves da doenca (56,57). Infeccdes

subsequentes produzem uma resposta mais ampla e heterotipica (57-59). Entretanto,
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nao esta claro se apenas a presenca de anticorpos neutralizantes seria suficiente para
a protecdo do individuo, mesmo com titulos suficientemente elevados (58), visto que
varios casos de infec¢do sintomatica sequencial ja foram relatados (58,60-63)

Os anticorpos neutralizantes podem ser detectados apdés a infeccdo ou
vacinacgao. Eles sao direcionados para os epitopos encontrados nas proteinas VP4 e
VP7, localizadas na superficie externa do capsideo viral (54).

Nas criancas infectadas pelo RV, as respostas dos linfécitos T CD4* e CD8*
ocorrem principalmente através de respostas Thl e, as vezes Thl7, através de
citocinas pro-inflamatorias, especialmente interferon e interleucina-17 (52).

A resposta imune celular através das células T e macréfagos, fornece
resisténcia contra a reinfeccdo a partir da producao de citocinas. Esta resposta pode
permitir que o hospedeiro contenha ou elimine o virus, bem como proteja o hospedeiro
na fase aguda, antes que outros aspectos da resposta imune, como 0S anticorpos
séricos, entrem em acgéo (52).

Em um estudo realizado com lactentes e adultos com o objetivo de avaliar a
atividade linfoproliferativa relativa a infeccdo pelo RV, identificou-se que esta resposta
ocorreu simultaneamente ao aumento dos niveis de anticorpos em quase 40% dos
casos. Nos lactentes, a resposta de células T foi fraca e declinou pouco tempo apdés
a infeccdo. J& nos adultos, foi observada resposta proliferativa robusta das células T
ao RV, provavelmente decorrente de reinfeccdes prévias. Os dados sugerem que a
infeccdo pelo RV induz resposta sistémica linfoproliferativa forte e consistente que s6
se desenvolve apos varios episddios de infecgéo (64).

No geral, parece que os efetores imunes tém funcdes sobrepostas, e a protecao

contra o rotavirus € provavelmente refor¢cada por essa redundancia (56).
1.1.5 Manifestacdes clinicas

A gravidade do quadro clinico é idade-dependente. Apesar da infec¢do pelo RV
ocorrer em qualquer idade, a incidéncia da doenca com sinais e sintomas clinicos de

maior gravidade acomete principalmente lactentes entre seis e 24 meses de idade
(56,66).
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As infec¢Bes pelos RV podem ser assintométicas, 0 que sugere que, tanto
fatores relacionados ao virus quanto fatores do hospedeiro podem afetar a gravidade
da doenca. Em relacdo ao hospedeiro, a desnutricdo € bem documentada como um
fator de risco para diarreia mais grave devido a recuperacédo lentificada do epitélio
intestinal e pela resposta inflamatéria modificada do hospedeiro (25). Recém-nascidos
podem ser infectados e apresentarem doenca assintomatica, o que j& foi identificado
de forma endémica em algumas localidades (67—69). Estas infeccbes no periodo
neonatal parecem estar associadas a reducdo da morbidade nas infeccdes
subsequentes pelos RV (60,67,70). Os fatores para a gravidade reduzida da doenca
antes dos 6 meses e ap0s 0s primeiros anos de vida continuam sendo objeto de
estudo. Possivelmente, alteracbes ndo imunoldgicas e idade-dependentes que
ocorrem no intestino, inclusive uma reducao dos receptores especificos dos rotavirus
nos enterdécitos, podem contribuir para menor gravidade da doenca nessa faixa etaria
(25).

A concentracdo diminuida de proteases necessarias para clivar a proteina
antigénica VP4 nas secrecdes intestinais de recém-nascidos em relacdo as criangas
mais velhas também poderia explicar a resisténcia dos recém-nascidos a doenca
pelos rotavirus. O aumento da incidéncia da doenca em lactentes coincide com o

declinio dos titulos de anticorpos maternos 1gG (25).

- Sintomas gastrointestinais:

A doenca tem espectro clinico amplo, podendo se apresentar apenas com
episédios transitorios de fezes amolecidas até gastroenterite grave com desidratacéo,
distarbios hidroeletroliticos, choque e 6bito. Nas apresentacgdes tipicas, apos periodo
de incubacdo de 1 a 3 dias, a doenca tem inicio abrupto com febre e vomitos
incoerciveis, seguidos de diarreia aquosa explosiva, raramente com presenca de
sangue Vvivo, ja que o RV ndo é um patdgeno que causa doenca invasiva (71). A
diarreia dura de 5 a 6 dias, os vomitos de 1 a 3 dias e a febre nédo se prolonga por
mais de 48 horas, na maioria dos casos (71). Outros sintomas associados com a
infeccdo também podem ocorrer como nauseas, anorexia, colicas e mal-estar. Os
sintomas gastrointestinais tendem a desaparecer dentro de 3 a 7 dias, mas podem

persistir por até 2 a 3 semanas (22).
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Ao aderirem ao epitélio intestinal, os rotavirus possuem diversos mecanismos
gue contribuem para a fisiopatologia da diarreia. S&o eles:

a) A entrada do virus nos enterdcitos maduros causa destruicdo do epitélio basal das
vilosidades intestinais levando a atrofia, perda das microvilosidades, infiltracdo de
células mononucleares, ingurgitamento do reticulo endoplasmatico e mitocondrial dos
enterdcitos e perda de enzimas intestinais do bordo em escova (maltase, sacarase e
lactase), levando a intolerancia transitéria de D-xilose e lactose durante o periodo da
infeccdo aguda. Consequentemente, ocorre ma-absorcéo de nutrientes, eletrdlitos e
agua pelo intestino, com aumento da pressdo osmotica no limen e aparecimento de
diarreia. Esta caracteristica € atribuida a proteina NSP4 (25,72).

b) A enterotoxina NSP4 secretada pelas células infectadas mediam a liberacédo de
calcio do reticulo endoplasmatico, resultando em concentracfes aumentadas deste
ion no meio intracelular, causando a disrup¢do da estrutura do citoesqueleto e lise
celular através da ativagdo de canais de cloreto célcio-dependentes (25,38).
Adicionalmente, este desequilibrio eletrolitico cria um gradiente osmaético que facilita
o transporte de agua para o lumen intestinal, levando a diarreia secretora (27).

c) A NSP4 também altera a biogénese e integridade das juncdes dos enterdcitos com
consequente saida de agua e eletrolitos (25,38).

d) A infeccao leva a desregulacdo da bomba de sédio e potassio que € essencial para
a retencdo de fluidos e nutrientes das células. Isto ocorre pela diminuicdo da
expressao das enzimas digestivas apo6s a infeccéo pelos rotavirus (25,38).

e) O aumento da concentracdo de calcio intracelular mediado pela NSP4 induz a
secrecdo de 5-hidroxitriptamina (5-HT) também chamada de serotonina de células
enteroenddcrinas em humanos. Este produto quimico desencadeia a ativagdo de
nervos entéricos no intestino delgado, aumentando assim a motilidade intestinal,
também associada ao inicio da diarreia (25,38).

Os mecanismos que desencadeiam o vOmito, que ocorre precocemente
durante a infecgcéo, podem resultar da liberagcdo precoce de citocinas que agem no
sistema nervoso central ou pelo esvaziamento gastrico retardado. Se este ultimo é
resultado de um aumento nos hormoénios gastrointestinais (por exemplo, secretina,
gastrina e colecistocinina) ou ativacdo dos nervos vagais associada a infeccdo por

rotavirus, ainda permanece incerto (73).
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- Sintomas sistémicos:

A infeccdo pelo RV pode ser acompanhada de febre e € comumente associada
a mal-estar.

Sinais e sintomas respiratérios podem ser observados em até 50% das criancas
com infeccdo pelo RV; ndo esta muito claro se a presenga destes sintomas é
decorrente da infeccdo ou resultado da acidose metabdlica decorrente da

desidratacdo grave (56).

-Sintomas extra-intestinais:

O RV pode causar infec¢éo sistémica através da corrente sanguinea, embora
0S mecanismos da infeccdo extra intestinal ndo estejam suficientemente elucidados
(74). A deteccdo de antigenemia e viremia no soro foi relatada em criancas com
infeccdo por RV, e a sua replicacdo em sitios extra intestinais, embora limitada, pode
ocorrer (74). Ainda que haja evidéncias de que a infec¢ao intestinal possa evoluir para
uma infeccdo sistémica, evidéncias diretas e achados patoldgicos especificos no
hospedeiro infectado precisam ser melhor demonstrados (27).

Complicacdes neuroldgicas podem ocorrer em um pequeno percentual (2-3%)
de lactentes jovens com gastroenterite pelo RV, sendo a convulsdo a manifestacao
mais comum. As convulsGes podem estar associadas a febre, evento comum na
infeccdo pelo RV; ou a distarbios hidroeletroliticos decorrentes da diarreia osmotica
(75). Menos frequentemente, o RV pode causar encefalite aguda ou encefalopatia
(76,77).

Rivero-Calle (78) e Gomez-Rial (79) tém advogado que a infec¢éo pelo RV foi,
por muitos anos, subvalorizada e permaneceu como uma condi¢do limitada apenas
ao trato gastrointestinal. Em seus trabalhos eles reforcam que a infec¢éo pelo RV é
uma doenca sistémica com implicacdes clinicas e fisiopatolégicas além do intestino.
Propéem inclusive um modelo esquematico de “iceberg” para demonstrar que a
patologia possui implicacfes clinicas quase ocultas fora do trato gastrointestinal e,
eventualmente, desencadeiam o desenvolvimento de doengas autoimunes (79). Na
revisdo da literatura feita por O’'Ryan (72), varias sindromes clinicas associadas
temporalmente a gastroenterite pelo RV foram observadas e descritas na literatura,

como por exemplo a enterocolite necrosante em recém-nascidos, intussuscepcao,
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atresia biliar, diabetes mellitus, convulsdes e sintomas gastrointestinais protraidos.

Entretanto, a causalidade entre o RV e estas manifestacées permanece incerta.

1.1.6 Achados laboratoriais

Geralmente ndo h4 alteracdes laboratoriais especificas. Alguns exames séo
Uteis para identificacdo de complicacbes circunstanciais como acidose metabdlica,
distarbios hidroeletroliticos e em situacdes em que ocorra intolerancia grave e/ou
prolongada a lactose. Nos casos que evoluem com desidrata¢ao grave, pode ocorrer
aumento de escoérias nitrogenadas e acidose metabdlica. A hipernatremia geralmente
indica gravidade do grau de desidratacédo (80,81). Hipocalcemia foi relatada em estudo
com recém-nascidos internados em unidade de terapia intensiva com diarreia grave
causada pelo RV (82).

A leucometria ndo costuma estar alterada nos casos nédo complicados, o que
pode ajudar a diferenciar a infeccdo pelo RV de outras causas bacterianas de
gastroenterite onde ha neutrofilia com desvio para esquerda (72). Elevacao discreta
de aspartato aminotransferase tem sido relatada durante a doenga aguda sem
corresponder necessariamente a injaria hepética; esta alteracéo pode ser decorrente
de lesdo das células epiteliais intestinais durante a gastroenterite (83).

1.1.7Diagndstico laboratorial

O diagnostico laboratorial da infec¢do envolve a deteccdo do RV nas fezes
frescas de pacientes sintoméaticos. Nos primeiros trabalhos epidemioldgicos de RV, a
microscopia eletrénica era utilizada para sua identificacédo; a visualizacdo de grande
namero de particulas com aspecto caracteristico de rotavirus nas fezes confirmava o
diagnostico (56). Esta técnica € considerada cara, trabalhosa e requer profissionais
altamente qualificados. Pela necessidade de realizacdo de diagnostico em grandes
quantidades de amostras, 0s testes imunoenzimaticos para identificacdo de antigeno
viral nas fezes (ELISA ou teste de aglutinacao pelo latex) substituiram a microscopia
eletrbnica e tornaram-se uma opcao rapida e de facil execucao, uteis em cenarios de

recursos escassos (52).Ja os testes moleculares (reacdo em cadeia da polimerase —
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RT-PCR) permitem a deteccdo do RNA na amostra clinica sendo, portanto, mais
sensivel do que a deteccdo de antigeno (52,72). Ensaios de RT-PCR em tempo real
desenvolvidos para a identificacdo de alvos vacinais especificos da Rotarix® e
Rotateg® permitem a deteccéo do virus vacinal nas fezes de individuos vacinados
(84,85) diferenciando-os do virus selvagem. Essa diferenciagdo é importante para
evitar a superestimacgao de diagnosticos de RV sem necessariamente haver aumento
do nimero de casos de infeccéo (86).

O sequenciamento de VP7, VP4 e de outros segmentos do genoma é
necessario para a genotipagem dos RV circulantes. Os ensaios mais recentes de RT-
PCR em tempo real, especialmente os ensaios TagMan®, tém sido utilizados para
superar os desafios da RT-PCR convencional e do sequenciamento. Comparada com
outros métodos, a RT-PCR gquantitativa (RT-gPCR) em tempo real tem vantagens pela
maior especificidade e sensibilidade apresentadas na genotipagem (52).

Para caracterizacdo completa do genoma de RV e identificacdo de
constelacdes de genoétipos incomuns, a analise do genoma completo através do
método Sanger foi recentemente recomendada pelos grupos de trabalho de
classificagao de RV (52).

A cultura celular € um método altamente sensivel, porém é caro, laborioso e

pouco prético na rotina clinica (52).

1.1.8 Tratamento

Nao h& medicamento antiviral disponivel para tratamento da infeccao pelo RV.
O tratamento da gastroenterite pelo RV deve abordar, essencialmente, a hidratagcéo
(prevencédo da desidratacéo ou correcéo de distarbios hidroeletroliticos no paciente
desidratado), a manutencéo da dieta adequada para a idade para aqueles que néo
estdo vomitando e n&o estédo desidratados, e alivio dos sintomas (71).

A terapia de reidratacao oral (TRO) utilizando a solucdo preconizada pela OMS
(87) é a primeira escolha nos casos em que ndo h& desidratacdo grave e choque.
Nestas situagdes deve ser instituida a hidratacdo intravenosa.

A alimentacéo oral precoce incluindo o aleitamento materno, € recomendada

visto que auxilia na repara¢do da mucosa intestinal apés infec¢ao por RV. A introdugéo
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da dieta regular poucas horas apés a reidratacdo, ou a manutencao da dieta durante
a diarreia sem desidratacédo encurtam a duragéo da doenca (88).

1.1.9 Imunizacao

Em 2009, a OMS recomendou a incluséo da vacina contra 0 RV em programas
de imunizacdo de todos os paises, com énfase na introducdo em paises onde a
mortalidade por diarreia fosse responsavel por mais de 10% da mortalidade em
criangas menores de cinco anos de idade. Essa recomendacao foi reiterada em 2013
e 2021 (21-23).

Atualmente quatro vacinas orais pré-qualificadas pela OMS estéo disponiveis
para uso: Rotateq® (Merck & Co. Inc.), Rotarix® (GlaxoSmithKline Biologicals),
ROTAVAC® (Bharat Biotech) e ROTASIIL® (Serum Institute of India) (23).

Rotarix® é uma vacina monovalente, contendo a cepa de rotavirus humano
RIX4414 vivo atenuado, com especificidade genotipica para G1P[8] (89). Ela mimetiza
a infeccdo natural pelo RV, com replicacdo do virus vacinal no intestino (90). Foi
inicialmente licenciada em 13 paises da América Latina e o Brasil foi o primeiro pais
do continente a incorpora-la ao PNI do Ministério da Saude, em marco de 2006. No
calendario brasileiro, a vacina é aplicada em esquema de duas doses, a primeira dose
administrada a lactentes entre 6 a 14 semanas de vida e a segunda, administrada
entre 14 a 24 semanas. O intervalo minimo recomendado entre a primeira e a segunda
dose é de 4 semanas. Devido a presenca das proteinas especificas G1 e P[8], a
imunizacdo com Rotarix® pode induzir resposta protetora homotipica contra os
genoétipos de RV-A mais prevalentes. Alguns estudos sugerem que Rotarix® também
previne a diarreia causada pelo genétipo G2P[4] ao induzir resposta heterotipica, mas
possivelmente menos eficaz em paises de baixa renda quando comparados com 0s
de renda elevada (14,91-93).

Apés a imunizacgdo, o virus vacinal é eliminado nas fezes (94,95) e pode ser
transmitido a individuos nao vacinados (39,96,97). Esse fendmeno se assemelha a
vacina oral contra a poliomielite (98) e, embora potencialmente benéfico por aumentar
0 contato com a cepa vacinal no nivel comunitario, também pode produzir infeccbes

sintométicas principalmente em recém-nascidos e bebés que ainda ndo tém idade

16



suficiente para receber a primeira dose da vacina (<6 semanas). A potencial
transmissdo do virus vacinal para prematuros em unidades de terapia intensiva
neonatal € o principal motivo para o adiamento da vacinacao nestes ambientes. De
acordo com o Manual dos Centros de Referéncias para Imunobiolégicos Especiais
(CRIE) do Ministério da Saude, as vacinas do PNI poderao ser aplicadas em unidades
neonatais se o recém-nascido atingir a idade cronoldgica apropriada para a vacinagao,
segundo o calendario nacional. A Unica excecao a esta recomendacdo € a vacina
atenuada contra rotavirus (99). Em estudo de reviséo da literatura, Sicard e cols. (100)
nao evidenciaram a transmisséo horizontal do virus vacinal entre lactentes internados
em unidades neonatais onde a vacina contra rotavirus foi aplicada, quando medidas
de precaucao de contato foram adotadas. Os autores apontam que o risco teérico de
transmissdo em uma unidade de terapia intensiva neonatal precisa ser ponderado
levando-se em conta a propor¢ao de lactentes que deixardo de ser imunizados, ja que
ficardo expostos ao risco de infec¢cdo potencialmente grave pelo virus selvagem.
Como a vacina tem limites superiores rigidos de administracéo, adiar a primeira dose
da vacina até a alta da unidade neonatal significa deixar uma parcela de lactentes
desprotegidos. Mais recentemente, o grupo consultivo estratégico de imunizacéo da
OMS recomendou que bebés prematuros hospitalizados sejam vacinados contra RV
quando atingirem a idade cronolédgica que os tornem aptos a receber o imunizante
(23).

Ainda é controverso se 0 uso disseminado das vacinas atenuadas orais contra
0o RV causaria pressdo seletiva nos rotavirus humanos, disparando alteracdes
genéticas e antigénicas que resultariam na emergéncia de um gendtipo cujas vacinas
teriam menor efetividade (101).

A heterogeneidade genética do RV pode ser gerada e impulsionada por quatro
mecanismos distintos (102):
a) acumulo de mutagcbes pontuais, devido a natureza propensa a erros das RNA-
polimerases dependentes do RNA viral;
b) rearranjo dos 11 genes do RV, devido a natureza segmentada do genoma do virus;
c) rearranjos de genes, como delecdes, duplicacdes (parciais) e insercdes nas regides
genéticas ndo codificantes (baixa probabilidade em comparacdo com os dois

primeiros mecanismos); e,
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d) introducdo de genes de RV animal na populagdo de RV humano através da
transmisséo direta do virus do animal para o hospedeiro humano. O rearranjo entre
uma cepa de RV humano e de uma cepa animal pode resultar em um virus quimerico,
com capacidade de se disseminar com sucesso ha populacdo humana.

A variagdo na circulacdo dos genotipos ao longo do tempo é um fenébmeno bem
documentado, independente da acdo exercida pelas vacinas, conforme descrito por
varios autores (103,104) haja vista que os gendtipos costumam ser substituidos por
outros periodicamente. Esta variacdo provavelmente ocorre pela ecologia natural dos
RV que ndo € homogénea nas diferentes regiées do mundo (91).

O principal desafio a eficacia das vacinas desenvolvidas € o mecanismo de
evolucdo dos RV. Os genotipos G/P associados com doenca em humanos podem
flutuar enormemente, fenbmeno que pode estar relacionado com a presenca e o
comportamento de genogrupos distintos de RV (102,105). A diversidade de gendtipos
detectada em rastreamentos em todo o mundo € observada, sobretudo, nos paises
com grande desigualdade econdémica. Isto, associado a possibilidade da emergéncia
de genotipos infrequentes e a disseminacdo destes que podem tornar-se
epidemiologicamente relevantes em algumas localidades, justifica a vigilancia
continua de RV em lactentes com e sem DDA (38).

Leite e cols. (40), em uma revisdo sobre a distribuicdo dos genétipos no Brasil
entre 1986 e 2007, periodo que englobava apenas um ano de utilizacdo da Rotarix®
no pais, mostraram a circulacdo de trés diferentes genoétipos - G5P[8], G9P[8] e
G2P[4]. No ultimo ano do estudo, G2P[4] cuja prevaléncia havia caido entre o primeiro
e 0 segundo periodo da andlise, reemergiu a partir de 2006, um fenébmeno continental
segundo os autores.

Carvalho-Costa e cols. (106) em estudo de vigilancia sentinela realizado em um
hospital municipal infantil do Rio de Janeiro, descreveram as mudancgas ocorridas na
distribuicAo dos gendtipos de rotavirus durante a implementacdo da vacina,
constatando também a emergéncia do gendtipo G2P[4]. Posteriormente, esta
tendéncia foi demonstrada em nivel nacional através de vigilancia de base laboratorial,
que incluiu a analise de 6.109 amostras de fezes obtidas de pacientes com DDA (107).

Em estudo de revisdo, Santos e cols. (91) identificaram queda na taxa de

isolamento de rotavirus em criangas antes e apos a introducdo da vacina monovalente
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no calendario nacional de imunizacao brasileiro em 2006. A taxa de positividade do
RV que antes da introducdo da vacina era de 22,4% caiu para 11,6% apds a
introducé@o da vacina. O gendtipo G1P[8] foi encontrado nas cinco regides do pais
antes e apos a introducéo do imunobioldégico. Outros gendtipos identificados antes de
2006 no pais foram G5P[8], G9 com P[8] ou P[4], G4 com P[8] ou com P[6], G12P[8]
e G2P[4]. A prevaléncia de G1P[8] no periodo pré-vacinal era de 43%. ApoOs a
introducdo da vacina, o genoétipo G2P[4] apresentou aumento na frequéncia de
deteccéao.

Carvalho-Costa e cols. (14), em estudo baseado em dados de laboratério de
referéncia para a vigilancia dos rotavirus, avaliaram resultados de amostras de fezes
diarreicas coletadas de criancas com quadro de DDA, no periodo de 1996 a 2017,
anos anteriores e posteriores a introducdo da vacina monovalente. A taxa de deteccao
do RV diminuiu de forma significativa em criancas até 2 anos de idade apds o inicio
da imunizacédo universal (de 29% para 18,7%), e foi identificada também a alteracéo
na circulacdo dos genotipos, com queda de G1P[8] e G9P[8], e maior circulacdo de
G2P[4], G3P[8] e G12P[8], conforme ilustrado na Figura 5.
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Figura 5. Distribuicdo dos gendtipos de RV-A no Brasil antes e apds introducdo da
vacinagdo com Rotarix® em 22 estados brasileiros. Dados do monitoramento realizado
pelo Laboratério de Referéncia Regional em Rotaviroses (LRRR)/Laboratério de
Virologia Comparada e Ambiental (LVCA) do Instituto Oswaldo Cruz (I10C).
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Embora as vacinas contra rotavirus humanos licenciadas tenham demonstrado
alta eficacia em regibes com renda elevada, estudos de resposta vacinal com criangas
da regido Subsaariana da Africa tém demonstrado uma reduzida eficacia (108,109).
A razéo ainda é desconhecida, mas acredita-se que a resposta imunolédgica diminuida
esteja relacionada a fatores como: desnutricdo, outras infeccbes concomitantes,
diversidade dos rotavirus, fatores genéticos do hospedeiro, enteropatia ou disbiose do
microbioma intestinal (110).

As variacOes identificadas em diversos estudos (14,38,91) reforcam a
necessidade de vigilancia permanente dos RV com o intuito de monitorar a

emergéncia de gendtipos ndo usuais e avaliar a eficacia da imunizacao.
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1.1.10 Cobertura vacinal

Assim como tem sido observado no Brasil para todas as vacinas que fazem
parte do PNI, a cobertura vacinal para Rotarix® reduziu drasticamente nos Ultimos trés
anos. Chegou a alcancar 95,3% em 2015 caindo para 85,4% em 2019. Em 2021, ja
sob o efeito da pandemia de COVID-19, a cobertura foi de 72,3% de acordo com 0s
dados do Sistema de Informac&o do Programa Nacional de Imunizacdes do Ministério
da Saude (SI-PNI/MS), tabulados pelo Datasus (http://tabnet.datasus.gov.br). No
Brasil, ha relativa heterogeneidade geografica em relagdo a cobertura da Rotarix®,

que é substancialmente menor na regido norte do pais (Figura 6).

Figura 6. Coberturas vacinais da vacina contra rotavirus no Brasil, 2006-2022.
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Fonte: Disponivel em http://tabnet.datasus.gov.br. Acesso em 06/01/2023.

A queda das coberturas vacinais no Brasil vem preocupando os profissionais
de saude antes mesmo da pandemia causada pelo SARS-CoV-2. O retorno do
sarampo em 2018 e a ameaca de reemergéncia da poliomielite, sdo consequéncias

diretas das baixas coberturas.
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Alguns fatores sdo apontados por especialistas como possiveis causas para

este fendbmeno (111). Dentre eles, destacam-se:

- Desabastecimento de imunizantes nas unidades de atencdo primaria a saude.

- Falsa seguranca promovida pela eliminacdo de doencas comuns no passado. Com
0 aumento das coberturas vacinais, essas doencas tornaram-se desconhecidas de
pais mais jovens, e deixou de ser uma preocupac¢ao, com consequente relaxamento
da vacinacao dos seus filhos.

- Complexidade do calendario vacinal: com um grande elenco de vacinas disponiveis
pelo PNI, muitas delas com multiplas doses, ndo € incomum as pessoas acharem que
estdo em dia com a sua imunizacdo. Dai a importancia da avaliacdo da caderneta
vacinal durante as consultas, ndo s6 de lactentes como também de criancas maiores
e adultos.

- Falta de treinamento e alta rotatividade de profissionais nas salas de vacina.

- Horérios restritos de funcionamento das salas de vacina, incompativeis muitas vezes
com a jornada de trabalho dos pais/responsaveis.

- Necessidade de registro informatizado das doses individuais das vacinas aplicadas,
0 que requer infraestrutura e recursos humanos.

- Circulagdo de noticias falsas nas midias sociais, aumentando a hesita¢do vacinal,
apontada em 2019 pela OMS como uma das 10 ameacas a saude global.

O PNI brasileiro, mesmo com orcamento insuficiente, tem quase cinco décadas
de existéncia e € reconhecido mundialmente como um dos programas de vacinacao
de maior sucesso, um exemplo a ser seguido no mundo. As 29 vacinas gratuitas que
compdem o programa estao a disposicao da populacdo pediatrica e adulta, e o desafio
atual é leva-las as areas remotas e de dificil acesso do pais, com o objetivo de

recuperar a elevada cobertura vacinal, voltando aos indices pré-pandemia.
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1.2 Justificativa

A gueda nas taxas de hospitalizacdes por DDA associada ao rotavirus vem
sendo observada ao longo do tempo, desde a introducéo das vacinas orais (mono e
pentavalente) sendo mais expressiva nos paises com maior cobertura vacinal contra
0 rotavirus. A vacinacdo universal em massa contra RV-A, além da reducdo da
mortalidade relacionada a DDA, queda substancial do nimero de casos de diarreia e
das internacdes hospitalares em muitos paises, possui efeito adicional de protecéo de
rebanho estendido a faixas etérias inelegiveis para receberem a vacina.

Estes resultados também foram observados no Brasil ap6s a introducéo da
vacina no calendario nacional de imunizacdes brasileiro em 2006. A taxa de
positividade do RV caiu de 22,4% no periodo anterior a introducao do imunobioldgico
para 11,6%.

A transmissao comunitaria do virus vacinal G1P[8] ja foi demonstrada em
criancas e contatos intradomiciliares, com efeito protetor, porém néo existem dados
na literatura acerca da excrec¢ao do virus vacinal por recém-nascidos e lactentes muito
jovens.

A justificativa para a realizacdo do estudo € tentar responder esse hiato de
informacdes sobre a excrecdo fecal do virus vacinal G1P[8] em recém-nascidos e
lactentes antes da primeira dose da vacina em uma coorte de residentes de
Manguinhos, na zona norte do municipio do Rio de Janeiro. Além da vigilancia da
excrecdo do virus vacinal nesta faixa etéaria, avaliaremos também se ha repercusséo

clinica associada a este fendmeno.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

- Identificar a circulacdo de rotavirus vacinal em uma coorte de recém-nascidos e

lactentes até 2 anos de idade, em Manguinhos, Rio de Janeiro.

2.2 Objetivos especificos

- Descrever o perfil socioeconémico dos recém-nascidos e lactentes da coorte.

- Avaliar a dindmica de excrec¢do e circulagdo do rotavirus vacinal em recém-nascidos
e lactentes em idade pré-vacinal e lactentes vacinados com a primeira (D1) e segunda
(D2) doses da vacina monovalente contra RV-A.

- Avaliar se a excrecao do virus vacinal por recém-nascidos e lactentes esta associada
a expressao clinica nesta faixa etaria.

- Determinar a incidéncia de doenca diarreica na coorte de criangas vacinadas com a
vacina monovalente.

- Determinar a frequéncia de eventos adversos pds-vacinais, comparando-as ap6s D1

e D2, e em criancas que excretaram e nao excretaram RV-A pds-vacinacao.
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3 Material e métodos

Este estudo foi construido a partir do acompanhamento da coorte de criancas
em Manguinhos, iniciada pelo Laboratdrio de Doencas Febris Agudas (DFA) do
Instituto Nacional de Infectologia (INI) da Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz) em 2012,
que possibilitou a realizacéo de outros estudos (112-115). Toda a estrutura logistica
(profissionais de saude, agentes de campo, administrativos) necessaria para a
realizacdo do estudo sobre rotavirus foi proporcionada pelo DFA.

Trata-se de um estudo de coorte, prospectivo, realizado com uma populacao
de recém-nascidos, residentes em Manguinhos, que foi recrutada no momento da
realizacdo do teste do pezinho, com o objetivo de serem acompanhados durante dois
anos.

O estudo foi conduzido no Centro de Saude Escola Germano Sinval Faria
(CSEGSF), departamento da Escola Nacional de Saude Publica (ENSP) da Fiocruz e
na Clinica da Familia Victor Valla (CFVV) da Secretaria Municipal de Saude do Rio de
Janeiro, ambos situados em Manguinhos, cuja populacdo adscrita na Estratégia de
Saude da Familia (ESF) contabiliza aproximadamente 40.000 individuos.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do INI sob o nimero
de registro: 31505914.8.0000.5262 em 16/06/2014 (Anexo 1).

3.1 Contextualizacdo do local de estudo e acdes de saude no territorio:

O bairro de Manguinhos, oficializado em 1981 (116) e delimitado
geograficamente em 1988 (117), situa-se na Zona Norte do municipio do Rio de
Janeiro. E composto por treze comunidades, com dados demogréaficos bastante
divergentes, variando de 37.000 (Instituto Pereira Passos) a 53.000 habitantes
(cadastro do PSF) (118).

O territorio de Manguinhos, habitado por uma populagdo marcada pela extrema
vulnerabilidade social, econdémica, politica e ambiental, vitima da violéncia e intenso
trafico de drogas, possui um dos menores indices de desenvolvimento social (IDS) do
municipio do Rio de Janeiro de acordo com o ultimo censo demografico realizado no
Brasil pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em 2010 (119). No
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ranking de 160 bairros do municipio, Manguinhos situa-se na 1542 posi¢cdo. Com as
mudancas nos questionarios e forma de divulgacéo ocorridas para o Censo 2010, ndo
foi mais possivel calcular o indice de desenvolvimento humano (IDH) na escala de
bairros, como havia sido feito em 2000. O IDS foi inspirado no IDH calculado pelo
Programa das Nac¢des Unidas para o Desenvolvimento (agéncia de desenvolvimento
global da Organizacdo das Nac¢fes Unidas), utilizado em inUmeros paises do mundo.
Sua finalidade € medir o grau de desenvolvimento social de uma determinada area
geografica em comparacdo com outras de mesma natureza (119).

Como o préprio nome indica, Manguinhos caracteriza-se por ser uma regido de
mangue e faz parte da sub-bacia do Canal do Cunha, dentro da grande bacia
hidrogréafica da Baia de Guanabara. Dois rios dessa bacia cortam o bairro: Jacaré e
Faria Timbd. A Estrada de Ferro da Leopoldina passa também pelo bairro, que
cresceu desordenadamente sob a forma equivocada de aterramento do terreno com
lixo e materiais de varias origens no entorno da Fiocruz, que esta localizada ha mais
de 120 anos no bairro (118).

Nos primeiros anos do século 20 houve uma intensificacdo do povoamento de
uma das areas de Manguinhos, conhecida como Amorim, onde originalmente existia
uma fazenda de propriedade da familia de mesmo sobrenome. Nessa localidade, a
ocupacao ocorreu sob a l6gica de povoamento do suburbio carioca paralelamente ao
assentamento de trabalhadores do entdo Instituto Oswaldo Cruz (atualmente a
Fiocruz). Por fim, seguiu-se a légica de ocupacdo e uso do solo do que hoje se
reconhece como favela (118).

Os projetos habitacionais direcionados para as favelas, ao longo das décadas
de 1940 e 1950, apontavam para solugdes que propunham retirar do corpo da cidade,
em especial das areas com valorizacdo imobiliaria, grupos populacionais
considerados marginais a organizagao social urbana. Manguinhos, nesse contexto,
como um espaco pouco valorizado, abrigou projetos de implantacdo provisoria de
populacdo e migrantes de varias areas da cidade e do pais (118). Nesta época a
localidade conhecida como Parque Carlos Chagas ou Varginha comecou a ser
povoada, a0 mesmo tempo que a Avenida Brasil comegou a ser construida com
aterramento de alguns manguezais e retificacéo de parte dos rios que cortam a regiao
(120).
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As sublocalidades Parque Jodo Goulart e CHP2 (Conjunto Habitacional
Provisorio 1) comegaram a ser ocupadas em carater provisorio, pela necessidade de
realocacao de pessoas removidas de outras localidades, durante as décadas de 1960
e 1970, com moradias em sua grande maioria de madeira (118). A introducdo da
alvenaria na construcéo das habitacdes em Manguinhos foi difundida a partir do ano
de 1983, particularmente durante o mandato do governador Leonel de Moura Brizola
(120).

Nos primeiros anos da década de 1990 foram inaugurados, pelo Poder Publico
Municipal, os conjuntos habitacionais Nelson Mandela (1991) e Samora Machel
(1992), cujos ocupantes iniciais eram remanescentes de areas de risco ou vitimas de
tragédias, como o incéndio da “favelinha”, localidade limitrofe entre o Parque Jo&o
Goulart e Vila Turismo. Outra sublocalidade que surge em 1995, foi Mandela de Pedra,
em uma area que englobava os terrenos pertencentes a Companhia Brasileira de
Correios e Telégrafos e a Embratel. O conjunto Nelson Mandela ficou conhecido como
“Mandela I”, e os demais vizinhos, em virtude da proximidade e por ordem cronoldgica
de ocupacdo, passaram a ser conhecidos como Mandela Il (Samora Machel) e
Mandela Ill (Mandela de Pedra) (120).

As dificuldades econdémicas enfrentadas pela populacdo de Manguinhos e o
aumento da criminalidade, especialmente crimes de sequestros e roubos de carga,
contribuiram para a mudanca de algumas empresas da regido, cujos terrenos e
construcdes passaram a ser ocupados informalmente pela populacdo (118).

Como um territério de grande vulnerabilidade econémica e social, com um dos
piores indices de desenvolvimento humano da cidade, Manguinhos foi area prioritaria
de intervencao do Programa de Aceleracdo do Crescimento — PAC, langado em 2007.
O projeto uniu os governos federal, estadual e municipal com o objetivo de integragao
de favelas a cidade formal, através de urbanizacéo e prestacéo de servi¢cos publicos
de qualidade.
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3.2 Servicos de saude no Complexo de Manguinhos: Teias-Escola Manguinhos

Durante quase cinquenta anos, Manguinhos contou apenas com um Unico
equipamento de saude para a atencdo primaria, o CSEGSF, onde atualmente
funciona também uma clinica da familia (120).

Em 2009, Manguinhos foi beneficiado pela iniciativa entre a Subsecretaria de
Atencao Primaria, Vigilancia de Saude e Promogé&o da Saude da Secretaria Municipal
de Saude do Rio de Janeiro e Escola Nacional de Saude Publica, que assinaram um
contrato de gestdo da atencao primaria a saude, tornando Manguinhos um Territério
Escola de Saude (TEIAS). Em concordancia com a Politica Nacional de Atencéo
Béasica (PNAB) do Ministério da Saude, a Saude da Familia em Manguinhos exerce
acOes primarias de saude de forma coletiva e individual, atuando na prevencao e
promocao da saude, em diagndstico de agravos, tratamento e manutencéo da saude
da populacéo adscrita (116,120).

Ainda em 2009 com as a¢des do PAC, o bairro recebeu uma Unidade de Pronto
Atendimento (UPA), que originalmente era vinculada a Secretaria de Estado de Saude
(SES/RJ) e posteriormente foi municipalizada. Em abril de 2010, foi inaugurada a
CFVV, anexa a UPA. Todos esses equipamentos passaram a ser geridos pelo Teias-
Escola Manguinhos (121), ofertando atencéo a saude no territério delimitado na Figura
7.
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Figura 7 — Vista aérea do territorio de Manguinhos com suas sublocalidades e locais
de atendimento da Atencdo Primaria.
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Em 2010 a ESF foi ampliada e a populacdo estimada na época de 37.000
residentes, foi contemplada com 13 equipes de Saude da Familia, Saude Bucal,
Consultério na rua e Nucleo de Apoio a Saude da Familia, divididas de acordo com as
areas do territorio e alocadas em dois pontos de atendimento: o CSEGSF,
departamento da ENSP, e a CFVV. Esta ampliacdo possibilitou a populagéo acesso a
atencao primaria a saude integral, com valorizacao da promoc¢éao da saude e atuacéo
das equipes sobre os determinantes sociais da saude (DSS) (116,120). Além disso,
foi constituido o Conselho Gestor Intersetorial de Manguinhos, com a finalidade de
fortalecer a gestao participativa sobre a politica de salde entre os moradores. Nesse
processo, diversos participantes, gestores e profissionais da saude, sociedade civil,
instancias e 6rgdos governamentais de diferentes setores tém sido capacitados para
entenderem e atuarem nos DSS que afetam a qualidade de vida dos moradores de
Manguinhos (120,121).

Como caracteristica de um territério escola, especialmente sob a gestdo da
Fiocruz, a pesquisa e o0 ensino fazem parte da missao institucional, possibilitando a
producdo de conhecimentos acerca de préticas e de politicas publicas voltadas para
a saude. Esperava-se que essa iniciativa produzisse mudangas concretas na

reorganizacdo do modelo de atencdo a saude e melhorias efetivas na condicéo de
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saude e qualidade de vida da comunidade de Manguinhos. Foi uma forma da Fiocruz
investir na aplicagdo do conhecimento cientifico produzido sobre a realidade, a
comunidade que se encontra geograficamente no seu entorno (Figura 8) e
consequentemente, a sociedade civil (120). No inicio de 2013 foi implantada uma
Unidade de Policia Pacificadora (UPP) em Manguinhos (120).
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ura 8. Vista aérea da Fundacao Oswaldo Cruz, Campus Manguinhos.
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Fonte: Fiocruz imagens, acesso em 07/07/2022,
https://www.fiocruzimagens.fiocruz.br/media.details.php?medialD=725.

3.3 Periodo do estudo:
Novembro de 2014 a setembro de 2019. Entretanto, em virtude da violéncia no
territorio a partir de 2016, o estudo ficou restrito ao CSEGSF.

3.4 Critério de elegibilidade para participa¢cédo no estudo:
Recém-nascidos cadastrados pelo Programa de Saude da Familia de
Manguinhos.

3.5 Critérios de incluséo:
Recém-nascido, morador de Manguinhos, cujos pais ou responsaveis tenham

assinado o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE — Apéndice 1). Os
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recém-nascidos foram recrutados no momento de realizag&o do teste do pezinho com
aproximadamente 5-7 dias de vida, quando eram preenchidos os formulérios com
dados referentes ao parto do participante e dados sociodemograficos (Apéndices 2 e
3).

3.6 Critérios de excluséo:
Foram excluidas as criangas cujos pais retiraram o TCLE, mudaram de endereco

ou néo forneceram nenhuma amostra de fezes para realizacdo dos exames. Estes
ultimos continuavam sendo atendidos pela equipe médica sempre que solicitado pelos

pais/responsaveis.

3.7 Seguimento:
Os recém-nascidos e lactentes da coorte foram acompanhados nas consultas

de rotina do projeto e durante os episodios de DDA até completarem dois anos de
idade.

As coletas programadas de fezes foram realizadas quinzenalmente entre 15 e
45 dias de vida (trés amostras), apés as duas doses da Rotarix® (duas amostras) e
em casos de DDA.

No Quadro 1, consta o calendario de visitas e coletas de fezes dos participantes
do estud
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Quadro 1. Calendario de visitas do estudo

Visita do estudo Visita | Visita | Visita | Visita | Visita | Visita | Visita | Visita | Visita Visita | Visita livre
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 demanda
Data da visita 0-7 15 30 45 2 4 8 12 18 24 Queixa de
dias dias dias dias meses | meses | meses | meses | meses | meses DDA
de de de de
vida vida vida vida
Consentimento informado X

Histéria gestacional, do parto e X
dados sociodemogréficos

Exame fisico X X X X X X X X X
Amostra de fezes para pesquisa de X X X X X X
RV-A (PCR)

Verificacdo da D1 Rotarix® X X
Verificacdo da D2 Rotarix® X X
Verificagdo cartdo vacinal X X X X X X X X X

(DTP/Hib/Hep B), VIP, PCV 10,
meningocécica C, VOP, SCR,
SCRYV, Hep A, Influenza, Febre
amarela).
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As coletas de fezes eram realizadas, preferencialmente, durante as
consultas pediatricas quando o participante evacuava na fralda. Caso contrario,
eram entregues potes plasticos para os pais/responsaveis realizarem as coletas
no domicilio; estas amostras eram entregues posteriormente ao agente de
campo ou trazidas aos ambulatérios pelos pais/responsaveis tdo logo fossem
coletadas. A primeira amostra de fezes, com 15 dias de vida, era recolhida pelo
agente de campo no domicilio do participante. A orientacdo para coleta das
amostras de fezes apés administracédo das duas doses da vacina Rotarix® (D1 e
D2) era que fosse efetuada com aproximadamente 7 dias apés a aplicacdo do
imunobiolégico.

As consultas de rotina eram realizadas de forma programada aos 30 e 45
dias de vida, aos dois, quatro, oito, doze, dezoito e vinte e quatro meses de idade,
para acompanhamento do crescimento e desenvolvimento do participante,
conforme demonstrado na Tabela 1. Os pais/responsaveis eram orientados a
procurar a equipe de pesquisa sempre que necessario, para consultas extras.

A vigilancia ativa e passiva de DDA era realizada pela equipe de pesquisa,
que contatava 0s pais/responsaveis periodicamente através de ligacdes
telefénicas, e os participantes do estudo também eram orientados a entrar em
contato através de telefonema/Whatsapp para informar sobre episddios de DDA.

Em todas as consultas era preenchido o formulério individual de
atendimento do participante (Apéndice 4), com dados relevantes do exame
fisico, incluindo peso, estatura, perimetro cefalico, além de perguntas
especificas sobre episddio de doenca diarreica aguda, quando esta estava
presente.

Em situagdes em que havia dificuldade de comparecimento ao CSEGSF
ou CFVV, era oferecido o carro da equipe de pesquisa para buscar o participante

e seu familiar na comunidade, para trazé-los a consulta.

3.8 Tamanho da amostra:

O célculo amostral do estudo foi determinado estimando-se o tamanho
minimo da amostra para testar se a taxa de excrecdo de RV-A apos a vacinacao
na populacdo do estudo € semelhante a uma taxa hipotética.
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Utilizou-se 20% como estimativa inicial da taxa de excrecdo pos-
vacinagdo com base na taxa de detecgdo de RV-A em amostras de fezes de
criangas em um estudo anterior (122). Com base nessa suposi¢éo inicial, foi
usada uma formula existente (123) para estimar o tamanho minimo necessario
da amostra a fim de testar se a taxa real de excrecdo na populacdo do estudo
estava dentro de 5% da taxa hipotética de 20%. Ao calcular o tamanho da
amostra, exigiu-se poder de 80%, nivel de significancia de 5% e perda de

seguimento de 10%. O célculo utilizou as seguintes variaveis:

Variavel | Definicdo
Ao Suposicao inicial quanto a taxa de excregéo
apo6s a vacinacdo com Rotarix®
Aq Suposicao inicial +/- margem de erro de 5%
a Nivel de significancia
1—p | Poderdo teste
Zz,_, | Valor critico correspondente a (1 — a)
z,_p | Valor critico correspondente a 3

Utilizando estas variaveis, o tamanho amostral minimo n foi definido como:

_ (Zl—alo + Zl—[:’/la)z
(Ao — 2a)?

Apo6s o arredondamento, o tamanho final da amostra foi de 118 individuos a

serem incluidos.

3.9 Analise estatistica:

Foi calculada a frequéncia dos participantes em cada momento em que
apresentaram um teste positivo para RV-A nas fezes. Foi realizada também a
analise de sobrevivéncia de Kaplan-Mayer para estimar a probabilidade de
excrecdo do genotipo vacinal (G1P[8]) em funcdo do numero de dias desde a
data da vacinacdo. Todos os testes foram bicaudais, com nivel de significancia
de 0,05 e realizados com PRISM v. 9.2 (Graphpad Software, San Diego, CA).

3.10 Coleta, transporte e conservacao de amostras fecais:
Coletores fecais plasticos sem conservantes foram utilizados para a coleta

das amostras de fezes. As amostras foram retiradas com espéatulas de madeira
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diretamente das fraldas descartaveis utilizadas pelas criancas apds evacuacao
espontanea, no domicilio ou durante as consultas. No caso de recém-nascidos,
a equipe de assisténcia buscou, preferencialmente, as fezes no domicilio do
paciente.

As amostras foram conservadas a temperatura de 4°C em refrigerador
especifico para amostras de material biolégico e encaminhadas ao Laboratério
Regional de Referéncia para Rotavirus (LRRR)/Laboratorio de Virologia
Comparada e Ambiental (LVCA) do Instituto Oswaldo Cruz (I0C) da Fiocruz.

3.11 Ensaios laboratoriais:

Os ensaios especificos realizados nas amostras fecais seguiram protocolos
estabelecidos pelo RRRL-LVCA e foram descritos na integra por Cantelli e cols.
em 2020 (39). Os testes realizados foram:

a) Deteccdo de RV-A através da transcricdo reversa associada a reacdo em
cadeia da polimerase qualitativa e quantitativa (RT-PCR e RT-gPCR):

Para a extracdo de RNA das amostras fecais e deteccdo do RV-A, o
laboratorio utilizou os seguintes kits, respectivamente, de acordo com as
instrucdes do fabricante: QIAcube® Automated System e QlAamp® Viral RNA
Mini kit (Qiagen, CA, EUA); Sistema Applied Biosystems® 7500 de PCR em
tempo real (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O resultado do RT-gPCR
foi considerado positivo se o valor de limiar do ciclo (Ct) fosse < 40,00.

b) Genotipagem dos RV-A através de Multiplex Nested PCR:

A reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa multiplex semi-
nested (RT-PCR) foi realizada para genotipagem de G e P usando o sistema
SuperScript® Ill One-Step RT-PCR com Platinum® Taq DNA Polymerase High
Fidelity (Invitrogen) e os primers 9conlL/VP7deg (VP7) e 4con3/4con2 (VP8%)
para gerar fragmentos de 904 pares de bases (pb) e 876 pb, respectivamente.
c) Caracterizacado molecular do gene VP8 do RV-A:

Os produtos da RT-PCR foram purificados usando o gel Wizard® SV e o kit
PCR Clean-Up System (Promega, Madison, EUA) seguindo as instrugdes do
fabricante. Os amplicons purificados do gene VP8* do RV-A foram analisados
por sequenciamento de Sanger usando os kits BigDye® Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit e o ABI Prism 3730 ou 3500 Genetic Analyser® (Applied
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Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os cromatogramas foram analisados e as
sequéncias nt (consenso) foram editadas usando o BioEdit 7.2.1 Sequence
Alignment Editor e a similaridade nt foi avaliada com a utilizagéo da ferramenta
Basic Local Alignment Search Tool (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Os
genatipos do RV-A foram atribuidos com o auxilio da ferramenta de genotipagem
automatizada RotaC2.0 para rotavirus do Grupo A (https://rotac.regatools.be/).
As sequéncias genéticas representativas de VP8* RV-A obtidas foram
submetidas ao GenBank sob os numeros de acesso MN366044-MN366074. O
pirossequenciamento para analise de mutacao do virus vacinal G1P[8] excretado
nas fezes foi realizado usando PyroMark Q96 ID (QIAGEN Valencia, CA, EUA).
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4 Resultados

De dezembro de 2014 a setembro de 2017 foram recrutados 270 recém-
nascidos, sendo que 28 pais/responsaveis retiraram o consentimento, mudaram-
se da &rea ou ndo forneceram nenhuma amostra de fezes. O tempo médio de
acompanhamento dos participantes foi de 23 meses, variando de 1 a 42 meses.

Durante todo o periodo do estudo foram coletadas 890 amostras de fezes,
sendo 795 (89,3%) provenientes de coletas pré e pos-vacinais e 95 (10,7%) de
episodios de DDA. O RV-A foi identificado em 135 amostras de fezes atraves de
RT-PCR, o que significa uma taxa global de positividade de 15,2% entre os
recém-nascidos e lactentes acompanhados até dois anos de idade.

A distribuicdo dos participantes em relacdo ao género foi homogénea, 122
eram do sexo masculino e 120 do sexo feminino. No estudo havia 3 pares de
gemelares. Nao foram identificadas comorbidades entre os participantes da
coorte. Dos 242 participantes, 174 (72%) foram recrutados no CSEGSF e 68
(28%) na CFVV. A Figura 9 representa o fluxograma para recrutamento e

acompanhamento dos participantes da coorte.
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Figura 9 - Fluxograma para recrutamento e acompanhamento dos participantes
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Com relacdo aos dados sociodemograficos, estes foram obtidos de 223
participantes através de um questionario autorreferido, e sdo mostrados na
Tabela 1. N&o houve diferenga entre o nimero de participantes do sexo feminino
e masculino. E possivel observar que quase 60% das familias vivem com apenas
um salario minimo por més. Aproximadamente 30% das méaes dos participantes
possuiam ensino fundamental incompleto e ensino médio completo. Os tipos de
moradia eram, majoritariamente, constituidos de casas de tijolos. Em relacdo ao
abastecimento de agua e esgotamento sanitario, a quase totalidade dos

participantes afirmou possuir saneamento basico.

Tabela 1. Dados sociodemograficos dos participantes

Variavel N %
1) Género dos participantes
Feminino 120/242 49,6
Masculino 122/242 50,4
2) Renda mensal familiar
Até 1 salario minimo 128/223 57,4
Entre 1-2 salarios minimos 70/223 31,4
Entre 2-3 salarios minimos 18/223 8,1
Entre 3-4 salarios minimos 5/223 2,2
Acima de 5 salarios minimos 21223 0,9
3) Grau de escolaridade materna
Ensino fundamental incompleto 62/223 27,8
Ensino fundamental completo 26/223 11,6
Ensino médio incompleto 47/223 211
Ensino médio completo 66/223 29,6
Nivel superior incompleto 19/223 8,5
Nivel superior completo 3/223 1,3
4) Tipo de moradia
Casa de tijolo 183/223 82,1
Apartamento 39/223 17,5
Barraco de madeira 1/223 0,4
5) Abastecimento de agua
Sim 217/223 97,3
N&o 6/223 2,7
6) Esgotamento sanitario
Sim 220/223 98,7
N&o 3/223 1,3

Observacéo: Itens 2 a 6 com 19 dados faltantes.
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Foi possivel identificar, entre os recém-nascidos e lactentes jovens (16
participantes com idades entre 3-46 dias de vida) a eliminagdo do RV-A nas
fezes antes de receberem a primeira dose de Rotarix®. Através de
sequenciamento genético, o gendtipo vacinal G1P[8] foi confirmado em 37,5%
(6/17) destas amostras. Um dos participantes eliminou RV-A aos 16 e aos 46
dias de vida, sendo que na primeira amostra, apesar do RT-PCR ter identificado
o RV-A como G1PJ[8], a andlise pelo sequenciamento nao foi possivel devido a
ma qualidade e/ou carga viral baixa da amostra de fezes. Estes 16 participantes
eram totalmente assintomaticos no momento da deteccao do rotavirus; a maioria
(75%) encontrava-se em aleitamento materno exclusivo, e nenhum deles
apresentou, ao longo dos dois anos de acompanhamento, episédios de DDA.
Nove destes 16 participantes também eliminaram G1P[8] vacinal apds a primeira
dose de Rotarix®, e um deles excretou o virus vacinal apés as duas doses da
vacina.

O tempo médio de excrecdo do RV-A nas fezes apds a 12 dose da vacina
foi de 8,8 dias (variacdo de 1 a 41 dias) e mediana de 6 dias. Em relacdo a 22
dose, o tempo médio de excrecao foi de 8,2 dias (variacdo de 0 a 27 dias) e
mediana de 6 dias. A probabilidade de excrecéo fecal do gendtipo vacinal pelos
lactentes da coorte em dias decorridos apds as doses da Rotarix® é mostrada na
Figura 10.

Figura 10. Probabilidade de eliminacdo de G1P[8] vacinal em dias ap6s D1 (A)
e apos D2 (B) da Rotarix®.
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As taxas de positividade da deteccdo do RV-A nas amostras de fezes da

coorte em cada uma das coletas programadas e seus respectivos genotipos sao

mostrados detalhadamente na Tabela 2.

Tabela 2. Taxas de positividade de RV-A e genotipos identificados

Momento da Taxa de
coleta das positividade das Genotipos identificados
fezes amostras
6 amostras G1P[8] - vacinais
Pré-vacinal 3,3% 8 amostras G1P[8] — néo foi possivel o
(17/511) sequenciamento devido a baixa carga
viral ou méa qualidade da amostra
3 amostras G e P ndo-tipaveis
Apés D1 49,7%
Rotarix® (79/159)
53 amostras G1P[8] - vacinais
68% 1 amostra G1P[8] — ndo foi possivel o
Entre 0-7 dias sequenciamento devido a baixa carga
(54/79) : . :
viral ou méa qualidade da amostra
11 amostras G1P[8] — vacinais
3 amostras G1P[8] - ndo foi possivel o
Entre 8-14 20% sequenciamento devido a baixa carga
dias (16/79) viral ou méa qualidade da amostra
1 amostra G3P[9]
1 amostra G e P ndo-tipavel
. : 11% o
Apos 14 dias 8 amostras G1P[8] — vacinais
(9/79) 1 o e s
amostra G e P nao-tipavel
. 25,6%
Apo6s D2 X
Rotarix® (32/125)
17 amostras G1P[8] - vacinais
62 5% 2 amostras G1P[8] — néo foi possivel o
Entre 0-7 dias ' sequenciamento devido a baixa carga
(20/32) : . ,
viral ou méa qualidade da amostra
1 amostra G12P][8]
4 amostras G1P[8] — vacinais
1 amostra G1P[8] — nao foi possivel o
Entre 8-14 19% sequenciamento devido a baixa carga
dias (6/32) viral ou méa qualidade da amostra

1 amostra G nao-tipavel P[8]
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Momento da

Taxa de

coleta das positividade das Gendtipos identificados
fezes amostras
4 amostras G1P[8 — vacinais
19% 2 amostras G1P[8] — néo foi possivel o
Ap0s 14 dias sequenciamento devido a baixa carga
(6/32) . - ,
viral ou méa qualidade da amostra
Ap6s 1 amostra GlNP[8;| —'vacinal
epis6dio de 7,4% 3 amostras G nao-tipavel e P[8]
DDA (7/95) lamostra G12P[8]
1 amostra G3P[8]
1 amostra G e P ndo-tipavel
104 amostras G1P[8] — vacinais
17 amostras G1P[8] - nao foi possivel o
sequenciamento devido a baixa carga
15.2% viral ou ma qualidade da amostra
Total (135/890) 6 amostras G e P néo-tipaveis

1 amostra G3P[9]
2 amostras G12P[8]
1 amostra G3P[8]
4 amostras G nao-tipavel P[8]

Das 135 amostras de fezes com detec¢do do RV-A pelo RT-PCR, 104

(77%) foram identificadas como sendo gendétipos vacinais (G1P[8] RV1) através

da caracterizacdo molecular de VP8*. A Figura 11 mostra a porcentagem de

excrecdo do virus vacinal G1P[8] nos diferentes momentos de testagem, sendo

particularmente mais frequente apés a primeira dose da vacina Rotarix®.
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Figura 11. Eliminacdo fecal de G1P[8] vacinal nos diferentes momentos da

coorte.
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Foi possivel identificar 29 participantes que excretaram RV em mais de um
momento ao longo do acompanhamento da coorte; 55% destes (16
participantes) excretaram RV tanto ap6s D1 quanto apés D2.

O numero de participantes que apresentaram diarreia apds a vacinacao e
excretaram RV-A foi semelhante nas duas doses da vacina. Trinta lactentes
tiveram diarreia apos D1 com deteccdo de RV-A nas fezes em 15 deles (50%).
A maioria das amostras (n=14) foi identificada com sendo G1P[8] e uma amostra,
como G3P[9]. Entre as amostras G1P[8], duas ndo puderam ser analisadas por
sequenciamento devido a baixa carga viral ou ma qualidade da amostra, e 12
amostras foram identificadas por meio da caracterizacdo molecular de VP8*
como sendo o gendtipo vacinal. Em relacdo a D2, 26 lactentes apresentaram
diarreia. Destes, apenas quatro (15,4%) eliminaram RV-A nas fezes, sendo 3
amostras G1P[8] e uma G12PJ8]. Dentre as amostras identificadas como G1P[8],
uma nao pode ser analisada por sequenciamento devido a baixa carga viral ou
ma qualidade da amostra, e as outras duas amostras foram identificadas como
sendo 0 genotipo vacinal através da caracterizacdo molecular de VP8*.

A andlise da distribuicdo espacial dos domicilios antes e depois das duas

doses da vacina revelou que a disseminacdo do virus vacinal era rara antes da
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vacinacdo e aumentou consideravelmente apés as duas doses de Rotarix®, de

acordo com a Figura 12.

Figura 12. Localizacdo de Manguinhos na cidade do Rio de Janeiro (A) e
distribuicdo espacial dos domicilios dos participantes que excretaram a cepa
vacinal antes (B) e ap0s a vacinacao contra rotavirus (C e D). Positivo e negativo
indicam os resultados do teste de PCR para rotavirus em cada momento do
estudo. Os graficos de pizza representam a proporcéo de criancas positivas e

negativas nas sublocalidades dentro da area de estudo.
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Legenda: Elaborado por Trevon Fueller

De todos os episddios relatados de DDA ndo associada a vacinacao,
nenhum resultou em hospitalizacdo. Todos os participantes foram tratados sem
necessidade de reidratacdo parenteral e/ou observacdo clinica na unidade,
sendo prescrito 0 uso de sais de reidratacdo oral no domicilio. Através do RT-
PCR, o RV-A foi detectado em 7 das 95 amostras. A deteccdo do gendtipo
vacinal G1P[8] através da andalise do sequenciamento de VP8* ocorreu em
apenas uma amostra, com uma taxa de prevaléncia de 7,4%. A idade média
destes seis participantes era de 9,4 meses, variando de 6 a 22 meses, sendo
todos eles completamente imunizados para rotavirus. O namero meédio de
evacuacoes em 24 horas foi de trés. Estes episodios foram associados a febre
em quatro casos, a vomitos em dois casos e a sintomas respiratorios em cinco
casos. O lactente com DDA que teve deteccdo do genotipo vacinal tinha 6 meses
de idade, e na mesma amostra houve codeteccao de norovirus através do RT-
PCR qualitativo. Adicionalmente, os gendtipos G3P[8] e G12P[8] foram
detectados em lactentes de 6 e 10 meses com gastroenterite aguda,
respectivamente. As demais amostras com deteccdo de RV-A foram

identificadas como: G-nao tipavel P[8] em 3 lactentes de 6 e 8 meses; e G e P-
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nao tipaveis em um lactente de 22 meses de idade. Houve deteccédo simultanea

de norovirus em 3 destas amostras. Estes dados sao mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Dados dos participantes com DDA causada por RV-A.

NO
N° Idade . Outros Codeteccéao Gendtipo
o evacuacoes/ _ ] -~
participante  (meses) oah sintomas norovirus identificado
febre e
63 22 3 sintomas sim G?P?
respiratorios
219 10 4 febre nao G12PJ8]
sintomas .
231 8 3 . nao G?P[8]
respiratorios
febre e
234 8 4 sintomas nao G?P[8]
respiratorios
vomitos,
febre e
253 6 3 . nao G?P[8]
sintomas
respiratérios
vomitos e
: : G1P[8]
265 6 1 sintomas sim .
o vacinal
respiratérios
sintomas _
265 6 3 sim G3P[8]

respiratorios

A comparacao entre o grupo que eliminou RV-A apds a vacinagao e o grupo
que nao eliminou, com relacdo a presenca de DDA nado associada a vacinagao
ao longo do estudo, esta representada na Tabela 4, que mostra também os
agentes detectados nas amostras de fezes de cada grupo. O norovirus foi
detectado mais frequentemente tanto entre os lactentes que excretaram quanto

nos que nao excretaram RV-A apdés a vacinacao.
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Tabela 4.

Resultados das analises das amostras de fezes de DDA dos grupos
com e sem excrecdo de RV-A apds a vacinacao.
Grupo que Grupo que nao
excretou rotavirus excretou rotavirus
apoés vacina apos vacina
Norovirus 13/51 (25,5%) 15/44 (34,1%)
Rotavirus 4/51 (7,8%) 0/44 (0%)
Codeteccao
rotavirus e 0/51 (0%) 3/44 (6,8%)
norovirus
Negativo 34/51 (66,7%) 26/44 (59,1%)

E importante ressaltar que nenhum participante apresentou fezes com

sangue apos as doses de Rotarix® ou sintomas que sugerissem intussuscepcao.

Eventos supostamente atribuiveis a vacinacdo (anteriormente chamados de

eventos adversos pos-vacinais) relatados pelos pais ou responsaveis apos D1 e

D2 da Rotarix® sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5. Eventos supostamente atribuiveis a vacinacao contra rotavirus.
12 dose 22 dose
N % N %
Febre 77 38% 63 31%
(77/202) (63/202)
Sintomas respiratorios (tosse, coriza) 65 32% 26 13%
(65/202) (26/202)
Diarreia 30 14,8% 26 13%
(30/202) (26/202)
Vomitos 10 5% 10 5%
(10/202) (10/202)
Recusa alimentar 5 2,5% 2 1%
(5/202) (2/202)

Ao analisar os eventos supostamente atribuiveis a vacinagdo somente

entre 0s participantes que excretaram RV-A apoés as doses de Rotarix®, observa-

se aumento da frequéncia de sintomas respiratorios apos a segunda dose
(Tabela 6).
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Tabela 6. Eventos supostamente atribuiveis a vacinacdo em participantes que

excretaram RV-A ap6s D1 e D2.

12 dose 23 dose
N % N %

Febre 31 39,2% 15 48,4%
(31/79) (15/31)

Sintomas respiratorios (tosse, coriza) 29 36,7% 15 48,4%
(29/79) (15/31)

Diarreia 14 17,7% 4 12,9%
(14/79) (4/31)

Vomitos 2 2,5% 2 6,5%
(2/79) (2/31)

Recusa alimentar 1 1,3% 1 3,2%
(1/79) (1/31)
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5 Discussao

O estudo foi capaz de demonstrar, por meio do desenho longitudinal e
através de amplificacdo de material genético das amostras fecais, a circulacéo
comunitaria da cepa G1P[8] derivada da vacina Rotarix® entre recém-nascidos
e lactentes, antes da primeira dose da vacina, durante o ciclo de imunizagéo, e
em episodios de DDA.

Observou-se que quase 60% das familias participantes do estudo viviam
com apenas um salario minimo/més e cerca de 30% das mées ndo possuiam o
ensino fundamental completo. Quando perguntadas sobre a atividade laboral,
114 (51,1%) maes informaram ser do lar. A maior parte dos participantes residia
em casa de tijolo e informou possuir abastecimento de agua e esgotamento
sanitario. Apesar desta informacéo fornecer a impressao de que as condi¢cées
de moradia sao satisfatérias, muitas constru¢cdes em Manguinhos sao
habitacdes irregulares, mal ventiladas, em terrenos invadidos e com conexdes
clandestinas de agua e de esgoto, sem garantia de potabilidade da agua para
consumo humano (124).

O RV-A foi detectado em 135 das 890 amostras de fezes coletadas dos
participantes da coorte, sendo que 17 delas eram provenientes de recém-
nascidos e lactentes entre 15 e 60 dias de vida.

A eliminacdo da cepa vacinal por recém-nascidos e lactentes jovens
assintomaticos e ainda ndo imunizados refor¢ca a seguranca do uso da vacina
monovalente humana Rotarix® em ambientes densamente povoados. Estes
achados poderiam ser extrapolados para ambientes onde h& proximidade de
contato como unidades de terapia intensiva (125). Pode-se especular que a
administracdo da vacina a bebés prematuros internados, quando atingissem a
idade cronoldgica adequada, seria bem tolerada e segura do ponto de vista da
auséncia de complicagbes devido & pequena possibilidade de transmissao
nosocomial do virus vacinal (126). Atualmente em todo o mundo existem
diferentes orientacdes sobre vacinacdo de bebés internados em unidades de
terapia intensiva (UTI) neonatais, quando a idade cronoldgica para receber o

imunizante é atingida. Muitos paises, inclusive o Brasil, ndo recomendam o uso
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da vacina contra RV para lactentes hospitalizados, pelo receio da disseminacéo
da cepa vacinal para outros pacientes internados no mesmo ambiente (99).

A transmissdo do virus vacinal a partir de lactentes vacinados para
populacdes ndo imunizadas e/ou nao elegiveis para receber o imunizante foi
demonstrada em diversos trabalhos (96,127-129), porém a excrecéo de G1P[8]
vacinal por recém-nascidos e lactentes com menos de dois meses de idade,
totalmente assintomaticos, ainda n&o havia sido demonstrada. Estudos de base
hospitalar no hemisfério Norte relataram até 26% de imunidade de rebanho para
criancas nao vacinadas (130), entretanto essa protecao indireta ndo parece ser
tdo expressiva nos paises de baixa renda (131). Em uma regido econdmica e
socialmente carente como Manguinhos, no entanto, os efeitos indiretos da
imunidade de rebanho, proporcionados por um programa de vacinacao universal
em massa (132) mostram-se benéficos. Sessenta e trés por cento dos bebés
que excretaram RV-A nas fezes antes das duas doses da vacina também
apresentaram excrecdo apds a D1, D2 ou ambas as doses de Rotarix®. Na
literatura, ha evidéncias de que dois episddios de infeccéo, sintométicos ou nao,
poderiam ter efeito protetor contra doenca diarreica moderada a grave (55). E
importante ressaltar que nenhum dos 16 participantes que excretaram G1P[8]
antes da D1 de Rotarix® apresentou DDA ao longo do acompanhamento de dois
anos e 75% deles encontravam-se em aleitamento materno exclusivo. Ha vasta
literatura cientifica demonstrando os beneficios do aleitamento materno
exclusivo desde o nascimento em relacdo a protecdo contra infeccdes
bacterianas e virais, e reducao do risco de morte por gastroenterites e infecgdes
respiratorias (133-135).

A infeccdo pelo RV no periodo neonatal difere clinica e
epidemiologicamente da infeccdo nos lactentes maiores por apresentar-se de
forma oligo ou assintomatica (68,136); geralmente é causada por genotipos
menos virulentos e a imunidade conferida é transferida de maneira passiva pelas
maes (137). Eventualmente a gastroenterite pelo RV em recém-nascidos a termo
ou prematuros pode ser grave e resultar em hospitalizagdo, com complicacdes
como enterocolite necrosante e perfuracao intestinal (68). Com o objetivo de
ampliar a cobertura vacinal contra o RV desde o nascimento, especialmente em
paises de baixa e média renda, onde a carga da doenca € elevada no primeiro
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ano de vida (138), esforcos continuos tém sido empregados para o
desenvolvimento de uma vacina neonatal contra o RV (139,140). Um beneficio
adicional, além da protecdo precoce contra gastroenterite grave pelo RV, seria a
seguranca em relacdo ao risco de intussuscepcao, evento raro entre recém-
nascidos (139,140). Como ainda ndo ha disponibilidade de uma vacina neonatal,
a recomendacdao vigente da OMS é para que 0s paises iniciem a vacinagao a
partir de 6 semanas de vida, a fim de garantir a indugcao da protecéo antes da
exposicao ao RV (23).

A deteccéo do gendtipo vacinal deveu-se, principalmente, as amostras pos-
vacinais. Mais de 60% dos bebés da coorte eliminou G1P[8] vacinal na primeira
semana apoés a primeira e segunda doses da Rotarix®. Este dado é compativel
com achados de ensaios clinicos randomizados, nos quais o virus derivado da
vacina foi eliminado nas fezes ap6s ambas as doses, com maior taxa de
deteccdo de G1P[8] apds a primeira quando comparada com a segunda dose
(127,129,141-144). O tempo médio de excrecdo do virus nas fezes, apés a
vacinacao, é de 10 dias, com pico maximo de excrecdo no sétimo dia (127,145).

A distribuicdo espacial das amostras de fezes com deteccdo de RV
evidencia maior concentrac@o nas sublocalidades mais proximas a Fiocruz. Foi
possivel observar ao longo do estudo que moradores destas sublocalidades
aderiram mais a pesquisa e procuraram a equipe com maior frequéncia do que
0s moradores de areas mais afastadas do CSEGSF, o que se refletiu no nimero
de amostras fecais.

Na&o foi observada circulagcéo expressiva de gendétipos diferentes do vacinal,
exceto em 4 amostras de fezes. Duas destas amostras foram identificadas apos
0 sequenciamento como G3P[9] e G12P[8]. Ambas foram coletadas ap6s D1 e
D2 respectivamente, e 0s participantes apresentaram diarreia pés-vacinal sem
gravidade.

Apesar de ser uma amostra muito pequena e nao representativa da
populacdo de Manguinhos, € possivel observar que tanto o grupo que excretou
quanto o que ndo excretou G1P[8] ap0s a vacina apresentou DDA com detecgéo
de RV isoladamente ou codeteccdo de RV e norovirus nas amostras de fezes.

N&o foram observados surtos de infec¢cdes causadas por RV-A nesta
coorte. Todos o0s sete episodios de DDA atribuidos ao RV-A foram leves, tratados
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ambulatorialmente com o0 uso de sais de reidratacdo oral, e ocorreram em
criancas totalmente imunizadas. Houve apenas um caso de gastroenterite aguda
em que o gendtipo G1P[8] vacinal foi detectado 56 dias ap0s a segunda dose da
vacina. Nesta amostra de fezes, houve codeteccédo do norovirus, dificultando a
identificacdo da verdadeira causa da DDA. Com a reducéo drastica da circulacdo
do RV, o norovirus tornou-se uma das causas mais frequentes de gastroenterite
(146,147). Nao surpreendentemente, no estudo em Manguinhos o norovirus foi
mais comum do que o rotavirus como agente causador da DDA. Uma elevada
diversidade de gendtipos de norovirus circulou entre os participantes do nosso
estudo, conforme descrito anteriormente (148).

De acordo com a literatura, a introducéo de vacinas contra RV reduziu
substancialmente a carga da doenca diarreica associada ao virus selvagem
(142-144,149-151). Da mesma forma, demonstrou-se nesta coorte que néo
ocorreram casos graves de DDA associada a infec¢ao pelo RV selvagem, todos
residentes em uma comunidade vulneravel e com alta cobertura vacinal, nos
primeiros 24 meses de vida. A incidéncia de DDA nesta populacéo foi ainda
menor do que a relatada em paises de baixa e média renda (152). Os resultados
desta coorte podem servir de exemplo bem-sucedido da implementacdo da
vacinacao universal em massa contra o RV, tanto em termos de seguranca do
imunobiolégico quanto de reducédo da mortalidade e da carga de doenca, que se
traduzem em menor utilizacdo de recursos publicos destinados ao atendimento
e tratamento de doencas diarreicas (142-144,149,150). Os ganhos objetivos
diretos para a populagéo vacinada e os indiretos, como a protecao de rebanho
para populacdes ndo contempladas pela vacinacao (menores de 42 dias de vida
e adultos) sdo diretamente proporcionais a cobertura vacinal elevada
(143,153,154).

N&o foi observado nenhum evento adverso grave pds-vacinal como
anafilaxia, intussuscepcdo ou sangue nas fezes ap6s duas doses de Rotarix®.
Embora alguns participantes do estudo tenham apresentado febre ap6s a
vacinagao, isto se deveu a administracdo concomitantemente de outras vacinas,
dentre elas a pentavalente (DTP/Haemophilus influenzae tipo b/Hepatite B), a

antipneumocacica e poliomielite inativada.
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Este estudo teve pontos fortes e fracos. Entre os pontos fortes, é possivel
destacar o desenho longitudinal em que uma coorte de criangas foi
acompanhada desde o nascimento até dois anos de idade em uma comunidade
vulneravel. Outro ponto forte foi a identificacdo do RV-A através de genotipagem
e outros métodos moleculares usando alvos especificos para confirmacéo do
virus vacinal (G1P[8]). As limitagbes incluiram a perda de acompanhamento
inerente a estudos longitudinais (112), o que resultou em menor nimero de
consultas médicas e de amostras de fezes analisadas. Essa perda de
acompanhamento foi atribuida, em parte, a vulnerabilidade social e econémica
dos participantes do estudo que vivenciaram rotineiramente a violéncia urbana,
tornando dificil para alguns deles comparecerem as visitas de estudo. Outra
limitacdo do estudo foi que nem todas as cepas de RV puderam ser genotipadas
ou sequenciadas devido a baixa carga viral ou a ma qualidade da amostra de
fezes. Esta limitacdo pode ter subestimado a estimativa da frequéncia do
gendtipo vacinal G1P[8]. Por fim, ndo foi possivel obter dados sobre a
administracédo da Rotarix® em lactentes de familias préximas as dos participantes
menores de dois meses, no momento em que foi detectada a excrecdo do virus
vacinal por estes participantes. Podemos conjecturar que a alta densidade
populacional nesta comunidade e uma cobertura vacinal consideravelmente
elevada contribuiram para a exposicao destes participantes ao virus derivado da
vacina. Possiveis fontes de transmissao incluem outras criancas imunizadas na
mesma familia ou o convivio estreito de criancas de diferentes domicilios
frequentando creches informais, que sao comuns em comunidades com as
caracteristicas de Manguinhos. Para identificar, de forma conclusiva, como
esses individuos ingeriram a cepa vacinal, excretando-a nas fezes, seriam

necessarios estudos especialmente desenhados para investigar esta questao.
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6 Conclusodes

O estudo foi capaz de identificar a circulacédo de rotavirus vacinal (G1P[8])
em recém-nascidos e lactentes moradores de Manguinhos, Rio de Janeiro.

A eliminacdo de G1P[8] vacinal ocorreu, em média, apos 8 dias da
administracéo das duas doses de Rotarix®, sendo mais frequente apés D1.

A incidéncia de DDA associada ao rotavirus foi baixa ao longo do estudo e
houve apenas duas amostras identificadas com genotipos diferentes do vacinal.
Nenhum participante evoluiu com gravidade da doenca diarreica, e todos foram
tratados ambulatorialmente com TRO. E importante ressaltar que os recém-
nascidos e lactentes jovens que excretaram G1P[8] vacinal eram completamente
assintomaticos no momento da deteccdo do virus nas amostras fecais. A
circulacao do virus vacinal, identificada em varios momentos do estudo, reforca
o papel que a transmissdo fecal-oral do rotavirus vacinal desempenha na
imunidade de rebanho.

Observou-se também baixa frequéncia de eventos supostamente

atribuiveis a vacinacgédo, corroborando a seguranca da vacina Rotarix®.
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7 Perspectivas

Atualmente, as diretrizes nacionais ndo recomendam a administracdo de
Rotarix® em UTI neonatal/pediatrica, devido a preocupacgédo de que a exposi¢éo
de bebés com menos de seis semanas de idade ao virus vacinal resulte em
eventos adversos graves. Embora nossos resultados n&o possam ser
amplamente generalizados, eles fornecem evidéncias clinicas para apoiar a
administracédo da Rotarix® em tais cenarios, visto que os participantes do estudo
permaneceram assintomaticos ao excretar o virus vacinal. Estudos com
populacdes maiores e em outros ambientes poderdo fornecer a validacdo
necessaria para tal recomendacao, tornando-se uma estratégia para imunizar
um segmento de lactentes elegiveis que, até entdo permaneceram

desprotegidos.
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9 Anexos

Anexo 1 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

\

INSTITUTO DE PESQUISA
CLINICA EVANDRO CHAGAS - Wﬂn
IPEC / FIOCRUZ

ro

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EPIDEMIOLOGIA DO ROTAVIRUS EM RECEM NATOS E LACTENTES DE UMA
COORTE INFANTIL EM MANGUINHOS ¢, DO PERIODO PRE-VACINAL A 2 ANOS

DE IDADE
Pesquisador: Patricia Brasil
Area Tematica:
Versédo: 1

CAAE: 31505914.8.0000.5262
Instituicdo Proponente: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas - IPEC / FIOCRUZ
Patrocinador Principal: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas - IPEC / FIOCRUZ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 688.566
Data da Relatoria: 09/06/2014

Apresentagao do Projeto:

A cobertura vacinal elevada poderia introduzir presséo seletiva nos rotavirus, disparando alterages
genéticas e antigénicas que poderiam enfraquecer a efetividade do programa de vacinagdo. Desenho do
estudo: Coorte prospectiva. Populagéo do estudo: Recém-nascidos e lactentes da Coorte do Estudo de
Incidéncia de Dengue em Manguinhos. Populagéo do estudo: Recém-nascidos e lactentes da Coorte do
Estudo de Incidéncia de Dengue em Manguinhos. Locais de estudo: O estudo sera conduzido nos Servigos
de Saude da Familia do Territérios Integrados de Atengédo a Saude (TEIAS) de Manguinhos, da Fiocruz do
Rio de Janeiro (Centro de Saude Manguinhos)e Clinica de Saude da Familia Victor Valla. Seguimento: Os
recém-natos e lactentes da coorte serdo acompanhados nas consultas de rotina do projeto e durante os
episodios de DDA. Amostras de fezes serdo coletadas nos recém-nascidos e lactentes da seguinte forma: -
Até 2 meses de vida com intervalos quinzenais. - Ap6s a 12 dose da vacina contra rotavirus. - Apos a 22
dose da vacina contra rotavirus. - Durante episédios de doenga diarreica aguda. - Vigilancia de diarreia:
seréo realizados telefonemas semanais e visitas domiciliares quinzenais para busca ativa de DDA, entre os
participantes do estudo. Coleta, transporte e conservagdo de amostras fecais: - Coletores fecais plasticos
sem conservantes serdo utilizados para a coleta das amostras de fezes. As amostras seréo retiradas com
espatulas de madeira diretamente das fraldas descartaveis
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Continuag&o do Parecer: 688.566

utilizadas pelas criangas ap6s evacuagédo espontanea durante as consultas na ENSP ou na Clinica de
Saude da Familia Victor Valla. No caso de recém-natos, a equipe de assisténcia ir4 buscar as fezes no
domicilio do paciente. — As amostras seré&o conservadas a temperatura de 4°C em refrigerador especifico
para amostras de material biolégico e encaminhadas ao Laboratério de Virologia Comparada e Ambiental do
Instituto Oswaldo Cruz.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: - Detecgéo de gendtipos do Rotavirus diferentes dos presentes na vacina disponivel no
Programa Nacional de Imunizag&o.

Objetivo Secundario: - Detectar os genétipos de rotavirus presentes nas fezes de recém-natos e lactentes
da coorte antes e ap6s a primeira dose da vacina, e apos a segunda dose da vacina até os 2 anos de idade;
- Avaliar se os recém-natos/lactentes ja entraram em contato com o rotavirus antes da primeira dose da
vacina; - Verificar se a primeira dose da vacina aumentaria a efetividade desta, conferindo maior protegéao
contra a infecg&o pelo rotavirus; - Detectar o agente etiolégico da DDA em episédios de gastroenterite no
paciente acometido e em seus familiares e, porventura de algum animal doméstico; - Descrever o perfil
sécio-econdmico e ambiental dos recém natos e lactentes da coorte com DDA.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios: 5

Riscos: N&o ha riscos relacionados com a participagdo da crianga, j& que as fezes serdo coletadas
diretamente da fralda. Caso haja constrangimento em realizar a coleta de fezes na sala de espera do
ambulatério, esta podera ser coletada no banheiro do posto ou no consultério médico, durante o
atendimento da crianga.

Beneficios: O paciente estara colaborando com um estudo cientifico que ajudara no entendimento da
infecgédo pelo Rotavirus na populagéo infantil até 2 anos de idade. A crianga recebera atendimento pelos
médicos da Pesquisa sempre que tiver doenga diarreica aguda. As informagdes obtidas através dessa
pesquisa serdo confidenciais e sigilosas. Essas informagdes néo serdo divulgadas de forma a possibilitar a
identificag@o e estardo protegidas por codigos e senhas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pequisa relevante para a Saude Publica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Os termos de apresentagéo obrigatéria estdo adequados.

Recomendagdes:
Incluir o nome da Dra. Mayumi na lista da equipe (item 13).
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TCLE - E informado que ser&o realizadas "palestras dirigidas ao publico" néo mencionadas no Cronograma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Além das recomendagdes descritas acima, ndo ha pendéncias nem inadequagdes.
Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:

RIO DE .(JQNEIRQ. 16 de Junho de 2014

Assinado por:
Léa Ferreira Camillo-Coura

(Coordenador)
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Apéndice 1 - Termo de consentimento livre e esclarecido
Ministério da Saide
FIOCRUZ
Fundacgio O Ido Cruz

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidada para participar da pesquisa Epidemiologia do rotavirus em recém-
natos e lactentes de uma coorte infantil em Manguinhos — do periodo pré-vacinal a 2 anos de idade. A
pesquisadora responsavel por este estudo é a Dra. Patricia Brasil, chefe do Laboratorio de Doengas
Febris Agudas do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

Vocé foi convidada porque estd cadastrada e é assistida pelo servico de Salde da Familia do
TEIAS de Manguinhos e ndo pretende se mudar no proximo ano. Se vocé permitir, o seu filho
permanecera no estudo pelo periodo minimo de dois anos. A participacdo do seu filho ndo é
obrigatdria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar o seu consentimento. Sua
recusa nao trara nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a instituicao.

O objetivo principal deste estudo é:
1. Avaliar o impacto da vacinagdo contra o rotavirus em recém natos e lactentes de uma coorte em
Manguinhos.

Sua participacdo nesta pesquisa consistird em entrevistas e consultas médicas que serdo
anotadas em formularios proprios. Os materiais clinicos que serdo coletados do (a) seu (sua) filho (a)
nas seguintes ocasides:

e Na primeira consulta ambulatorial, idealmente com 30 dias de vida (pode ser coletado em
qualquer visita ao ambulatério ap6s o 30° dia de vida) — saliva coletada a partir de swab oral.
O swab € uma espécie de cotonete feito de material macio, sem conservantes, que ira coletar
a saliva do bebé em contato com a mucosa oral. Caso ndo possa ser coletado com 30 dias de
vida, o swab sera coletado em qualquer consulta;

e Em 5 ocasifes: a cada 15 dias, até ele (a) completar 2 meses de idade, entre a 12 e a 22 dose
davacina contra o Rotavirus, e ap6s a 22 dose da vacina. Também serdo coletadas fezes sempre
que ele (a) tiver diarreia, para saber se essa diarreia foi por causa do Rotavirus ou ndo. Nestas
ocasides, poderdo ser coletadas fezes dos moradores do domicilio da crianca com diarreia,
incluindo animais, se houver. As amostras de fezes serdo retiradas com espatula de madeira
(fornecida pela equipe) diretamente das fraldas descartaveis utilizadas pelas criangas apos
evacuacdo espontanea, durante as consultas no CSEGSF/ENSP ou na Clinica de Saude da
Familia Victor Valla. No caso de recém-nascidos, a equipe de assisténcia ird buscar as fezes
no domicilio do paciente.

N&o ha riscos relacionados com a participacdo do seu filho, ja que a coleta da saliva sera
realizada com swab confeccionado de material macio e sem conservantes, diretamente da boca do
bebé; e as fezes serdo coletadas diretamente da fralda. Caso vocé se sinta constrangida de realizar a
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coleta de fezes na sala de espera do ambulatério, vocé podera realizar a coleta no banheiro do posto
ou no consultério médico, durante o atendimento do seu filho.

Os beneficios relacionados com a sua participacdo sao 0s seguintes:

Vocé estara colaborando com um estudo cientifico que ajudard no entendimento da infecgéo
pelo Rotavirus na populagdo infantil até 2 anos de idade.

Seu/sua filho (a) recebera atendimento pelos médicos pediatras da Pesquisa sempre que tiver
doenca diarreica aguda.

As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre
sua participacdo. Essas informacdes ndo serdo divulgadas de forma a possibilitar sua identificagéo e
estardo protegidos por codigos e senhas.

Ao final da pesquisa, todo material sera mantido em arquivo, por pelo menos 5 anos, conforme
Resolucéo 466/12.

Os resultados serdo divulgados em palestras dirigidas ao publico participante e artigos
cientificos.

\/océ recebera uma via deste termo com o telefone e o endereco institucional do pesquisador
principal e do CEP, podendo tirar suas davidas sobre o projeto e sua participacao, agora ou a qualquer
momento.

“Em caso de duvida quanto & condugio ética do estudo, entre em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa. O Comité de Etica é a instancia que tem por objetivo defender os interesses dos
participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da
pesquisa dentro de padrdes éticos. Dessa forma o comité tem o papel de avaliar e monitorar o
andamento do projeto de modo que a pesquisa respeite 0s principios éticos de protecdo aos direitos
humanos, da dignidade, da autonomia, da nao maleficéncia, da confidencialidade e da privacidade”.

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas -
IPEC / FIOCRUZ - Avenida Brasil, 4365 — Maguinhos — CEP: 21040-900 — Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3865-9585 e 3865-9107 Fax: (21) 3865-9585

E-mail: cep@ipec.fiocruz.br

Pesquisador Principal ou Membro da Equipe que obteve o termo

Av Brasil 6395, Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC)
Sala 109 subsolo do Hospital

Tel: 3965-9110

CEP da ENSP - Tel: 2598-2863
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tel:3865-9554

Declaro que entendi os objetivos e beneficios de minha participacdo na pesquisa, e concordo
em participar.

LI Autorizo que a saliva do (a) meu/minha filho (a) seja coletada através de swab oral na primeira
consulta ambulatorial.

U Autorizo que as fezes do (a) meu/minha filho (a) sejam coletadas a cada 15 dias, até ele
completar 2 meses de idade.

L Autorizo que as fezes do (a) meu/minha filho (a) sejam coletadas entre a 12 e a 22 dose da vacina
contra Rotavirus, e apés a 22 dose da vacina.

L Autorizo a coleta de fezes do (a) meu/minha filho (a) quando tiver diarreia.

Data: [ ]

Nome da mée ou responsavel Assinatura da mée ou responsavel
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. Nome do paciente:

. Nome da mde do paciente:

1
2
3
6.
7. Se sim, quais?
8
9

Apéndice 2 - Formulario dados do nascimento e imunizacdes
DADOS DO NASCIMENTO E IMUNIZAGOES DO LACTENTE
"EPIDEMIOLOGIA DO ROTAVIRUS EM RECEM NATOS E LACTENTES DE UMA COORTE INFANTIL EM
MANGUINHOS - DO PERIODO PRE-VACINAL A 2 ANOS DE IDADE"

. N2 Registro no estudo: 4. Data de nascimento:___/ /  5.Tipo de parto: ( ) vaginal ( )cesareo

Necessitou de manobras de reanimac¢do? ( )Sim ( ) Ndo ( ) N&do sabe informar

. Alta com quantos dias de vida? ( ) Nao sabe informar

. Complicagdo ao nascimento? ( ) Sim ( )N&do ( ) N&o sabe informar

10. Se sim, quais? ( ) Sifilis congénita ( ) Ictericia ( )Infeccdo ( ) Hipoglicemia ( ) Outros Descrever:

11. Peso de nascimento:___g 12. Comprimento:___cm 13. Perimetro cefdlico:___cm 14.Apgar:__ /

15. Idade gestacional: 16. Pesonaalta:___g 17.Tipo sanguineo:___ 18. Fator Rh:___

19. Fezes com sangue: ( )Sim ( )N&o ( ) N&o sabeinformar

20. Aleitamento materno exclusivo? ( ) Sim ( ) Ndo 21.Se ndo, LM exclusivo até qual idade? meses

22. Imunizagdes:

BCG HepB DTP/ Hib VIP/ Rota- Pneumo- Meningo- HepA SCR Vari- Influ- FA
DTPa VOP virus cocica cocica cela enza
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Apéndice 3 - Formulario dados sociodemograficos
FICHA SOCIO-DEMOGRAFICA
"EPIDEMIOLOGIA DO ROTAVIRUS EM RECEM NATOS E LACTENTES DE UMA COORTE
INFANTIL EM MANGUINHOS - DO PERIODO PRE-VACINAL A 2 ANOS DE IDADE"

NOME DO PACIENTE:

NOME DA MAE DO PACIENTE:

DATA DE NASCIMENTO:___ /__/ N2 REGISTRO NO ESTUDO:

ENDERECO:

COMUNIDADE:

TELEFONES PARA CONTATO:

GRAU DE ESCOLARIDADE DA MAE: ( ) ENSINO FUNDAMENTAL INCOMPLETO ( ) ENSINO FUNDAMENTAL COMPLETO
() ENSINO MEDIO INCOMPLETO ( ) ENSINO MEDIO COMPLETO ( ) ENSINO SUPERIOR INCOMPLETO ( ) ENSINO SUPERIOR
COMPLETO

OCUPACAO DA MAE:

RENDA (EM SALARIOS MINIMOS):

TIPO DE MORADIA: () APARTAMENTO ( ) CASA DE TIJOLO/ALVENARIA ( ) CASA DE MADEIRA ( ) OUTROS, ESPECIFIQUE:

N° DE COMODOS NO DOMICILIO:

N2 DE RESIDENTES NO DOMICILIO: ( ) ADULTOS ( ) CRIANCAS

AGUA ENCANADA? ( )SIM ( ) NAO

SE NAO, QUAL E A PROCEDENCIA DA AGUA? ( ) POCO ( ) NASCENTE ( )CARRO-PIPA ( ) COLETA DE AGUA DE CHUVA
AGUA POTAVEL? ( )SIM ( ) NAO

ESGOTO FECHADO? ( )SIM ( ) NAO

SE NAO, COMO SAO DESPEJADOS OS DEJETOS? ( ) FOSSA ( ) VALA ( ) DIRETAMENTE EM RIO

ANIMAIS NO DOMICILIO? ( ) SIM ( ) NAO

SE SIM, QUAIS? ( ) CAO ( ) GATO ( ) PASSARO ( ) OUTROS:

DATADAVISITA:__/__/

RESPONSAVEL PELO PREENCHIMENTO:
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Apéndice 4 - Formulario individual de atendimento
FICHA DE CONSULTA DO LACTENTE

"EPIDEMIOLOGIA DO ROTAVIRUS EM RECEM NATOS E LACTENTES DE UMA COORTE INFANTIL
EM MANGUINHOS - DO PERIODO PRE-VACINAL A 2 ANOS DE IDADE"

Dados de identificacdo

. Nome do paciente:

. Nome da mae do paciente:

. Data de nascimento: / / 4. |dade na consulta: meses dias

. N2 Registro no estudo: 7. Data da consulta: / /

. Endereco:

1
2
3
5.Sexo:( )M ( )F
6
8
9

. Comunidade:

10. Telefones para contato:

Interrogatdrio sintomatoldgico

11. Diarreia: ( )Sim ( ) Nado ( ) N&o sabe informar

12. Se sim, data de inicio: / / Data do término: / /

13. Diarreia apds dose de vacina contra Rotavirus? ( )Sim ( )N&do ( ) N&o sabeinformar ( ) Nao
se aplica

SO PREENCHER OS ITENS 14 A 21 NA PRESENCA DE DIARREIA

14. Se sim, quando recebeu a dose da vacina contra Rotavirus? / /

15. N2 evacuagbes/dia: ( )

16. Caracteristicas das fezes: ( ) Fezes pastosas ( ) Fezes liquidas ( ) Fezes semi-liquidas
17. Fezes com sangue: ( )Sim ( )N&o ( ) N&o sabe informar

18. Fezescom pus: ( ) Sim ( )N&o ( ) N&o sabe informar

19. Fezes com muco: ( )Sim ( )N&o ( ) Nao sabeinformar

20. Outros individuos no domicilio com diarreia? ( ) Sim( ) N&do ( ) N&o sabe informar

21. Se sim, quem?

22.Febre:( )Sim ( )N&do ( ) N3o sabeinformar

23. Se sim, data de inicio: / / Data do término: / /

() Tax.max. aferida: °C
24.Vomitos: ( )Sim ( )N&o ( ) N&o sabe informar

25. Se sim, data de inicio: / / () Ne episédios/dia:

26. Recusa alimentar: ( ) Sim ( ) Ndo ( ) N&o sabe informar
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27.
28.
29.

(

Sintomas respiratorios: () Sim () Ndo ( ) N&o sabe informar

Quais? ( ) Coriza ( ) Tosse

Tipo de alimentagdo: () 0-30 dias LM exclusivo ( )1 a4 meses LM exclusivo ( )4 a6 meses LM exclusivo

exclusiva

30.
31.
32.
33.
34.

35.

38

39. Estado geral: ( ) Bom ( )Regular ( ) Grave
40. Hidratagdo: ( ) Hidratado ( ) Hipoidratado ( ) Desidratado
41. Se desidratado: () Saliva espessa ( ) Olhos encovados ( ) Fontanela deprimida ( ) Diurese
protraida
42. Sinal da prega presente? ( )Sim ( )N&do ( ) Nao se aplica
43. Tempo de preenchimento capilar: ( ) Normal (<2 segundos) ( ) Anormal (>2 segundos)
44. Estado de consciéncia: () Normal ( ) Sonoléncia/irritacdo ( ) Torpor
45. Alteracbes de pele: () Sim ( ) Ndo Descrever:
46. Ganglios linfaticos: ( ) Normal ( ) Hipertrofia Descrever:
47. Nariz (coriza/obstrucdo): ( ) Sim ( ) Nao
48. Orofaringe normal: ( ) Sim ( ) N&o Descrever:
49. Otoscopia realizada: ( ) Sim ( ) N&o Descrever:

Aparelho Respiratério
50.FR: _____irpm 51.Tiragem:( )Sim ( )Ndo 52.BAN:( )Sim ( )N3do 53.Geméncia:( )Sim (
54. Ausculta: ( )Normal ( ) Alterada Descrever:

Aparelho Cardiovascular

55.FC: ____ bpm 56.RCR2T:( )Sim( )N&do 57.BNF:( )Sim ( )N&o 58. Sopro sistdlico:( )Sim (
59. Sopro diastélico: ( ) Sim ( ) Né&o

60.

Alergia/intolerancia alimentar? ( ) Sim ( )N3o ( ) N&osabe informar

Se sim, a qual(is)alimento(s)?

)M e férmula ( ) LM e alimentos ( ) Férmula e alimentos ( ) LM, formula e alimentos ( ) Férmula

Frequenta creche? ( )Sim ( ) N&o ( ) N&o sabe informar
Animais no domicilio? ( )Sim( ) N&o ( ) N&o sabe informar

Se sim, qual(is)?

Exame fisico

Peso(g): 36. Estatura (cm): 37. Perimetro cefalico (cm):

. Temperatura axilar (°C):

Aparelho Digestivo

Inspecdo de abdomen: ( ) Normal ( ) Alterada Descrever:
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61. Hepatomegalia: ( ) Sim ( ) Nao 62. Esplenomegalia: ( ) Sim ( ) Nao

Sistema Nervoso

63. Alteracdes do SN: () Sim ( ) Ndo Descrever:

64. Fontanela anterior: ( ) Normal ( ) Normotensa ( )Abaulada ( ) Deprimida
65. Rigidez de nuca: ( )Sim ( ) Na&o

Conduta
66. Coleta de fezes: ( ) Sim ( ) Nao

67. Data da coleta das fezes: / /

68. Necessidade de terapia de reidratagdo: ( )Sim ( )N&do ( ) Nao se aplica
69.Sesim:( )oral ( )venosa

70. Prescrigdo de antiemético: ( )Sim ( )N&o ( ) Nao se aplica

71.Se sim:( )viaoral ( )viaparenteral

72. Prescrigao de antimicrobiano: () Sim Se sim, qual:

( )Ndo ( ) Nao seaplica
73. Solicitacdo de hemograma completo? ( ) Sim ( )N&do ( ) N&oseaplica

74. Se sim, qual o resultado? Hemacias: Hb: Hto: Leucdcitos:

Diferencial: / / / / / / / Plaquetas:

75. Solicitagdo de EAS? ( ) Sim ( ) Ndo ( ) N&o se aplica
76. Resultado:

77. Solicitagdo de urinocultura? ( )Sim ( ) N&o ( ) N&o se aplica

78. Resultado:

79. Observacoes:
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Circulation of Vaccine-Derived Rotavirus G1P[8] in a
Vulnerable Child Cohort in Rio de Janeiro
Denise Cotrim da Cunhal), MD.* Trevon Fuller, PRD, #} Carina Pacheco Cantelli, PRD.§

Marcia Terezinha Baroni de Moraes, PhD.§ José Paule Gagliardi Leite, PRD &
Filipe Anibal Carvalho-Costa, MID, PROU and Patricia Brasil, MDD, PRODY

Backproumd: The expmnsion of motovdimes (FY) immunization in sev-
el countries reduced the borden of acute diartheal dismee (ADDY) and
dn.rd:ﬂ-lmbdmﬂ'hhj Although community tmesmission of le
s vaccne (GIME] EVI) vius s been
demonsinded i childen mnd howsshold contacts, feml shedding of thess
siraine in neonates and infants under six weeks of 5g= hns never been deman-
strated. The objective of the study was o assess ADD and motnvines vaocine
strain shedding before and after immuniztion Sreugh 24 months of age.

Methods Mmlmm nndrml]m-mmu-
from 15 o 45
days of age every 2 weeks, afier both doses of G1P{E] EV1, and in subse-
quent 4 DD episodes until 2 years of age. BY was deiscied and genotyped

mity in witich siool samples were d from

in stnol samplas by RTPCR.
who were followed for an

Resulis: We fled 242 pastici

of 23 months. The specific prevalmece of GIPE] EY1 virus was 3.3% in
meonaies and infants less then six weeks of age, 5074 afier the finst dose, and
5 &% after the sscond dose. Amomg the T participents with ADD. G1P{E]

RV wirus was identified im omly ome participant (1.4% prevalence).

Cenclusions: In vaccinated children, there were no breakthrongh infec-
tions with G1P{E] BY] and ADD was rare sepporting high vaccine afsc-
tiveness. We observed GIP{E] B¥] virus shedding among neonates and
infants before the first vaccine dose, providing evidence of ansmission
of the vaosine stin from immumized children to those who are ot yet

vaccimated.

cohort, children
{Pesfiatr Tnfect Dis J 2022:X-00.00)

INTRODUCTION

Acute diartheal diseases (ADD) represent an impeortant
camse of infant mortabity im low-moome countries” and it 1s est-
masted that 1 in B deaths among children under 5 is associated with
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dusrrheal illmess? In the latest Global Burden of Dhseases Report,
ﬂmhdduammmrukmgﬂuhpﬁwnﬂumnl
all age groups, rankimg third i the 09 age growp.! Amaong the
etolome agents of diarthea, group A rotavireses (FVA) are shll
recognized as one of the most prevalent at the global scale, bemg
responsthle for 128,515 anmual deaths and mare than 258 mallion
epusodes of diarrhea in children under five years old *

Simoe 2009, the World Health Orgamizabion (WHO) has
mnnw!'.ﬂ.udﬂ!uthmmufﬂhtmmu:m
programs in all countries, a rec lation that was res d im
2013 and 2021.*7 Currently, one of the most widely wtilmed VA
vaccimes is an oral bve, attemuated vaccine against the G 1P{E] stran
{marketed as Romnx, Glaxo Smith Khine, Philadelphia, Pennsylva-
nm), one of the most prevalent genotypes.” Thes buman monovalent
rotvirus vaccine (G1P[E] V1) abo bas some efficacy sgamst the
(G2P[4], (G3P[8], and (31 2P[E] genotypes.* " With the expansion of
FVA immunraton in several coantnes, there has been a reduction
in the burden of ADD and a decrease of 22% o 50% m diarrhea-
amssocmted mortaliy 4™

Following immunization, G1P[E] V1 viras can be shed in
feces™" and cam be transmatted to unvaccinated mdividuals
Such transmission has benefits and nsks from a publsc health send-
paint. Om the one hand, an umaccinated mdividual exposed to the
mﬁmmmhlﬂfﬁ.nﬁkmﬁzuﬁﬂ,h
risk that such exposure can cause a symptomatic infection exists,
especially in immumocompromised subjects. A populabon in whach
thns nisk has mised concern is neonates and infants ander ax weeks
of age who are ml}!tnldm_gﬁhmmwﬂtﬁlldnunfﬂlﬂﬂ
EV1. Although community transmission of GIP[B] EY1 varus has
been rlunu-.ll:rltncl in children and houschold contacts,™ fecal
shedding of these straims m neonates and mfamts under six weeks
of nge has never been demonstrated. The ohjective of the study was
to follow necnates umbl 24 months of age, to test for the sheddmg
of vaccime-derived rotavinas strains before and after immumizatbon,
and to monstor them for the presence of ADDL

MATERIAL AMD METHODS

‘We conducted a prospective cohort study from December
Eﬂllhwmlﬂ:lhmdw:lh
Morthern regron of the caty of Bio de Janeirao,
has a pup]lﬂmﬂwumbliﬂ)ﬂndnhwhmﬂ:wl-
opment 1dex.™ Many families bve on land that they do not offi-
muﬂrm-ﬂlﬂmnhmmdnﬂw u.-ﬂ.g-‘lmgu
collection sy . Several f inely live near ome another,
mmﬁ:mmdﬂ.&mufﬂﬂlﬂmwlnﬁri
interact during play or 2t mfcrmal nurseries where a single daycare
provider is responsible for children of different ages from a vanety
of households.

GIP[E] V1 has been dsmbuted for free in Brazml since
2006 at public health clinscs™! and the average vaccination mie
during the study period in the city of Rio de Janerro was 93 8% All
of the mfants between 0 and 7 days of life who armived consece-
trvely at a primary health care center were offered enrollment. Afier

Copyright & 2022 Wolters Kluwer Health, Inc. Unauthorized reproduction of this article |s prohlbied.
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inclusion, stool sample collection and stedy visits with a pedia-
incian occwrred every two weoeks for the first two months of hie.
Subsequently, study visits and sample collection ocowrred after the
frst and second doses of GIP[E] BV1 (at two and four months of
age). Furthermore, there were on-demand vists in case of ADD -
defined as three or more loose or watery bowel movements i 24
hours — at which stool samples were collected (Table 51, Supple-
mental Mgl Content 1, hetp:links baw.com/INF/EBED). ADD
within 14 days of vaccinaton was classified as 2 vaccme-related
adverse event. In addition, there were pediatnc checkup vimis at
-m_d:t.]l]ﬁ.mrlﬂd-n‘lm‘l}un[hﬁ Atﬂnﬂ.}-mﬂwm":
vaccimaton card was venfied to determine the date of the vaccine
doses. When fecal samples were collected, they were obtmned
directly from the diaper or brought by the mother/guardian in 2
phastic ce Actrvr surveill of ADD was carmied out by
contacting the parent'paardian by telephone or messaging apphca-
tsons at least once every 3 weeks. In case of diarrhea, the infant was
brought o the health care provider for o pedmtne consultation. A
specific questonnaire was filled out for regalar and diarrhea com-
sulwtons (Text 52, Supplemental Digial Content 2, sudy forms
EIpJIH*LhrmeNFfEHﬂ. Sﬂrn': |:|.|.u.|1'|mu. was defined as
The pramary cutcome was the detection of vaccine-derved stmn
in stood samples. The secondary cutcomes were postvaccination
adverse events (Text 52, Supplemental Content 2, study
forms 1 for definitions hetp:links law.com/TNFEEE3).

Laboratory Tuthg
Fecal 1
healthcare clinics in

1 within two hours from
M-:gm.n]'m o the Rotmirus Referemce
Laboratory of Comparative and Environmental
Virology (RRRL-LCEV), Oswaldo Cruz Institute, at 4°C. Fecal
samples were soreened for BVA by RFqPCR and G'F genotypes
were determined by multiplex RT-PCR andior Sanger nucleotde
sequencing. 7@ In a small subset of the samples, we tested for
the presence of the hve attenmated vaccine straan (G 1P[R] BV 1) via
real-time RT-gPCR assays for vaccine-specific targets (NSP2 and
VP4 Al unulu.nqﬂnm also tested for norovirus via quakie-
e RT-qPCR, according io the routine protocals of RRRL-LCEV.
The full description of labomtory assays is presented in Text
51, Supplemental Dhgital Content 1, hepheks law.com/TNF/
ERRZ.

Statistical analysis
‘We calcalated the frequency of the children at each tome
point who bad a postrve test. Based on the average prevalence in
Brazl,® we needed to enroll 118 children to estimate frequency in
h:ﬁywﬂmmdiﬁmﬁihl
Dngital Comtent 3, hep:\hoks aw.comTNF/
:ES&I}L In addston, Kaplan-Mayer survival analysis was carmed
out to estimate the probahility of shedding of the hve attenmted
vaccine strain as a function of the number of days snce vaccime-
tron. All tests were two-tmled with alpha of 0.05 and were per-
formed wath PRISM v. 8.2 (Graphpad Software, San Deego, CA)L
The study was approved by the local IRB wnder register number:
3150591 4.8.0000.5262 and the parent or guardian provided writien
informed consent.

RESULTS
Among 270 children who were screened, 28 were mot
imcluded becamse they did not provide amy stool samples for the
study (Figuare 1) The medman duration of fallow-up was 23 months
{range: 1-42 months). All parbcipants received two doses of
{1P[E] ¥ 1. There were three pars of twins in the cohort. Mo

2 | www.pidicam

comorhidities were identified among the participants. Socodemo-
graphic data from the stady participants are shown in Table 1.

Dharing the stady pensod, 890 fecal samples were collecied
for BVA dingnostic tests with an overall postrvity mte of 15%.
The prevalence of the G1P[E] BV 1 virus was 3.3% before vaccna-
tsom, 5% after the first dose, and 25.6% after the second dose. The

m-uyr-z:lurw.ldmchu-mrmnlnnplu-tmm-tum
points in the cohort and the genotypes identified in these 1
are shown in Table 52, Supplemental Digital Content 2, iﬂpd'l"h'li.:.
Iweaecom/TNF/EEE] . OF 135 mul:nnpk:ml:mﬂz‘hmd
by RT-PCR, 104 { 77%) were identified as the  virus
(G1P[BE] EV1) by VPE BVA molecular chamctenzation, in particu-
lar, the G1P[8] vaccine wirus was detected most frequently after the
furst dose (Figure 2). Targets specific to GIP[E] BY1 (N5P2 and
VP4) were detected in B5% of the samples tested.

Among the neonates and young infants (age: 346 days of
lsfe) who excreted RVA im the feces before the first dose of vac-
cme {r = 17}, 35% excreted the vacome-denved wirus (see SDC
Table 2 for the rotwvines genotypes identified). They were
matic; most were nﬁhﬂ.w]jhuﬂﬁd{?ﬂi}ln.dmﬂﬁmhd
episodes of ADD dunng the two years of follow-up. Tem of these
participants also shed BV after the first dose of G1P[E] BV1. The
mean duration of vaccime-denved strain shedding in feces after the
furst dose was 5.2 days (range: 141 days) and &2 days after the
second dose (mmge- 1}—2?&_1!]{th1.-'=3] Tharty infants presented
with diarrhea after the first dose of vaccine, 15 of whom shed RVA
in therr feces. The myonty of samples (n = 14) were idenofied
as G1P[E] and ome sample as GIP[9]. Among those identified as
Q1 P[E], two could not be analyzed by sequencing due to peor sam-
ple quality ar low varal load and 12 samples were 1dentified through
VP& R¥A molecular charactenzation as the waccine genotype.

Regarding the second dose of the hive atienuated virus vac-
cine, 26 participants had diartheal stocls following vaccination.
OF these, only four (15%) shed BVA in feces, three of whom shed
G1P[E] and ame G12P[E]. Amang those identified 2s GI1P[E], ane
could not be analyzed by sequencing due to poor sample quality
aor low viral load and the other two samples had the vaccne geno-
type confimmed by molecubar chamactenzation. Amalysis of the spa-
tmal distnhution of the houscholds before and afier the two doses
of the vaccme revealed that shedding of the wccine-derived virus
was rare before vaccimation, moreased considerably after the farst
dose, and mcreased further sall after the secomd dose (Figure 51,
Supplemental Digital Content. hittpo/Tinks. baw.com/TNF/EZBS). h
is mmportant to highlight that none of the study participants had

Of all ADD episodes unrelated to vaccime reporied, none
resulted im hospialization. BVA was detected i seven diartheal
stool samples and the infants’ mean age was %4 months (range: &
mﬂmﬁ:}.l-m:mnfﬂmuu&ll:ymh—
virus, the G1P[E] vaccine gemotype was wentzhed by sequencing
analy=ss in a 6-month-old infant; 1n thas sample, norovirus was also
detected by quahitree RT-PCE. In addston, ome child wath ADD
had G12P{&] and ancther had G3FP[B] detected in siools; both were
fully immunazed. However, EVA subtypes other than G1P[E] wene
rarely detected, wath G3P[9], G12P[E], and GIP{E] comprising
only 0.4% of the stool samples.

DISCUSSION
Although commumity transmission of G1P[E] BV virus i
household contacts and vaccme-ehigible infants 15 well documented
in the hieratare, ™" evidence of shedding of the vaccine virus
among asymptomatic neonates and imfants before 6 weeks of age,

& 2022 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights rexerved.
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FIGURE 1. Flowchart for enrollment and monttorng the cohort participants.

omgoing efforts to develop a rotovines necnatal vaccine ™ In this

TABLE 1. Bociedemographic Data From Study cohart, the vaccine-derived G1P[E] stram was shed by nearstes
FParticipants and infants, before the first dose of vaccine, 2s well as during the
— immenzton cyche.

mﬂhw“ mg,u ‘g: mmhm'“ﬁmd’m
Maln 1ZHET S04 ruses v hoced the burden of diartheal diseases coused
fnmily ncoms (Brazilinn reals B N E] hwﬂﬁyﬂm:ﬁmﬁﬁmhﬂnﬂﬂﬂmm
&Wlﬁi@_mmmgml 1zsza ::L-: infection with wild momvirus did not ocoar m infamts from a low-
Earnan s 3-2434) s ummﬂynﬁh@\mm in the farst 24 months
Emﬁmgwgm 1:: :’; af life. However, the prevalence of ADD in oar population was even

Msm—mq G060} T lower than that reporied i low and middle-income comntres ™
N % Mare than 60% of infants from our cohart shed G1P{E] BV
l.u]hmﬁmlﬂhdnd BNl 3EE virus withm the first week afier the first and second doses. Thas
L= EaT is compatible with findings of randomized chmcal tmals, m whach
.,:_’f;?dm, TR %5 fhe vaccine-derived virms was shed in feces after bath doses, with
hagher rate of detection of the G1P[8] BV1 virus after the first

Ayt g W 1 e ’ R

vz o Mo serious postvaccme adverse events such as anaphylazis,
Eﬂm“’mﬂ- waker systam N % intussusception, or bloody stoo] after tao doses of BV 1were observed
: ";;";f“ T% inthis study. Although some study participants had fever after vacci-
Conmoction to municipal sowage systom N nation, this may have been due to other vaccimes adminastered at the
Yoz ta pul Por e | Q:T same tme 2s BV ] mchiding pentovalent (TP Haemophiles infiu-
No atrm 13 enzae type biHepatitis B, anb-preumococcal, and imactivated polio.
f— = P Mo breakthrough infections with BVA were ohserved in the cohort.
T e e e e s All seven ADID cpisodes attributed o BVA were mild and occurred
mewar pywban in fully immunized children. There was oaly one case of acute pas-

has not yet beem reported. This age group is the most sascepuble troentersis mn which GIP[E] BV wirus was detected. However,
to severe imfecthon cauwsed by wild rotavirus and there have beem  norovirus was also sdentrhed along with the vaccine-denived virus
0 2022 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved. woww.pidi.com | 3
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FIGURE 2. BV winus fiecal shedding at different time points of the cohort.

strun, 56 days afier the admimstration of the second dose of the
vaccine, making it difficalt to pimpoint the troe canse of the ADD.
‘With the drastic reduction m rotavirus circulation, norovirus has
become ome of the most frequent causes of gastroentenins. Mot sar-
prsimgly, m our study norovinus was more common than rotavirus as

ﬂwcmndneu.geﬂnf.ﬂ.ﬂ]lnmshﬂm:ﬁmﬁ:Naﬁnmhm—
sphere ™ A high diversity of norovirus genotypes circulated among

our study partscipants, as previously described ™
This study had strengths and weaknesses. Among the
strengths was the longitudinal design in whach we followed a
birth cobort for two years in a kow-resource community. Another
gth was the identification of BYA through genotyping and

TABLE 2. Postimmunization Adverse Events

1stdosa 2nd dosa
N % N H
Favar T I=%(TIME &% ars
Raspimatnry symptoms 66 IEFHGEY 36 11.?‘
ry
icongh, Tanny nosal {26/202)
n a0 5% ] 13%
Vomiting 10 ‘ 5% 0] ‘ ]
{ 1By [IOf2OE)
Frod refusal 5 5% ] 1%
] (e
A
2 no Peohatilty of shecding
=2 --- B5% O
g a0 — T
B e ' o,
£ R H
H . |
ﬂ L
£ U7 T T T

T T T T
L A L L
Rays Pest 01

other molecular methods umng specific mrgets for confmmation
of GIP[E] BV1 virus. Limstations mchuded the loss to follow-up
isherent in longitudinal stedies,™ which resulted i mossed cal-
lection of stool samples. Such boss to follow-up was atnbusble
mpu.ll‘h:!ﬁtmcu] and economac \uhzmlnl!ly nflbe:hﬂy par-
ticipamts who routinely experienced wban violence that made it
difficult for some to attend study visits. Another weakness of the
study was that not all rotvirus strans could be typed or sequenced.
Thas s mot unusual and may mdicate exther a low concentration of
rotavirus m the stool or nbaplmulmm]ml]mm Mevertheless,
this could have introduced a negative bias im our estimates of the
frequency of GIP[E] BV] varus. Lastly, st was a lmotaton that we
did not collect data on the admimistration of BV 1 1o other houschold
members near the time when envaccinated meorates were shedding

B
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FIGURE 3. Percentage of children shedding RV virus by (A) days elapsed since the first dose (B) days elapsed since second
dose.
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vaccine vinmses. We can comjecture that the high population density
im thas commumity amd considerable vaccime covernge contnibuted
o the exposure of thess neonates to the vaccane-denved virus. Pos-
sthle sourves of tansmission include other chaldren in the house-
hn]l‘llnwl-:mdngnulm-nrﬂt muxing of children from

househalds at informal daycares, which are common n
&:md}hmlmlﬂjl&:ﬂ:ﬁr}u‘wﬁen mﬁl‘hn‘lgnbrl
vaccine strain virus stodses specifically imvestigating this question
would be necessary.

In conclusion, this study provides the frst real-wordd
evidence of fecal G1P[E] BV1 viras shedding by meonates and
infamts under six weeks of age m a resource-limited commumity.
This population had no symptoms at the time of detection of
vaccine-denved rotaviras strains and presented no ADD dur-
ing the study period. Currently, guidelines do mot recommend
admimisterg GI1P[E] V1 in neonatal and pediatnic intensive
care units, due to the concern that exposing infants less than &
weeks of age to GIP[E] BV virus wall result in adverse events.
Although our results camnot be broadly generalized, they pro-
vide chimcal evidence to support admimstenng G1FP[E] EY1 m
such uﬂing,:. because the :I'l.lﬂ.].- puﬁci‘pml.: remained ASyTIp-
tomatic when shedding G1P[E] BW1 virus. Further studies m
aother settings will be needed to provide validation for such a

recommendabion.
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Carina Pacheco Cantelli /5, Alvaro Jorge Velloso®, Rosane Maria Santos de Assis?,
José Jinior Bamras?, Francisco Campello do Amaral Mello®, Denise Cotrim daCunha®,
Patricia Brasil®, lohan Mordgren”, Lennart Svensson’; Marize Pereira Miagostovich 2=,
José Paulo Gagliandi Leite™® & Marcia Terezinha Baroni de Moraes*®

Recent studies have investigated whether the human histo-blood group antigen (HEGAS) could affect
the effectivenass of the oral rotavirus vacdines, suggesting secretor positive individuals develop a
more robust response. We investigated the Rotavires A (RVA) shedding in associ stion with the host
susceptibility profile in children from a birth commamnity-cohort in Rie de Janein, Brazil, from 2004 to
2018 A total of 132 dhildren were followed-up between 0 to 11-month-old, smulsanplﬁmmllected
beforeafter the 12! RV1 vacrination doses and saliva samples were collected during the study. RVA
shedding was screened by RT-gPCR and G/P genotypes determined by multiplex RT-PCR andfor Sanger
nuclectide sequencing. The sequencing indicated an F167L amino acid change in the RV1VPE* PIB] in
20.5% of shedding follow-ups and these mutant subpopulations were quantified by pyrosequending.
The HBGA semretor status was determined and 80.3% of the children were secretors. Twenty-one FUT2
gene SMIPs were identified and two new mutations were obsenved. The mutant F167L RV1VPE* P[E]
was detected significantly more in Le {3-+b+) secretors (90.5%) compared to non-secretors and even to
secretors Le {a—b+) (9.5%). The study highlights the probable association between RV shedding and
HBGAS as a marker for evaluating vacdne strain host susceptibility.

After implementation of the rotavirus vaccines, Rotarix® (EV1, GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart,
Belgium) and RotaTeq® (RVS, Merck Inc., USA), in over 100 countries worldwide!, the burden of severe group
Ammm{ﬂ\%}ﬂun-hmhxd&musadm]&ﬂmnaﬂ;uﬂh rﬂlm:h-nusmbm]ﬂahﬂm.llndd:dlummﬂnf
countries, induding Brazil® % However, BVA still are one of major canses of severe viral diarrhea in infants and
young children < 5-years-old worldwide™. Due to the zoonotic potential, varibility of the KA strains and host
genetic ﬁnmﬂumﬂlmudmuhmgﬁ“ﬁmuumyﬁwmﬂmngmdmgﬂueﬁu
v af the imp ted immunization programs, mainly in low-income countries®. Currently, 36 G- and 51
P- Whﬁbﬂeﬂdm‘lbﬂ&llnd#ﬂlf s::Gchnmhmmﬂmmoﬂprmlmtm]mmmGlP[l]
G2P[4], G3P[E], GSP[8], GAP[B] and G1ZP[8]*.

immunaobiclegical Techmology Institute/Bio-Manguinhos, Fioonuz, Avenida Brasil, 4365, Manguinhos, Rio de
Janein, Brazil. *Laboratory of Comparative and Environmental Virology, {:swdcluﬂ'mlnshwbe Fioonuz, Avenida
Briﬂ,iaﬁs Manguinhias, Rio de Janeiro, Brazil. *Laboratory of Molecularvirdlogy, OswaldoCnz | Institute, Foorue,
Avenida Brasil, 4365, Manguinhas, Rio de Janeiro, Brazil. *Laboratory of Viral Hepatitss, Oswaldo Cruz Institute,
Fiu-mmmmhﬂmi,ﬁﬁj Manguinhos, Rio de Janeira, mmmmmlmmMmM
Fiocruz, Avenida Brasil, 4365, Manguinhas, Rio de Janeiro, Brazil. *Evandro Chagas Mational Institute of Infectious
Diseases, Finoruz, Avenida Elrasal,, 4365, Manguinhos, Rio de Janeino, Brazil. "Division of Molecular virology,
Department of Clinical and Experimental Malicire, LinkGping University, 581 85, Linkiping, Sweden. "These authars
contributed egually: José Paulo Gagliardi Lefte and Marcia Terezinha Baroni de Moraes. Se-mail: carina canteli@
gmiil.com; manzepmigioc fioonez br
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F¥l immaniation | ochBdren | EVA Selectios ‘Sectetar profiie
period (age growp) | (ioSow.sp) | rate (%) HVA genofypes (ATHE or nos. ADE case) i VA cases.
Eedore Lhe 15 dose 5GLPE| and 3 R¥ 1 GIFTE] (B nen-ADE) 1%
17 11304
(=2 monthe) R GINT|P[NT] {3 non-ADE] EES
& GLPE| and 73 BV GIPJE] (34 zon. ADEF 555 11"
RWL G1PIE] (2 ADE) and F1671 EVI GIPTA) (] ADEY |2 5and i
I p— GLIFE] (1 ADE} 15
125 YT (33
(2-5maniie) e P 1%
GINTIP[NT] {2 ion-ADE] ISeand 1
GINTIP[B] (1 non. ADE) 13
RY1 GGLPJE] (1 ADE) and G3PJE] (1 ADE) :Emm
After the 2= dose
{611 montts) L B3 (1) GLIFE] (1 ADE) 1%
GINTIPE{3 ADE) EE)
Toml 132 1058 (19.5)

Table 1. Stoal samples collacted from the 132 infnes/children in acute diarrheic spisodes (ADE) or noo-
ﬂﬂﬁ,mimﬁlﬂztnchmnhmdﬂ-andppnﬂmng[m nuttﬂ)ed.'lmﬂ!d.:lﬁr\m.ta#
Eroups. mmbcrmnﬂ.\’hpmutypﬁdrmdﬂhmd Secretor {Se sacrelor, e nun—mcmh:r:lpu'uﬁlz
o 82 children followed. The birth community-cohort study was conducted between Movember
2014 and November 2018, in Ric de Janeirg, Brazil. *In three children (5 G1P[E] cases), the sscretor profile was
considered inconchusive. *Eight children with 2 BVA cases, “four children with 2 BVA cases. FISTL BV G1P[E]
a.nrlE\"lG]F[B|mdmmdh5mmmﬂu?unﬂmgmﬂuwmwﬁrﬂu
F1671L aa variation and the non-mutant, respectively. Cases of ADE with BV1 G1P[8] shedding are underlined.

Studies involving the histo-blocd group antigens (HBGA) have shown the impartance of the VPE* domain
({subumit of the VP4 hdno‘RVA};inﬂm::ﬂf:hgﬂofﬂmpmﬁnﬁmcdsiWﬂlnkcﬁnn“Uuw:l]uid.l:n-
tifying EV1 G1P[E] ing by nucleotide sequencing'*'%.

HB'Gﬂ.iu:-Dcmp]uglpnm{tyP:IH.Ic‘,w}pmseutmcdlmEmmdinbﬂngiuJﬂulds.nﬂiu
blood, breast milk, saliva, and intestinal mucosa'®. These ghycans are catalyzed by ghycosyltransferases, through
mﬂnﬂMDFmﬁﬂubmhﬂmnﬁﬂelﬁmﬂmmhhmmf
(Secretar) and FUT3 (Lewis) genes'”. Secretor status is a host susceptibility Bctor in several infectious dissases,
such as viral gastroenteritis by some EVA and nonoviruses genotypes, and gastriztis-ulcers by H. pylori'™.

IbeHBGA:mbngﬂypd}mph:mdM&mpﬂpuhhﬂmm”“ﬂ! istatic interaction
htmnﬂﬁ?{&)mﬂm}ﬂdpud:mﬂumm I.nrl.rnnn missense muta-
tions in these BeEOES interfere with ﬂuhdofﬂrn:sim and a-cl:i'r.ir:r of the of I.J}-hmq']m&nu and

I.!Ifl,d.} -fucosyltransierase enzymes, determining “non-sscretor” and Lewis negative’ Le (a—b—) pheootypes,

-2 The HEGA genes' mmnmudmﬂmmd.mﬂwd:a:mg]:mjdmﬁd:pd}m?bum{sﬂh}
work as identity markers frvoring certain conditions of susceptihility or resistanice to infections or discrders.
lnmnst:tl.l.rl.lﬂnum:nﬂmbctwunHmﬂsmdk'\rﬁ_ulhz?[ﬁand?ﬂ]qutyPuPuzﬁfmnaﬂf
infect the sscretor andior (Le*) individuals®s while non- -secretor individuals (Le®) were less susceptible to thess
genotypes™ = Hmﬂﬂdﬂ}mmmmdw'hdhﬂ'hﬂm -Dulld.mnn:ihm:brhecﬂncmum:f
oral R¥A vaccines™ *, suggesting secretor positive individuals 2 more robust :

Mrmmﬂyauﬂmﬁ:ﬂmmﬁm@b{lyﬂrd#mnhmmmmﬂnﬂy\-ﬂ:ﬁnﬁm
Ma.ng;l.l.i.nl:m.Rind:Tm:i.n:\ Braril, vaccinated with BY1 between Movember 2014 and Movember 2018, in order
£o assess the G1P[E] vaccine shedding in association to HBGA profile.

Results

Sampling of the children from Manguinhos community, Rio de Janeiro.  The 132 children were

ln]luwad.ﬁ:r 16,212 child-days, ranging from 7-285 days, with 79% monitored up to at least 90 days. A total of
mmﬂmdmdlmﬂlmdﬁnnmpﬂmmdper&d[mbnﬂlmhnmpb!

rnﬂilld,} 132 saliva sxmrples were cheained (1 samy child). Gendar distribution was 50.8% (67) male
andﬂlﬂ{ﬁ]&mnh

Rotavirus A shedding. A tokl of 15.2% (109/568) of stool specimens mmpmhﬂ\’hbronﬂtﬁ
reverse transcription-quarntitative polymerse chain resction (RT-qPCR), corresponding to 2. 1% (82/132) of
children enrolled in this Pu'nu])ectnr-!l.udf By age range analysis, the highest BVA detection rate (35 3%, 92/234)

was observed in children aged between 2 and 5 months (vaccination period) (Table 1). EVA acute diarrheic
episodes { ADE) and non-ADE cases corre: ded to 26.5% (11/41) and 18.5% (%8/528) of stool samples
tively, and the G1P[E] was the most ¢ genotype (88.1%, 56/109). The GI2P(8] (1.5%, 2/106), G3F[8]

{0000, 171060, I.nrlG}P[’g] {D.0%, 1/109) genotypes were also detrcted. R:Lrﬂmrle:{ﬂ?‘}mﬂ—nut I:ypud
(G[NT]P[E]) and fve samples (4.6%) were G- and P-not typed (G[NT]|P|NT])L

Through nucleotide analysis of the VPE* gene by sanger sequencing, the G1P[8] strains were characterized as
RY'1 G1P[E] shedding in 88.5% of stool samples (B5/96), with 2 range of 59,6~ 100% and 59.5-100% for nudeotids
(nt) and amino acid (aa) similarity with BV 1, respectively. Additionally, 33% (18/85) af the samples characterized
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‘aming acid pesttion 167
Cadan

Eotavinas A PB] strains L il e I

Wia-fike (GemSami arpssinn namher: ADETSD) | T T [ =

Froinhype FLAJE] unpesaged 5911 T T [ Lex

BV varrine T T T e
T T T e

V| shrriding (Sis sludy) C T T Lex
THC T AT =

Table 2. Mudeotide (nt) substifutions and mmu])unrli.ug 167 amino acid substitution (aa, Leu- leucine or Phe
phenylalanine] in the YPE* gene in different rotavirus A (RVA) strains GIP[8] Wa-like, vaccine prototype, RV
vaccine and BV1 G1P[8] shedding detected in the Manguinhos community-cobort, Rio de Janeiro, Brazil, from
November 2014 to Novemnber 201 8. The BV1 vaccine was wsed for VPE* Sanger sequencing and corresponids to
the batch GlaxoSmithkline Biclogicals Rixensart — Belgium, Human R irus Live Atteruated RIX4414 strain
-1 dose, AROLEISSA - Fab: Peh'l.ll:l'f.fmls—ﬁl]i:lﬁm date: fannary/2017.

as AW 1-sourced G1P[8] were confirmed by Sanger ssquencing of the VP7 (G} and NSP4 genes presenting >09%
of similarity {data not showed).

The BV1 GIP[E] in the analyzed strain was detected before the 1® dose (3 non-vaccinated cases) and from day
Imﬁrﬂ{madjlnof?d.rp}]md-mdmﬁm (1% dose- 59 :bn-ulnmp]m Jdd.nmlil-:l.ndumr'lu}.wiﬂrﬂm
Ct value (RT-qPCR) varying from 19.6 to 40 (median Ct value 35.6, angs from 1.6 3 10760 2.4 » 107 genome

ies/mlL).

ADE was detectad in two BV1 vaccinated children, one ? and one 6-month-old (1% and 2™ doses, respec-
tiwely), and in Sanger sequencing of the VPE* gene from both children’ stool BV1 G1P[E] shedding was
detected The BV G1F|E] recovered from Lh:l-mmla-dﬂchi]nﬁmlpua: a VFPE* P[8] mutation.

In relation to the other non-G1P[E] E:nn:;l::s detected in this cobort in acute diarrheic episodes (ADE],
the G3P[¥] genotype was chserved 11 days after the 1* dose of BV1 (RT-gPCR Ct value of 19} and G3F[8]
was detected in one 6 month-old child (RT-gPCR Ct value of 31.5). The G12F[8] genotype was detectsd in
one 4-month-old child (7 ﬁrs after the BV 27 dose, RT-gPCR Ctvalue of 38.1) and one | 3-month-ald child
(RT-gPCR Ct value of 36.4).

Detection of YPE* P[8] gene mutation. The F1671 VPE* gene mutation in the BY1 G1F[8] character-
ized strains (F167L BV 1 VPE* P|&]) was detected in 20.5% {27/132) of children monitored with shed ding and was
resent in 73 children after the I*dnm,lcﬁ.ﬂdrmlﬂulhzlddnm,lcﬁﬂdbﬂmzﬂr I*dnm{ru:isﬁ.nalﬁzr
E}:]‘dﬂn,mﬂ]dﬁ]:lbeﬂmrﬂ!l'min:dnuims mentary Table 51). The FI67L EV1 VPB* F[8] was
detected from day 5 to day 21 (median of B days, except bor 2 cases detected bedore the 1% dose), with a median
ET-gPCR Ct vallue of 32.9. The BV Gl?|3]ihad.d.mgpennd[ post-vaccination) for children releasing thess
p:.rhduuﬂmrwlﬂi.:rwﬂ]tmtﬂmplﬂ?l.mulm was similar (median of 7 and.ﬂ-rhp:l.
M&nuﬂ:ua]puofﬁe“lm P[8] shedding by sanger sequencing showed a mutation at ot 499 T C
{I‘ mi&:mdnnTm]mMmﬂu{mlﬁl‘ﬂE}bmduﬁ:mmmnmSﬂlI:ﬂ{?‘pum
mdnn.T.fCT.ﬂ.mmlnmplu{l.ﬂ.tlﬂ'ES] both positions resulting in the altered 22 in position 167 in the
WP4 protein - Phie, substituted by leucine - Leu) (Table 2). Resales ohtained from pyrosequencing
showed an cquaﬂ.lﬁamimﬁrr]m]‘PmmumﬂTF.hﬁzrlldepmhmoth:Tﬂ:Tm:ndnn,
demanstrating a mirture of vins subpapulations containing Phe (TTT) and Lew (CTT, TTA ar CTA) aa in BV1

E]F|B|c'ha.nd:rmn:|.:h:d.:|1ng_Tb::lmu1 varied from | t095.5% (TTT) and 4.5% to 9% (CTT) in the
mm{;u{_mkmm;}rﬁg.m 1), 14 to 4% (CTA) and Bé to 968 (CTT), and 68 to B9% (TTA)
a.mrullnllﬁ Benﬂuﬂmt.twnulh:run‘nhinhmumdﬁndﬂlmﬂmﬂﬂﬂ]ﬂrl

\"PS"‘P[S] ﬂ:ﬂlrlmg_l:mmmnlumpks} one (YRIH) mnmdmpm anﬂt]:eut]::rm}mahw&-
variakle region (antigenic site §-4). Purthermore, one silent mutation was detected in the ot position 219 A > G
{aa T3 T), in other sampla.

HBGA phenotyping and FUT2 genotyping. Regarding the secretor status, 80.3% (106/132) of the
children were classified as secretors and 15.9% (21/132) were non-secretors. Secretor status definition for 3.8%
{5132) of children was inconclusive. The Lewis types detected weres 55.8% (79/132) Le {a+b+), 15.9%
(21/132) Le (a— b — ), 13.6% (18/132) Le (2 — b+ ), and 10.6% (14/132) Le (a+b—)

FUT2 genotyping was performed for 78 children with Le (a+b+) secretor and 21 with non-secretor sta-
s, Twenty-one SNPs were determined in §2.1% (64/78) of the Le {a+h+) secretor children and 17.5% (14/78)
of them did niot present any SNF. Twenty-sight geootypes were identified in Le {a+b+) secretors children (see
E'IEP‘E‘DCWFT*E 52} and the most frequent groctype was Sp 1746 65T I5T-C ABE, TG X0A S -G

= (35.9%, 28/78). The rs281377 SMF (357 C > T) was detected in high requency (B0.7%, 637E) and two
mMm&Eﬂhhh{&H}mWrﬁm{]WT}haﬂd 257 C> T). Twelbve SMPs were
d:tﬂ:lndatnluwﬁ'ql.ﬂ.cr:nlm] (40 A > G), rs138507381 (212 T > C), rs200157007 (302 C > T), rs2 362836
{315C = A), rsl BOO026 (375 A > G), rs1B00027 (480 C > T), rs1800025 (481 G > A), rs148371614 (544G = A),
142741127 (771 G= A}, rs14 1630650 (B55 A > C), rs916106939 (B80T > C), and rs1 44809245 (969.C > TL The
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E¥1GLP[E] FI7L RV1 GIP[8]
shedding” ‘shedding”
SeeiorLews o= P
prufile o | =1 |m) vl
Serinr E EE] T [0
an- secretor 9 [FE m E
Incld erméned 1 [25) ] m
Lefa+b—} [ 5] 1] m
Leja—b+) 5 [FEIRE .5
Lefa+b+) bx (57.5) 19 M5y
Lefa-h-} L] (L5) ] m

Table 3. Association between Secretor and Lewis profile and G1P[8] BV1 shedding (n= 61 children), without
and with a F167L mutation, in &ehﬂﬁm&fmmﬂ:]mm&m 2014 ter 701E* The
immunization schedule of the children with BV 1 G1P[B] shedding: 28 afier 1* dose, 12 after 2* dose and 1 non-
vaccinated child * All children were vaccinated with the 1* dose, except one (non-vaccinated). “Twebre children
{with 2 EVA pmhmmmhscﬂ}mmﬂofﬂm:ﬁhrhc m]ym "'Pv:]uumdelﬂ'mnﬂlhycﬂu

square test.

rsl 047781 SNP (385 A > T) was not detected in a.nyd:.i]rl.n:n r]unutﬂ)edu Le {a+b+) in this cohort. Twelwe
3%, 14721

Ill:S‘a|:'|:||i.|n:|.|:=|:| ch}-i.ﬁl:dunm-n:mh:r the following homorygous genotype sg (7145 T ETT0 GRa4
TRRG A, B DA, INITC [ g otary Table 53). In addition, cne non-sscretor child preseoted a new
mutation {257 C > A) and the SNPs s28362836 (3150 > T), rs138954645 (542 C> T), rsl4E371614 (544G = A)
and rs142741127 E??]G}.ﬁ}mldmﬁ.ﬁadatalwfmmin r]::ued:ildrm,ml‘lmmdﬂadhm
gous at thess positions {see Supplementary Table 53). One non-secretor child did not present any SNP in the
FUTZ groe.

Rotavirus A shedding and hestsusceptibility.  Six genctypes in the FUT2 gene were identified in 80.6%
{16/23) of the Le (a+b ?sm children with 1671 BV1 VPE* P|8] shedding, and rs281377 (357C> T) was
present in 100% (16716} of them. FISTL BV VPE* P|8] shedding was more commonly detected in children with
secretor status (p=0.0433), and a Le {2+b+) phenotype (= 0.0354) {Tables 3 and 4).

Oither EVA es isolated in ADE in this cohort were detected in the secretor children, these baing
G12P[B] in Le (a—b+) and Le (a+b+) and G3P[8] in Le {(a+b+ ). The GIP[9] EVA was isolated from a child
both Le {a—b—) and positive for focose detection. & P[B] Lmlypuﬂ:iuﬁ[ﬂ']’].mﬂﬂrcmdhﬂuu
Le {z+b+) secretor chi and in ope secretor Le (a—b+) Untypable (G[NT|P[NT]) BYA cases were
detected in Le (a+b+) secretors (four children) and in ome non-secretor Le (a+b— ) child.

Discussion
Thupwpxmmﬂrﬁuumdmunhmmmghﬂﬂﬁnddmammmb&:ﬂmﬁpﬁkmn
birth commumity-cohort in Rio de faneim, Bmlﬁmqhmhnglhﬂ]GIP[ﬂ]ﬂmddmg.ltmEﬂﬂr
to detect the FISTL BV VPE* P[B] from stoal les of children from priar to the 1* dose and during
immunizraticn period. The evabuation of these children’s host susceptibility prohle showed that sscretor s well as
Lewis b positive children were signthcantly more likely to shed BV1 Gl?|3¥wﬂhmmeo{tﬁ:Flﬁ]‘lw
mutation.

Via YPB* P[E] Sanger sequencing, BE_5% of the G1P[E] EVA detected were identihed as BV, mainly afier the
1* dose (96.5%), at ? months of age, similar to previously dooomented in clinical trials* . The G1P[&] genotype
was detected in eight non-vaccinated children (before the 1% dose) and due to the low viral load, only three cases
could be sequenced and determined as BV GI1P[8] 'Dufﬂ.:ﬂ::w P[B] Sanger sequencing having been used
to differ between BV1 and non-BV1 shedding'*"™, we should strictly consider the Pnni]:illtfnf'lﬁe-ﬂ.\"] GIP[B]
shedding here characterized containing a BYA constellation differing from the source BV1. Therefore, this study
shows the importance of characteriing the V1 via the EVA constellbtion method before 2 vacrine batch can be
used to V1 doses.

The horizontal transmission of vaccine viruses has been uﬂfﬂmmmhﬂdhmenmumdmd
unvaccinated infants or other dose contacts™*, BV G1P[8] shedding was reported in two diarrhea cases after
the 1* dose, with the F167L mutation being detected in one of them_ ]'.nﬂusml.d.fﬂnhmrl a low dizrrhea
incidence, mainly in the first 4 months of 2ge, which could be related to RV 1 protection and the effect of exchusive
breastieeding {and transferred maternal antibodies) in thess first mooths of

htheﬁ:wﬂian’h:ﬂ.mﬂd.ﬂnctﬂdinﬂﬂsmd}',Imﬂﬂ?[?]midenﬁ.ﬁndinm!-muuth-ﬂdd!ﬂﬂaﬁrﬂh
1* dose, with the VP&* P[9] gene exhibiting 97% oucleotide similarity to an AU-1-like Brazilian strain (K]E20906)
collected from am @ nit 2-year-cld, indscating a possible felins/manine- to-human interspecies transmission™.
Th:ﬁchunﬂn?ﬁ::ﬂlwapﬂmtmllndl{%ﬂzaﬂmf hhm:upedndﬂ]n:
bem])cumlm.tﬂﬂlmu.ndmrwﬁ: geoogroup 3 [AL-1-like™4. As to this mg,u:utfperlzmcmd
in Manguinhos, further studies are being conducted to determine the complete genomic constellation.

Through our molecular characteriztion of the BV1 G1P[E] ﬂurl:lmg,lt ible to ohserve a high fre-
quency of the mutation in the 167 position of the VPE* P[8] gene. In our omly the VPE* domain was

S CIENTIFIC REP ORTS |

0N 106965 | rttps: fdoi.orghL0.1038/551 S98-020-65025-0

92



www.nature.com s clentifioeports/

‘Code Child =Y. RVART-qPCH Clvalse | VPE® genelSanger sequencing)
[T E] NA 383 FLSTL W1 GLP{E|
m3 1 & ErE FISTL W1 GLP{E|
m7 [ £ W5 Y1 GLP[E]
M3 [ 5 ETY) FLETL W1 GLP{E]
053 [ 5 BT Y1 GLP[E]
057 [ 5 EE] FLETL W1 GLP[E]
o7l 1 5 17 RY1GLP[E]
[TF7] 1 5 a3 Y1 GLP[A]
[ [ 1] 331 FLSTL W1 GLP(3]
] 1 ¥ AE FISTL W1 GLP(3]
[ [ 5 344 Y1 GLF]
[ [ £ 72 Y1 GIFE]
] [ 16 381 Y1 GIF]
] [ & ETT] FIGTL W1 GLF]
113 1 T 284 FIG7L W1 G|
[ T 58 Y1 GIF{3)
= 1 T 75 FIGTL W1 GIF]
2 1 17 w7 FIG7L W1 GIF{3]
144 [ 12 w3 FIG7L W1 GIF3)
150 [ 12 EET] FIG7L W1 GIFE]
164 1 T 6.7 BV GIFf3)
[EE] 1 ] 54 BV GIF]
F) 1 & 380 EV1 GIFf3]
11 1 E 328 FIGTL EV1 GIFE]
115 1 T B3 FIG7L BV1 GIFE]
115 F E ETE] EVI GIFfE]
133 1 £ 732 BV GIFf3]
1 5 W5 FIG7L BV1 GIFE]
™ 1 ¥ 54 BV GIFf]
135 1 5 19 FIG7L BV1 GIFE]
136 1 E 19.8 FIGTL EV1 GIFE]
0 1 F W5 FIG7L EV1 GIFE]
FIT] 1 & 19,6 FIG7L BV1 GIFf)
U5 1 3 1.5 BV CIPf]
FIT] Fl 5 M5 BV GIFf3]
250 1 i 15 BV GIF]
153 1 n 0.0 FIG7L BV GIFE]
0 1 i 65 FIGTL BV GIF[E]
1 T EE] BV CIPf]
1 7 n3 BV GIFf3)
=l 1 M 3,1 BV GIFE]
264 1 5 7.1 BV GIFf3]
25 F1 E] 85 BV GIFE]
26 1 10 137 BV GIFf]
3 ) 1.0 FIG7L BV GIF]
i 1 31 129 FIG7L BV GIFE]
75 1 3 m3 BV GIFf3]
F 1 [ 199 FIGTL BV GIFE]
252 1 3 320 BV GIFE]
Fr) 1 [l 5.5 EVIGIFE]
F23) 1 T ] EVIGIFE]
53 1 5 359 BV GIFE]

Table 4. Detection of the BV 1 GIP[8] shedding, with or without a F1E7L mutation, in children ph

as Le (a+h+) secretors (n= 47} in the birth cnmmuni‘l:y\-n:n]'l.urt. Hio de Janeira, Brazil, from 3014 o 2018,
GIP[E] EVA sa.mplu were firstly Eeualn:edb}'ﬂf? mull.ip]:l: RT-PCH. The VPE* gene was amalyzed by sanger
nudleotide sequencing. Information about these derived vaccine samples are summarized: the immunization
scheduls (1 1™ dose, 3- 7 dose, 3 non-vaccinated), number of days of vaccine shedding (MA: not applicable -

no information) and Rotavines (RVA) BT-gPCR Ctvalue.
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analyzred because it is directly related to interactions with HEGAs. In the previous studies with the GIPLA[S]
rotavirus vaccine candidate 89-12, the precursar to BV, Ward ef al*" identihed fve 3a changes in the VP4 gene
(G510 and L167F in VPB* domain; D331Y, D3E5Y and M&951 in VP5* domain) that occurred during vaccine
attenuation I was that these alterations could reduce cross neutralizing antibody responses. Indeed,
according to Go Rovira of al.*%, the 167 position & placed at the bottom of the sugar-binding
Pi:.!rutdue:mlaj.ned.inl[‘h’lﬁl?|3|mu]:|' uence the interaction between the vaccine strain and the sugar af
duse i b obic residue decreasing the binding affmity. 32.9% of the BV1 G1P[B] shed-
detected in this wmmﬁemnmﬁelﬁ?whmw&nmd’w
mﬂufbnﬂlmmauhhu{mﬂ.ﬁ.mﬂ] and Phe {TTT), in different percentages. We coald
uet]:at'llm:wnammm.ll of reversion of attenuation or a selective pressure, throagh the one
two alteration(s) in this codon { positions nt 489, 501 ), fvoring the highest amount of circulation of strains
containing the Leu residue, MhlmﬂﬂqﬁrﬂmHBﬂhhnﬂmgmmﬁemmproﬂnZ:ﬂ:r
ﬂd“ahrqmmd&:mmmpmmlﬁ?mlh}dpnmmcﬁhemdm{nlsﬂl} in one vaccne derived
strain (BEDOME) detected in Belginm, in 2009

Positive sscretor status was the most (B0_3%) in this community-cohort, and the Le (3+b+) profile
ﬁgﬂ}ﬁzwmnmﬂnrmﬂut rﬂmw&uﬂrmﬁmﬁemmﬂuprﬂﬂiﬂlm
nwpmmld'_r" The rs 1047781 t}ﬂEﬁJT]Wumlthwﬂumlkmemﬂmhmwuh-
tion, was not detected in Le (a+b+) children in the Manguichos community, Rio de Janeiro state. The rs281377
(357C = T, a synomymous mutation, was the most frequent SNP detected in this Le (a-+b+) secretor profile, and
thiz SMP has been detected in the Brazilian jon* . According to Ferrer-Admetll £t ol ", the s281377
{357C = T) SHP has been detected in a worl 'd.:d.i.ﬂ.rlun:impr:ﬁ]:int]mnlmn] somn, and the =73

is frequently detected in the Asian population. We could explain the high trequency of the Le {a+b+)
phenotype detected in children in Ric de Janeiro, Brazil under an evolutionary view that, at some point in the
malecular clock, the 52 haplotype had divergsd and from the ml04778] (385 A& = T) SNF However,
E:hh:m:hnmhmﬂmﬂ??m?ﬂ:ﬂmﬂ SNﬁmHﬁctﬂ::ﬂ])mm:fﬂuWTl‘pt
Euhr::u:d:hﬂchngll::r:]ﬂdml{mh_?ﬂmMhhmﬂurﬂmueh&:mk
Tkmﬁdmh{n—rh-l—}mﬂ::dlﬂﬂ:mmﬂuhlqumbnsmmmfmlhem-ufkm
d.:lmﬂmmlld. d by the presence of new SNPs in conjunction with rs281377 (357 C 2 T). Further
md.l.uenmmpanma pnpulmm:hdmgle{: b+ ) secretors will be nesded 1o svaluate whather
SNT:mFUTJanE:ﬂmI]}: Le {a+b+) vs Le {a — b+ ) {or similar).

Oner study identified SMPs in the FUT2 gene from the Manguinhos community, in Rio de fanein
as rs1E00021 (40 A = G), r=4E703160 {l?lﬂJG} 1343 (216 C > T), rs2B137T (357 T = C), rst01338
(428G > A), s602662 (738G > A) and 485186 (960.A > G, also reported by Vicentin o al ™ in children from

Qtnlmbuhmmﬁlﬂwdmﬂnndﬂam}mﬁwmmﬁnr&nuﬂhﬁemiﬂm
de Tameiro, both states in Southeastern Brazdl).

The Brazilian popalation has a high ethnical diversity and through this study in the Manguinhos children
community-cohort, it was possible identify two new mutations: 107 T > A and 257 C > T/A and other SNPs,
at a bow frequency. not yet ried in Brazil: rsl 38507381 (212 T > C), rs200157007 (3020 > T), rs28362836
{315C > AIT), rslB00026E (375 A > G), rslB00025 (481 G A), rs13B954645 (542 C > T), rs14B371614
(544G = A), rs142741127 (771 G = A), rsl4 1630650 (B55 A > C), rs016 106935 (EBDT = C), and rs144809245
(969 = T)

Le (a+b+) is wery commeon in infants and children under 2 years-old, usually being a transient
status in most children®. In the infancy period, the Lewis phenctypes have not yet fully matured ™, due to the
actiwity of the fucosyltransferases (FUT2 and FUT3 genes) oot yet reaching the normal levels (enzyme activity of
Le = 5™,

In relation to the non-secretor pheootype, a unique child (0Le (a—b—)) did not present any SNP in the FUT2
gene, ie., not showing the nonfunctional allee s (rs601338F". This child shed the BV GIP[B] strain virus
m'b-ul.lid.nnstdd:ppuulirlm: ?brspm—?ddnmkhmmm}fmtheldﬂnumﬂuﬂdﬂm
tion detected, with mixed virus subpopulations of 63.5% Phei/36 5% Leu. Possshly, ather geoetic factors could be
related to this profile and vaccinal response.

The P[9] EVA genotype interacts with A-type HEGA antigen™, and the ABD enxyme assyy was pedformed ina
mliva from the unigue child that was infected with this genctype (G3P[9]} in this cohart, presenting pos-
iﬁvitffurlyp:hanl.lam{hlafl —b—) secretor) {data not shown), 'ﬂ!ml.n]m.l:wﬂl!l]::]xupulﬂhmczpiﬂltf
of A to genotype P[%].

The Manguinhos cobort showed a high prevalence of secretors, being 2 common profile in Latin
Americ™ T T this sindy, we were able to investigate EVA shedding and a com mon mutation was identi-
Eﬂmmymbw“MlmdhamwmmmMmmﬁnﬂm
suggests that the vaccine could be replicating and therefore 2 maore robust immune response may be produsced in
these infants. In summary, our study demonstrated that Le (a+b+) secretors can influence vaccine replication.

This stady highlights the detection of the new mutations in the FUTZ gene detected in the community of
mmﬁh]mhﬂmﬂhmmmmmﬂHmuamﬁr
for evalimating vaccine efficiency. The results in this shudy indicate the importance of the full molecular monitor-
ing of the V1 vaccine virus stoo] shedding, mainly if the F167L ¥PE* mutation is frequent in other populations,
and how the host susceptibility profile can influenice this viral selective pressure, besides the questions about cir-
culation and Buctimtinns of the smergent EVA genotypes and ennuring vaccine sfficacy in a post-EVA vaccine sra.
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Material and methods

Study design, clinical specimens and Ethics Statement. Thisisa prospective cohort study that aims

hpﬁmmmnmﬁmﬂmhﬁbmmmﬁh&]mmmﬁcﬁh

one of the kowest Human Development Indexes (HDE} of the munic " This project has been d by

the Ethics Committee of the Evandrm Chagas National Institute of MM{EEPMI . Written

mﬁmﬂmﬂmﬂﬂﬁmﬂdﬂflpﬂwl@]g@hﬂh“lmmmhnmm

by all vaccinated newborn infants enralled in this study (2-dose series at ages 2 and 4 months and with 2 mini-

mminhﬂ'ﬂlbetwamdnﬂsnfdm&s}.hmlnm-ﬂldnfmd:dﬂdmrmﬁ:ﬂ.ﬂmn:hﬂnmlpn’f
ltGermﬂmnSmana.ml'[ﬂH!Ch:hﬂ{GEFHC]bfa :dm:mw'hnm?ﬂ.mnd.ﬂnsmrl}'
each childs ﬁmﬂmmhmﬂf

.hﬂmrd.lag:m and the spacific ufmdh-n:lsap]ﬂ.ud.mr]:uml.df

in San]uncnlaryHg_Sl .ﬂ.]l specimens were untﬁ: Regional Rotavirus Reference oyl

labmﬁnqomePmnndEuwdemhﬁmm]andhftm 20°C, until the moment

of processing and further analysis. The methods wers performed in accordance with guidelines and regulations.

RMA extraction from fecal specimens and viral RVA detection.  Viral BNA was extracted from dar-
thed stoal specimens (10-20% wiv) wsing an automatic RNA extraction procedure sccording to the manafac-

turer's instructions ((HAcshe® Automated System mdcu.ﬁmp'\ruﬂmmm kit; Qagen, CA, USAL EVA
detection was performed using RT-gPCE on an Applied Biosystems® 7500 Real-Time FCR System (Applied
Mlymﬂmcmcﬁ.mﬂupmmﬂfdzm‘&d“ "I'I::R\".l RT-qP CR result was considered positive if
the cpde threshold (C2) value was < 400

G- and P- E\Fﬁ% Semi-nested ml.l].l.lP]El: reverse I.ﬁl:l.ﬂ:rl:[ll.lll-‘PB}!‘lnEﬂ.lE chain reaction
ﬂl‘Tﬁ:lﬂlmpe G—and.]? HWVA genotyping nsing SuperScript® 11 One-Step KT-PCH System with
Phati Ta-q_DHﬁ.Pn_, High Fidelity {Invitrogen) and Scom | L/VP7deg (VF7) and dcon3/dcon (VPE*)

rimers to generate 304-] }a.nrlﬂ]"li— fragments, respectively. Thess were used as a tem-
;l.:ru: a.lmdmundb:fu?urnmpll.ﬁn.lmn:b? putﬂ)c—:pncbr :i?pnma: udmmwmwmnﬂ
hpﬂnlln'll'ﬂhﬂ!lmplms-ubﬂmdﬁmchldmnlnmplu the batch named EV1 vaccine identified as
GlaroSmithEline jcals Rizensart — Bdgmm.HnmanRﬂlmln!hﬂmmuhﬂRMll:mm—ldnﬂ:
AROLB3BSA - Fab: Fehruary 2015 - mm@]m!ﬂ]?mmhmmnm&mw
amplification using the same dconddcon? (VPE*) primers cited above.

VP8* RVA molecularcharacterization. Products of one-step reverse transcription-polymerase chain
reacton (ET-PCR) using doon3dconl El?-ﬁ-ﬂpl}}m:?mﬁ:rl using Wizard® 5V Gel and a PCR Clmm-l.l'])
System kit {Promega, Madison, USA) following the mannfacturer’s instructions. The purified amplicons of the
Wwiﬂﬂmmlﬁhﬂdhh@fﬂmml%‘ﬁmv}lD]d:ann:nu.ng_K.lt
and the ABI Prism 3730 or 3500 Genetic Analyser® Biosystems, Foster City, CA, USA). Chromatograms
were analyzed and nt sequences (consensus) were edited using the BioEdit 7.2.1 Sequence Alignment Editor™
and nt similarity was assessed using the Basic Local Alignment Search Tool l:l:tqn:."."b'laat.n:binlm.nﬂ:.guﬂ
Blast.cgi). EVA genotypes were assigned using the RotaC™ autcmated genotyping toal for Group A rotaviruses
(hitps:{frotac. regatoals bef¥™. Deduced an sequences of VPE* (G1P[B]) were aligned and compared with the
BV (JX943612), BV vaccine and GIP[B] Wa-like ([X406750) strains, and ot and 2a similarities values betwesn
BV1 and G1P[B] strains were verified using the BioEdit 7.2.1 Sequence Alignment Editor™. The representative
gene sequences of VPE* RVA obkined in the current study were submitted to GenBank under the accession
numbers MN366044- MN366074. Pyrosequencing for mutation analysis of V1 VPE* P|8] shedding A pyrose-
quencing assxy was performed using PyroMark Q96 ID (QLAGEN Vabencin, CA, USA)L The following primers
were designed to amplify 2 203-bp fagment of the VP&* P[B] subdomain containing the target (cytosine or thy-
mine/nt 499, and adenine or thyminefnt 501} forward (VPE*EVIE) 5-AGCAATTTAATGTGAGTAACGA-F
(nt 346-368) and reverse (VPE*EVIR) 5'-BIOTIN-AAATTTGCAGTACTTGAACTGTCA-¥ (nt 548-515)
using PyroMark® Assay Design 2.0 software (QIAGEN Valencia, CA, USA). The forward (VPE*EV1-51)
(5'-TGATACCAGACTTGTAGGA-¥; nt 447-465) was designed for the pyrossquencing asay. The biotinylated
Equmtma-phlmmph&du.mgsma t¥ 111 Oime-Step RT-POR System with Platinum® Tag DHA
Polymerase ([nvitrogen ). Initially, the nmp]esm denatured with primers at 97 %C/7 min. Mext, the master
mix was added in each tube, and incubated under the following thermocyding conditions: cDMNA synthesis
and pre-denaturation at 50 °C/30 min, denaturation at 84 "C/10min, then 40 cyces of 94 *C/155, 33"C/30s and
&8 "/ ] min, Enl]mﬂbylﬁnﬂdmplmn?)fﬂﬂﬂSm} Ea.d!um.pll.-mdml.m]s [pnnhnmdnq;
nm:}lmmbutadmdq:ﬁah:mdlh:qwﬂﬂr ﬁeﬂ-?ﬂkpﬂnmm&echﬂdhymr]quﬂu
resis. Biotinylated amplicons were hybridized to streptavidin-coated beads and purified using the PyroMark
096 Vacuum Prep Workstation (Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
Pyresequencing reactions were performed using the PyroMark Gold Q96 50A Reagents in the PyroMark Q96
1D (DIAGEM) ﬁ:ﬂ.lmr.i.ng_t]m manufacturer's instructions, and the a.nalyn'i of the was r:rﬁnrm:rl using
Pyrodark ID software. The allelic quantification results (%) were calculated by the duplicate media. The primers
designed for this amalysis and thermacyding conditions were previowsly tested and validated. As a positive con-
trol, a fragment of the YPE* P[B] region (encoding aa 7-257) of the BV 1 stoal shedding was isolated. The frag-
ment without the mustation (ot 493/ T) was ligated into the pCE®4-TOPO® vector using the TOMO TA Cloning
10 {Invitrogen, Life Technologies, UK) following the dasical methodologies previous described™.
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HBGA phenotyping and secretor status in saliva. The saliva samples were collected using ster-
ilecultm—m'bu (CHEMBIO®, Madford, NY, USA)L Two snryme immunoassays (EIA) were performed, as
described. ubd:mﬂﬁmﬂi}hmunudmmdkmpbmmmd?mﬁﬁﬂyﬂneﬁ
secretor status of Le (a—b— ) mliva samples {using Uilex suroparus lectin).

DMA extraction from saliva and FUT2 genotyping. Genomic DMA recovered from epithelial cells was
mﬂﬁmn:ﬁnlm:m'?honﬂacmdfmchﬂdmnpbﬂn as L= {(a+b+) secretor and non-secretor
Le [a+b— )} or Le (a—b— }and were used in the touchdown PCR for the genotyping of SNPs in the FUT2 gene, by

Statistical analysis. Statistical analysiz was performed using GraphPad Prism 8v8.2.0 (GraphPad Software,

San Diegn, ©4, USA). Detection of the G1P[] EVA e (A¥1 stoal shedding) in association with the bost
ity profile was imvestigated, when appropriate, the Chi-square or Pishers exact test, with a
Level of 5.0%.

Recaived: 5 November 20 19; Accepied: 19 March M2,
“uHlisial entine: 2 1 APl 2020
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Koywors: Momowine has emerged as an important viml agent of aoite pediaivic gastoentertis, with a growing genetic
Nomvis ditversity reported In the kst derades. Hisinblood group mﬂmﬂ.ﬁjpm:tmﬂmnmdm
CIL4 Epmey are susceptibility factors for norovins infection and differ between populations which conld affects the epide-
Sascaptisliy miology and evolution of thess vinuses. This shudy Investigated the frequency, Incidence and genetic dversity of
— mmoviruses in a cobort of motavines A vaconated children In assocation to the bost HBGA (Seoeioc/Lewis)
Bires comemramty. cohor: genetic nmreptibility profile. Nonovines genogroops [ and 11 (GLAGIT) were sreened by RT-qPCR In 569 siool
samples from 132 children fiollowed-up from birth io 11 months of age during 2014—2018. Nomvirses wen
Sdentifled In 21.2% of children enmolled tn this sudy, with 2 norovirus detection rate of 5.6% (I2/563), In 17.1%
and 4.7% of aooie dlarrtheic episodes (ADE) and non-ADE, respectively. The norovirns inddence was 5.8 in-
fections per 100 child-months. Fartial mudeotide sequencing charscterzed gy different norovine genotypes,
with G4 Sydney 2012 being deteried in 50% associaied with three different polymerass geootypes (GIEP3,
GI-F16 and GI-P4 New Orlesns 20095, FUTE genotyping was yiedad seven new mutations |n this population. &
siymificant asociation between symptomatic norovines infection and seaetor proflle could be infemed.
1. Introduction in h i and the accumulation of point mutations

a.nd. recombination drives the evolution of norovirus genotypes

Norovinses have emerged as a leading cause of wiml of soote pe-
diatric gastroenteritis worldwide, especially after the rotavines & (AVA)
vaccines implementation (Koo =t al., 2013, a5 well as the widespread
me of sensitive malecular methods o detect nomovirus in global sur-
veillanee [(lass =t al, DM van Beck et al, 20018). Nowadays, nor-
ovinases are associated with 18% of all cases in < 5-year-old, and an
estimated 212 000 dexths annually (Ahmed et al, 2014; Fires et al.,
A5}

Moroviruses are genetically diverse positive-stranded BMNA viruses
that belong to the genos Norovims within the Colisviridss family
{Green, 2013} The gesogroups | and I (Gl and GII) are the most

» Corresponding anthor at- Lak ry o twe amd

21 040-360 Rio de Jansipn, B, Brail.

(Kroneman et al, 2013). The himary typing system imvolving both
polymerass and capsid sequences (RdRp = P type and ¥P1 = capsid
genotype} (Kroneman et al., 2003) bhas been used for molecular char-
acterization and curmently 60 P-types amd 49 capsid genotypes have
been descobed (Chhabra et 2l 2009).

Noroviruses belonging to GIL4 genotype have been the most pre-
valent vinses circolating in the bt two decades in epidemic and

dic acute g itis cases in Braxd (Fioretti =t al 2014;
]-u.mm:l etal, EIII]D Costa et al., 2017) and worldwide (Sicbenga =t al.,
200%; Hoa Tran et al, 2013; Winjé, 3015 Cannon et al, 3017). On

average, every 2 to 7 years new GIL4 variants arise, and since 2012

ental Wirology, Oswaldo Cruz nstitute - Fiooue, Av. Brasl, 4365 - Pav. Héio & Peggy Pereim,
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GIL4 Sydoey has beenm the dominant variant (Sichenga et al., 2007
Kroneman =t al, 201 3], although other emergent genotypes (GIL17 and
GILZ) hawve emerged locally, y in Asian countries in the last
years (Tohma et al., 3017; Sang and Yang, 201E) Curently there is no
licensed norovirus vaccine, albeit some candidates are under develop-
ment. Among them, the phase [b trials of the bivalent GL1AGILA
(monmeplicating  virus-like partice™YLF) prototype are ongoing
[(Mastison =t al, 2001E)L

Previcus studies have shown that susceptibility to norovirus infec-
tions can differ among individualy (Lindesmith et al, 3003; Huang
et al, 2005 Thorven et al, 3006). Norovins strains recognize the
histo-blood growp antigens (HBGAs) present on the sarface of en-
terocytes throogh the F2 subdomain of ¥F1 {Hutson e al, 2003). The
HBGAs are polymorphic amd vary betwesn different populaticns
(Mamionneaw = al, 2001} and the binding specificity and bost sus-
ceptibility of oorovims differ between genogroups and genotypes
(Huang et al, 2006]), aferting norovirus molsoalar spidemiclogy and
evolution worldwide (Mordgren and Svensson, 2019). The HBGAs are
complex carbohydmtes and their synthesis is directed by tensfemses
encoded by the ABIWH) (A, B and H amtigens], FUTZ (Sa) and FUT3 (L)
genes (Marionneau et al, 2001 Individuals who secoete A or B anti-
gens also secrete H antigens. Non secretors henee a non-functional FUT2
enryme, and so do not secrete those antigens even thoogh they are
expressed in their red blood cells (RBCs). The Lewis system comsists of
two major antigens, and three common phenotypes: Le (@ — b-), Le
(a + b-]), and Le (a — b+]) {Cocling, J015L

Amino acid substitutions caused by specific mutations (or single
mucleotide polymorphisms “SNPs’) in the FUT3 gene, such 2s 59T = G,
2T = C 314C = T, 508G = A and 1067 T = A, can lead to an
imactivation or decreased activity of the Lewis enmyme (Koda et al.,
1993; Fimgren et al . 1936), resulting in a Lewis negative phenotype; in
the FUTZ gene, the nonsense mutation 42805 = A is characteristic for
the noo-secretor phenotype: (Kelly et al., 1995) and a mi iom

Infecdion, Cenescs and Evolsion 52 (20000 104280

and is part of 2 longitudinal study of acute gastroenteritis surveillance
conducted in the Mangminhes commonity, neighboring the main
campus af the Oswaldo Cruz Foundation, Bie de Jansiro city, Brazil.
Omne-hundred thirty-two children enrolled in a birth to 11-month-old
commumity-cohort from Movember 3014 to NMovember 2018 were fol-
lowed up for 16,212 child-days, maging from 7 to 285 days. Clinical
mmples were snt to the Regional Rotavinas Reference Labombory”
Labomatory of Comparative and Environmental Yirology (BRRL-LCEY)
and were frozen at — 30 °C for further analysis. A median of five stool
mmples per child (moging from 2 to 9 samples) totzlirng 569 smples
and 132 saliva smples (1 samples/child) were obtained. Previously, all
sinol specimens were screened for RVA, and saliva samples were msed o
imvestigate the HBGA secretor status and FUT2 genotyping (Cantelli
et al, 2020). Diarrhea was characterized as = three liquid semi Liguid
evacuations in a 24-h period, and asymptomatic cases were defined
with oo episodes of diarchea for at kst 1 week before the collection
date A& new norovinas episcde was definesd when it cocumred =4 weeks

after the previous episode.

Totzl oucleic acid was extracted from clarifed stool specimens
(208 w') using an.

automatic BNA extraction procedure acconding to the mano-
factarer's instroctions ((lAcobe® Automated System and QLAamp®
Viral RNA Minid kit, (hgen, CA, IISA). RNA viral samples wers screened
for the presence of nomovirus (GLAGID using a multiplex one-step re-
veres transcription-quamtitative polymersse chain resction (RT-qPCE)
Bicsystems, Foster City, CA, USA) as previously described (Eageyama
et al, 3H3; Fumian et al., 2016} The norovines RT.gPCR result was
Dmdﬂudpnnhmlflh:qd:&r:ﬁlmld{ﬂjn]m“ 4 and

(385A = T) commonly found in Asian populstions leads to low levels of
PFUT2 eneyme (Cooling, 2015)

Previoas studies have shown that non-secretorns ane morne resistant o
GIL 4 infisction {Thorven =t al., 2005 Tan et al, 2008); howewer, mamy
guestions regarding norovirus susceptibility, particulardy to other gen-
otypes, remain ananswered (FRamani et al., 2016; Cannon et al., 2015,
Mordgren and Svensson, 2015). Considering this matter, vaccine trials
and challeoge studies should consider the indivi duals’ sscretor profile m
onder to understand the impact of genetic susceptibility on norovirus
vacrine efficacy (Mattison et :IL 2018L

Birth cohart dies are im derstand the i

l & chamcteristic d curve. Besides that, les which
mmmﬁﬁmwmmﬁrmﬂuhﬂrmﬂm
m triplicate.

RT-PCR was performed for norovines genotyping (B (RdRp) and C
(Capsid) regions) using (iagen Onestep BT-PCR (Qiagen) and
Meond31AG25KR (GII) and Mond32/GUSER (CI) primers as previously
described (Cannon et al., 2017) to generte 57 0-base-pair (bp) and 579
bp fragmum'., ru])edndj The following thermocycling conditions

following natural infections [L.n:man and. Kang, 2014; Cannon et al.,
2019, as well as to investigate the circulation of norovinos genotypes in
healthy individnals, especially in developing countries (Lopman et al.,
2015); and bow the bost genetic profile can affect the burden of disease,
in order to achieve the best vaccination strategies.

In Brazil, some norovirus community-based studies have been re-
parted (Linhares =t al., 198%; Vicentini et al., 2003; Sigueira et al.,
2017), although none of these have simultameonsly evaloated the in-
cidence of norovirus infection in a birth community-cobort, the ciros-
lating geootypes and bost genetic susceptibility profile (Cannon et al.,
2019). In this study we describe the resulls of 2 loogitudinal sudy
aimed to investigate the incidence of norowirus and it is genefic di-
versty in a birth community-cobiort of children vaccinabed agninst AYA
im Rio de Janeiro, Brazil and the association betwesn morovirus infec-
tion and the HBGA host genetic sasceptibility profile.

2. Material and methods
21. Smdy design and collaction of the chnical somples

Naticnal Insttute of Infectious Diseases/FIOCRUE (CEP 688 566.14),

100

Were p is and pre-denaturation at 42 "C/30 min,
:I:na.hnbun-t']S'EﬂEmn,l:hmqu'dﬂo{ﬁm min, 50 "CF
1 min and 72 "C¥]1 mim, followed by a final elongation step (72 "CF
10 min). When this first round did not yield any produces, a scond
round of amplification (semi-nested PCR) was performed in @ subset of
samples using the primers CDGIFAGISKR (GI) or COGIFAGLSER (GI)
to generate 300-ph and 380.ph Fagments, respectively (Eojima et al,
20012; Eageyama ct al., 2003).

Tao amsess the major epitopes of the VP1 protein region in GIL4
morovirs strains, the P2 subdomain was amplified using EVPZF/EVFIR
primers (674-bp fragment) as previously described (Vega etal., 2014).
The amplicoms were parified wxing Wizard® SV Gel and a PCR Clean-Up
System kit (Promega, Madizon, USA) or ExaSAPIT* PCR Produwct
Qeanup Reagent (Applied Biosystems, Foster Gity, CA, USA), following
the: manmfscturer's instructions. The pm'i:ﬁad products were sequenced
msing the BigDye® Ter w3l ing Kit and the ABI
Prism 3730 or 3500 Gemetic Analyzer® Eﬁpﬂn:dBﬁquancH
City, CA, USA). Nucleotide sequences (consensas) and electro-
phercgrams were analyzed using the BioEdit 7.2.1 Sequence Alignment
Editar {Hall, 1999). Nuclectide similarity was assessed using the Basic
Loral Alignmnent Search Tool (https://blast nohinlm. nib o Blast cgi)
and norovins genotypes were asigned using the Morovirs Automated
Gemotyping  Tool (htips:www. v nl'mpf typingtool norovirus)
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(Kroneman et al, 2011). Phylogenetic analysis was performed using the
maximum-lkelihood method, with the K2 + G + [ and K2 models
applied for anal ysis of portions of the regions encoding the polymeras:
(RdRp, regicn B) and ¥F1 (region C), respectively. Phylogenetic trees
were constrocted with 300 bootstrap replicates in MEGA v 7.0.26
(Fomar et al, 2016). Deduced amino acd seqoences of the P2 sub-
domain (GIL4 stmin) were compared with the Brazilian (KF434585)
and Amertican (KX907727, MKTGI561) strains circulating in different
years, using the BioEdit 7.2.1 Sequence Alignment Editor (Hall, 1959).
The sequences obtained in this study were submitied bo GenBank under
the accessiom  mumbers MH3I93567, MHI9I572-MHI9A573,
MMNAZEOZE MNAZEST] and MNLIEII5-MNAIR0R0,

24 HEGA phemotyping ond the sacreinr sinfue i salive

The HEGA secretor status was previously evaluated for this cohort
(Cantelli o2 al, 2030). An enryme immunoassy (E1A) was pecformed to
detect ABD histo-blood groups and Lewis phenotype, and the secretor
sntus was tested in Le (a-b-] saliva samples by Dlex enropoens lectin E1A
ax previosly describesd (Mordgren et al, 201 4 Mormes =t al, 200150

25, Genomic N extraction from safvn ond FUTZ and FUTS genotyping

DMA eotal was extracted from each saliva specimen collected from
children phenotyped as Le (2 + b+ secoetor and non-secretor, Le (a-b
Jorle {a + b-), aiming io coafirm the phenotype soius. In our previous
study (Cantelli et al, 2020), the touchdown PCR was performed to
genotyping of SNPs in the FU'TZ gene by Sanger nocleotide sequencing
as previoasly described (Mordgren et al., 3014; Moraes et al., 20015)% In
a subset of mliva samples {(n = 21)) phenctyped 2= Le (a-b-], touchdown
PCE was performed to genotyping of SNPs in the FUTS gene as pre-
1 y described (Mordgren et al, 3014; Olivares et al., 3000, un-
published resales).

26 Smtictical snabysis

Stxtistical amalysis was performed ming GraphPad Prism vB.20
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) Frequencies of norovirus
detection in differemt age growps and susceptibility profiles were in-
vestigated uxing the Chi-square or Fisher's exsct test, with a significance:
level of 5.0%. The incidence rate for norovirus infection (child-time)
was based on the totz] follow-up duration for each child (new norovirus
episcdes during follow-up divided by sum of the person-time-at-risk
during the observation Gme)

3. Results
11 Frequency ond mecidence of norovins i fe Mangsnbos cofort
In total, 569 samples were obinined, representing 41 from acute

diamheic episodes (ADE) and 528 from mon-ADE. We detected nor-
ovineses in 32 of 569 samples (5.6%) amd observed the highest

Infecdion, Cenescs and Evolsion 52 (20000 104280

Tablz T

Norowinos (genogronps/genotypes) detection {32 simples) in 28 children from
a hirth ommmity.cobort, Manguinhes, Rio d: Jaeim dty, Bzl
Y1 42018 Information aboat norovines BT-gPCR CF vahe, dinical sympioms
(acute diarrheic eplsode/ ADE or non-ADE) and age are desmibed.

Yo  Nosowims Code  Civale ADE mon-ADE  Age
calid
WIS CIL4 Sydney BFI] 029 ng - 1 Tmea
GIL4 Syiney T12[PI1) 009 BE - 1 Emld
GILG[FT] o4 B4 - 1 lmpa
GILG[FT] [T nE - 1 4mHd
CIL4 Syingy 2002 i3 w2 - 1 14d
al o0l B4 - 1 im
on m7 7 - 1 1m15d
on 4 TE 1 1m
cn o ®E 1 4m
on [ mE - 1 1m18d
cn ] we - 1 1mnd
16 GIL4Sydney WI2FLE] 169 wE 1 - Tm
GIL4 Syiney T12FLE) 222 w2 1 - wm
GLYFIT) 160 u3 - 1 dm1md
CIL4 Syingy 2002 ng -4 1 - Wm
on 14 w4 - 1 Em I
on n2 ®,1 001 - 5 m 16d
on F:3 nr - 1 20d
on - ®EE - 1 5m
cn = E 1 Tm I
M7 CILG[FT] = =7 1 1mia
GILG[FT] ] wi - 1 Em
GIL4 Syungy 2O2(P4 & 1Bz o1 - Gm
Baw Cmisms 00
CIL4 Gpungy 3P4 25° T4 1 - 6m I
Bw Oriooms. 2004
CILZ[FIE) A B2 - 1 1mm
CILZ[PIE) w1’y - 1 1m1ld
on s Ty 1 - Tm Mg
GIL4 Syngy 3002 F =y - 1 1m16d
oz 74 53 - 1 74
oIz 28 A - 1 285
ol b BE - 1 140
ol m ®/,I - 1 1m

» At the enad of 2004 and at the beginning of 2018, nonwines strins wers not
detected i children between 0 and 11 months of age. m = months, d = days;

* This child was observed to shed the GIL4 Sydney 2012[P4 New Ocmns
2009] penotype after an interval of 10 days.

® This child was ohsereed to shed the GIL2[P16] nomovins genotyps after an
Inderval of 8 days (Ot vahee 16.7), 2nd approdimaiedy after 30 days, the G wes
detected. © In this simple a GIP[8] mtevinos vaccne shedding was codetected.

detection mte (16.1%, 5/31] in children belonging the groap betwesn &
and 11 months old (p < .001) (Takle 1). Regarding the viml load, the
median Ct valoe observed was 27.7 and 34.3 for ADE amd moo-ADE,
detected in 7 af 41 (17.1%) and 25 of 528 (4.7%) samples, respectivedy,
representing 21.2%: (28/137) of children earclled in this study. Coa-
sidering all norovirus-positive samples, the Gt value moged from 13,2
to 394 (median of 32.9) and from 5.6 = 10° to 1.44 = 10° genome

Table 1
Noroviros detsction from sheol samples oollacted from the Infants,/children with scoie diarrhelic splosdes (ADE) or not (non-ADE) amonding to age group.
Age group Wb of Follmwad-ap il st Nomiber of posiSve Sl aumber of siool Smpies P v
cilidren Investigatan ()
Nooovemms posithve  Morovens nagathe
ADE om-ATE  ADE nm-ATIE
= I momits 1 o 14 5 ME 147304 (B} < D000
1.z émontis 135 2 11 14 i 157234 (B)
6-11 months M 1 1] 1= 11 57O (ED)
Tl 13 T = 3 5 ILEED (LB

* p valne was determimed by Fisher's sact test.
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Fig. 1. Phylogenetic amabyds of GLAGT nonovmses
bazed oo parttal nudeotide sequences of the poly-
mease and cpsid regons (Cmnon e al, 2017
from infants and children fom a birth commundty-
ohort, from 2004 i0 2018, in Manguinhos, Rio d=
Janeiro city, Brazil. (A} Phylogenetic tree of 2 199-bp
portion of the B region (polymersse ), and (B) Phy-
logenetic tree of a ¥15-bp portion of the gene en-
mding the C reglon (¥F1). Nucleobide sequences
were mnalyred wusing the  macdmum-lSelihood
method with the K2 + G + 1 and K2 nucleotide
substitution models, respectively, and bootstrap va-
lues 708 are shown at the nodes of the ee 2=
pementages based on 2000 replicates. The srains
reported In this stody are ndicated by Alled black
drcles. The mefieremoe siraies of norovirus genotypes
are shown with their respective GenBank acoession
numbers.

copiess ml. During the period of the study, oo nomovims ssasonality
was observed and the incidence mte was 5.8 infecbomns per 100 child-
months (or 69 infections per 100 child-years), between 14 days amnd
10 months of age.
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Norovirus Gl and GI were detected in 30 (93.B%) and 2 (6.2}
smmples, respectively. Of these, we detected Gl norovires in 7 ADE and
23 non-ADE cases, whilst 1 was only detected in two non-ADE cases
{Table 7). It was observed that 36 of 2B children (92.935) had one
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morovines infection, and two showed ] infections. In
one child, norovirus GII was detected both at ﬂzupnfmtpand
5 months, both as son-ADE cases. A& 1-month-old child who presented
non-ADE case was observed to shed the norovirus GILZ[P16] genotype:
during an interval of 8 days and, after 30 days, norovirus GII persisted,
being detected in an ADE case. And ooe other &-month-old ADE child
was observed to shed the norovirus GIL4 Sydney 201 2[P4 Mew Orleans
2(09] genotype during an interval of 10 days.

22 Moleruilar characterismtion of morovires in the Manguinhos cohort

Norovirus was genofyped in 1B of 32 positive samples {56 3%:)
(Fig. 1) with 13 samples being genotyped both the B (RdRp) and C
(Capsid) regions. Six different genotypes were detected. The most fre-
guent norovirus genotype detected was GILE[PT] (r = 4], followed by
GIL4 Sydney 2002(F31] (n = 2}, G4 Sydney 2002[F1E] (n = 2),
GILZ[P16] (m = Z), GIL4 Sydney 201 2[P4 New Orleams 2009] (n = 3)
and GLE[P13] (n = 1) 15.6% of norovirus samples {n = 5) could oaly
characterized as GIL4 Sydney 2002 (n = 3) and GIL2Z (n = 2) strains.

The GIL4 Sydney 2012 genotype was detectsd during the entire
period of the study in association with three different polymerase types
along the years, GIFPA1 detected in 2005, GIFF16 in 2016 and GIFP4
Mew Orleans 2009 in 2017, and the gemotype GIL2, harboring the
palymemss type GIFP16, was identified circalating in 2007 (Takle 2D,
We also chamacterized the P2 subdomain of six GIL4 Sydney 2002
strains, and the molecular analysis showed amino acid substitutions in
the positions 297 and 372 (epitope A), 333 (=pitope B), 340 (epitope ],
amd 357 (epitope ) (Table 51) between the samples.

2.3, Norovins infection and hast snceptibility stats

In onder io assocate nomovirus infecbon and host sesceptibility
prafile in this cohort, the HBGA phenotyping previously performed for
this populstion was considered (Canbelli et al, 2020). Regarding the
secrebor stabas, B0L3% (n = 106) were secretors, 15.9% (a = 21] noo-
secretors and 38% (n = 5) inconclusive. Concerning the Lewis phe-
motype, 59.8% (n = 79) of the children were Le (@ + b+], 13.6%
(r = 1B} Le {a — b+), 15.9% (n = 21} Le {a — b—), and 10.6%
(r=14Lsa + b-)

The nomoviruses were deteched im 24 infante/children secretors
(92.336) and in only two non-sscretors. Al nomovirus detected in ADE
mmﬂhmmﬂ:"}[y 0Z) (Table 3), amd I
asymplomatic norovires cases (non-ADE), a significantly proportion
was detected in Le (a + b+ ) sscretons (B0.936) In this cobart, tweaty-
one children were phenotyped as Lewis negative, 9 being secretors and
9 non-secrefors, and the ooroviroses were detected in two of thess
children, cne secretor and ooe non-secreior.

Table 3
Disiribotion the SecreiorLewis children (v = 28] with norovimos In amie

dmml:q:lmd:uﬂﬂm.d.nm—.lﬂ!mlhfh- ty-cohort, guinhos,
Eio de Janeiro city, Braml, b o 2014 and N jher Z018.
Sacrinr iews. prosia Homvimm: Norowins Pt
ADE am-ADE
n=5 [A] a=1 )
Eacroinr g {100} 19 (L) 047
Non-saceinT ] ] 2 (i)
Lz 4+ b} o ] 1 [X: ] 0oz
La{a-b + 3 3 (225 1 [2X: 1]
L + b4} 2 (23] 17 B
L fm-)y o <] 3 5]

* p valoes were determined by Chi-square test
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3.4. FUNZ and FUT3 genotbyping

The FUTZ gene was previously sequenced im children phenotyped as
secretor Le {2 + b+ ) and non-escretors (Camtelli ot al | BJBJ]a.nd.rJr

distribution of the FUITZ genotypes (SNPs identified in the
population) in nonovirus positive children is described in Table 4.

For 21 children phemotyped as Le (a-b-}, FUT3 genotyping was
performed, and twenty-six SNPs were identified, of which the most
frequent were rs2B362455 (59 T = G) and 3745635 (SO8G = A)
(66.7%]), Followed by rsBI2936 (202 T = C), 778286 (314C > T) and
rs2RIB1O6E (BOBG =« A] (Z1.59%), m2EIE2463 (484G = A, 19.0%),
rs2B362460 (61C = T), mB5AE5005 (FAIC = T) and mIB04I26
(1067 T = A) (14.3%) (Fig. 2). Seven new mutations were identified:
13G = A (199%), 362 T = C, 5BBG = A, 601A = G, 602A = G,
607G = A (4.5%) and, 105ZA = G (9.5%) and 10 cther SNPs werne
detected in low frequemcy: mZ28362461 (726G > C), m749920542
(393C = A), =ITISOTRE] (GO6C = A), m2BIG2MEE (612A = ),
rs1481703591 (645 T = C), mPAE2I4654 (606G  A), and rsERIE10E3
(BF4C = T) (4B%), mZBI6T4EE (B67G = A), m7RO177ES2
(E91A = C) and, 150418165 (968G == C) [9.5%).

4. Discussion

This study reports the frequency and incidence of norovirus infec-
tion as well as the circulating genotypes and host HBGA genetic sus-
ceptibility profile in infants/ciildren from a commumity-cohort con-
ducted in Manguinhos, Rio de Japeiro. The smme birth cchort
previously assessed the G1P[E] rotavires vaccne (R¥1) shedding and
the HBGA host genetic susceptibility profle in mfanés from birth fo
11 maonths of age (Cantelli et zl., 20230). Daring this cohort study nor-
ovinses were more freqoent than rotavireses, and a high diversity of
moroviras genotypes circulsted among thess infanits/children, pre-
dominantly in asymptomatic episodes.

Several studies berve shown the importance of establishing the cut-
off Ct values for norovines diagnosis to differ between sympiomatic and
asympbomatic infection (Fhillips e2 al, 200%; Trang et al, 2015} In our
study, most of the samples imvestigated were from asympiomatic in-
fanis. children. Prolonged periods of nomovirus shedding in asympio-
matic Individuals has been described 25 a commeon and &
chamacteristic for norovims tmmsmisgon efficiency (Phillips et al,
2010; Teunis &t al., 3015} As a criterion for evaluating the positivity for
moroviras in this sampling, we verified that some Dorovins posibve
mmples with high RT-gPCE Ct values, could be genctyped one suc-
cessfully genotyped sample had a Ct valos of 33.2. For this reason, in
this study, the Ct value <40 was considered as norovins positive.

The frequency of oorovims in the Manguinhos cohort was 56%,
with 17.1% detected in ADE and 4.7% in noo-ADE cases Norovirus
prevalence in non-ADE cases was similar (5%, 95% CI: 4-B%) to that
reparted by Mgoyen et al. (20017 A mets-analysis stody recently de-
and found a similar detection rate (7%) compared to mee foand in the
present study (04 2t al., 2018). The detsction mate of nonovires in ADE
cases in this study was similar to ates found by these recently pub-
fisbed meta-amalysis shudies (17-18%) (Mguyen et al, 2007; 0 et al,
2018).

According to child age strtification, the highest norovines detection
mate in the cohart was after & months of age (16.1%), consistent with
other bhirth cohort studies worldwide (Rovhand =t al, 2006 Cannon
et zl., 2019), although in this age group (6-11 months cld), a con-
siderable number of children had discontinwed the follow-up, and a low
mumber of stonl samples was provided.

In our study, we found an incdence of norovirus infection of 5.8
imfiections per 100 child-manths between 0 and 11 months of 2ge. This
morovins incidence mte was similar to the rate found in a sudy con-
ducted in Chile, using samples from a birth-cohaort collected between
2006 and 3ME ffom asymptomatic infections from children aged
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Tabile 4
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Norovins (capsld penotypes) and host susceptibility (Seoretor/Lewis) stabe and FUTZ genotyping in childeen foom a birth community-oobort, Manguinbec, Rio de

Janeiro city, Brazil, 2004-2018.

Romwins genolypes 0 cildmen  Sooeinr sates  Lawis st FUT2 geaotyping

CIL4 Epmey 2N2 3 B= Le(a + B4) S S THCET, TG, GECe A, TGS, WA S, 1 D, W
1 &= Lefa + B} gp 1TSS, THCw T, TOTa G, ORI r i, SHC L, TIC A, 7004, WOl o C, WD, I001T el
3 B 2La e+, 1 La (@) NI
1 B Lea+ B4) wiZoot SNF

ChE 3 B Tlafa 4+ b+ 1 Lla{als) Sp TS THCLT, TOTLC OESa i, TS, WAL, 1B £ L, SIS

cnz 3 Ee L@ + B4) S 1TSS, THC T, TG, GRS A, TS A, WL S, 1 e D, M

Gl 1 Bz L@ + B4) S TS, THC e T, TOTen, (s i THC A, Wl S, 10 5, W1 C

Niotes S = heterorygous ssoretor, s2 = homoeygous noo-secretor, NI = Do information; SNPF = single mudentide polymorphism.

L [} 3 - B E ? L] @ 1

Fig. 2. Distribution of nine BNPs in FUTS gene more frequent in the children (n =

1067T=4
L BOBGE A
B 7520T
B 50854
W 35458
B 31401
B 200T>C
B §10T
B 5aT=G

LL 1k i3 El L it 5 L

15} from birth ¢ cohort

typed as Le {3-b-). Korowines was detected

In three children (5, & 11, mmmmwﬂ::m;m—nmmzmﬂaﬁpdm The study was conducied between
Nowember 314 and Nowember 3018, in Mingninhoe, Rio de Janstm dry, Brazxl

05 maonths (5.7 cses per 100 child-months) (OByan et al, 20049).
Similar findings were also described in a birth coboet stody in Ecuador
in 2009 that showed a peak incidence of 6.3 cases per 1080 child-months
among b to 11 months of age from asymptomatic infertions (Lopman
et al., 25).

The majority of the moroviruses in this sody were detected in non-
ADE cases from 0 to & months of age (78%, 25,/32). This can be ex-
plained by breastfeeding during the first moaths of life in the birth
cobiort, by which maternal antibodies and homan milk oligosaccharides
rch in al,2lnked fuccsylaged glycams (depending oa the mother's
secrebor/lewis status) can act as first line of defense EEVETE
parovinas disease (diarhea) in breastfed infants (Jiang et al., 2004
Mewburg et al, 304 Lopman and Kang, 3014 Saito et al., 3014; Bode,
2015; Sequeira et al_, 2017; Krammer and Bouckaesz, 3018).

Maost of the norowirus strains screened were clasgified as G111 {93 B%:)
and five different genotypes were identifisd. Overall, the GIL4 Sydney
2012 variant was the most prevalent genotype (50%, 9/18), in agree-
ment with several sarveillance stodies in Brazil and wordwide (Fiorets
et al., 2014 Vinjé, 2015; Cannon et al, 2007; Costa et al, 2017). This
variant circulated harboring three different polymemse types: GIFPI1,
GIFPMG and GIEP4 Mew Orleans 2009 similar to that reported in our
previous study (Cantelli et al, 2015) durng the sme period
(2015-2017), im children between 1 and 4 years of age in the Man-
muinhcs community. The analyss of the P2 subdomain of the GIL4
Sydney 2012 strains (GIL4[PI1], GIL4[P16] and GIL4[P4]) showed
aming acid substitutions with varability patterns similar to those pre-
viously described by Cannon et al. (2017) and Barclay et al. (2019) in
their studies with this The | ly described G and H (NERK
motifl) epitopes (Tohma et al., Eﬂlg}mﬂolnljudmﬂ:umldy
and similar aming acids wers detected. Tobma et al (2019) snggest the
352, 357 and 378 residues (epitopes C and G} s=em to play a major role
in the antigenic topology and emergence of new GIL4 variants.
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I the Manguinhes cobort, the emergent norovins polymerass type
GIFP16 was identified in association with two capsid genotypes, GIL4
Sydney 2012 and GIL2 in 2016 amd 2017, respectively. Both these
sirains hawe been described causing scube itis owtbreaks
wordwide in these same years (Barreira et al, 2017; Li et al, 2018
Miendorf et al., 3017; Hata et al, J018; Medic ez al., 2018).

In 2017, we reported the emergent recombimant GIL2[P16] for the
first time in Brazil (Cantelli =t al, 2015) in 2 ADE children aged 22 and
48 months. In the present birth-cohort stody, this recombiment was
identified from an asympéomatic child 1-month-old, and molsoalar
analysis showed a high similarity (> 99% ot identity) between this
sitain and German sraims (Miendoof =t al |, 20070

Conceming the genefic suscepbibility, shudies in association with
morovirs infection in asymptomatic individuals are rare {(Nordgren and
Svensson, B019); the majority of norovins asymptomatic infections in
this study were detecied in Le (2 + b+ ) secretor infamis/children;, as-
sociated with the most commaon capsid genotypes, GIL4 Sydney 2012
and GIL&, having previously been associated with posibve sscretor
siatus {Curmier et al, 3015; Sharma et al, 3019). However, one noo-
secretor child, confirmed with FUTE genotyping, was infected with
GIL4 Sydney 3012 (in non-ADE case), similar to that reported by some
studies (Frenck et al., 3012 Nordgren et al, 201 7); besides that, other
man-secretor child was infected with norovirnes Gl in non-ADE case.
Probably there might be differences reganding norovims sympiomatic
and asympiomatic infections, and some non-secretor individual can be
imfected but then leading to norovirus asymptomatic infections. A sig-
mificant comelation betwesn nDorovins symptomatic infection and se-
cretar status {Le®) was observed, with all symptomatic nonovirus cases
CCCuIming in screbors.

The high percentage of children characterived as seeretors foand in
our cobiort, in agreement with other studies conducted in Latin America
(Vicentmi et al., 2013%; Lopman et al, 2015 Bucarde et al, 2018
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Morses =t al, 2019), coopled with a limited number of smples re-
presentative of each genotype, hamper the sssrszment of amy asocis-
tion betwesn host susceptibility w5 norovirus genotypes, and s a Bm-
itation of our study. Secretor individuals with a Le (a + b+ ) phesotype
can be sasceptible to different norovires genotypes, both secretor-de-
pendent or -independent {Nordgren and Svensson, 2009).

According to our results, low detection of norovinus in Le (2-b-)
children could suggest this profile hes ‘“some degree” of resistance o
marcvins, mainly when associated to the non-secretor stohs (approxi-
mately 50% of the Le (a-b-) children were characterized as non-secre-
tors). According to shudies conductsd in Burkina Faso (Mordgren et al.,
2013} and Nicaragua {Bucardo et al., 2005), both Lewis negative and
Lewis positive secretors individuals were sasceptible to norovirus
compared to non-sscretnes, indicating the impartance of the FUTZ gene
as a mediator of sesceptibility (Bocardo =t al, 2009 Kindberg and
Svensson, 200% Mordgren and Svensson, 20150

In oar study we sequenced the FUT3 gme to determine the oocur-
rence of the main SMPs in children with Le (a-b-) stetis in Manguinbas
cobort. The main muotztions 28362439 (59 T > G), 812586
(202 T = C), =77EG8E [I14C = T, rs3745635 (SOBG = A), and
AB433E (1067 T = A) leads to reduction or inactivation of the
1,31, 4} fucosylimnsfemse . These mutations appear to be distributed
worldwide (Koda =t al, 1953; Pang et al., 199E), and were also iden-
tified in previous studies in Brazil (Corvelo et al, 20013; Olivares et al.,
2020, unpublished results). Fang et zl. (1998) reported nonfunctional
LT ang [APAETEN Gheles in FUTS gene, in South African in-
mated the distribution of these SNPs in African Americans (Cakir =t al,
2(02)In the Mamgninhas cohort was possible to identify the occurrence:
of the mutations 28362463 (484G o A), m28362466 (B6TG = A),
and m2B3B196E (808G = A) suggesting a genetic proximity betwesn
Africa and Rio de Janeiro population.

5. Conclusion

genotypes amd host suscepiihility profile in a birth cohort W
Manguinhos, Ric de Janeiro, This sudy describes for the firg time the
evaluation of morovines incidence and the association between nor-
ovinas symptomatic infection and the secoetor stotes of children from a
birth commumity-cobort in Brazil Besides that emphasizes the nor-
ovinas diversity cl:l:uluu.ng d.n.n.l:l; Ih: rofavirus vaccination period,
mainly in asymy e rating the gency of
these vinmses and the importance of surveillance studies in communities
after the introduction of rotavirus vaocnes and in this norovirus pre-
vaccination era. These results will be able to contribute to wnder-
sanding of these questions that have an impact on public health

Supplementary data to this article can be found online at hitps/”
doiorg/ 101006/ mesgid 2020, 104280,
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