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RESUMO 

 

No mundo são registrados 1,7 bilhões de casos de doença diarreica aguda 

(DDA) por ano, sendo considerada a segunda maior causa de morte em 

crianças menores de 5 anos de idade. Após a introdução da vacina contra 

rotavírus (RVA) em diversos países do mundo e o aprimoramento das 

técnicas de diagnóstico molecular, outros vírus emergiram como importantes 

causadores de DDA, como os sapovírus (SaV), sendo frequentemente 

associados à surtos e casos esporádicos em adultos e crianças. No Brasil, 

pouco se sabe sobre a ocorrência do SaV e seu impacto em Saúde Pública. 

O presente estudo teve por objetivo a padronização, implantação e 

caracterização molecular de SaV em amostras de fezes de pacientes com 

gastroenterite. Foram selecionadas amostras negativas para RVA, norovírus 

e adenovírus entéricos, totalizando 3974 amostras coletadas de pacientes de 

0 a 91 anos, provenientes das regiões Sudeste, Sul e Centro-Oeste do Brasil. 

Os ensaios de PCR convencional e rRT-PCR foram padronizados para 

implantação no diagnóstico laboratorial dos SaV. Os SaV foram detectados 

em 149 (3,7%) das amostras analisadas: a faixa etária de 0 a 2 anos foi a mais 

acometida (5,7%). Este foi o primeiro estudo a detectar SaV no estado de SP, 

com detecção expressiva no ano de 2016 (8,9%). A variabilidade genotípica 

dos SaV nas amostras estudadas foi detectada após a análise de sequencia 

parcial da VP1: genogrupo GI (GI.1, GI.2, GI.3, GI.6), genogrupo GII (GII.1, 

GII.2, GII.3, GII.4 GII.5) e genogrupo GIV (GIV.1). Neste estudo foram 

detectados 13 surtos de SaV, sendo que 12 deles ocorreram em crianças 

menores de 3 anos de idade. Os surtos identificados demonstram a 

importância do estudo dos SaV e seu monitoramento epidemiológico. Não há 

sistema de vigilância para gastroenterites causadas por SaV nos países em 

desenvolvimento, como o Brasil, causando subnotificações de casos 

esporádicos e surtos. Nossos dados sugerem a necessidade de implantação 

do diagnóstico de SaV nos programas de monitoramento de diarreia aguda.  

 



Palavras-chave: Sapovirus, Gastroenterite, Reação em cadeia da polimerase 

em tempo real, Monitoramento epidemiológico, Análise de sequencia de RNA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Worldwide, 1.7 billion cases of acute diarrheal disease are enrolled every year, 

and being considered the second leading cause of death in children under 5 

years old. After the introduction of the rotavirus vaccine in many countries and 

the improvement of molecular diagnostic techniques, other virus have 

emerged as important causes of acute diarrhea, such as sapovirus (SaV), 

frequently associated with outbreaks and sporadic cases in adults and 

children. In Brazil, little is known about the incidence of SaV and its impact on 

Public Health. This study aimed to standardize, implement and molecular 

characterize SaV for gastroenteritis cases in fecal samples from patients with 

gastroenteritis. Selected samples tested negative to rotavirus, norovirus and 

enteric adenovirus, totaling 3974 were collected from patients aged 0 to 91 

years, from Southeast, South and Midwest regions of Brazil.  Convencional 

PCR and rRT-PCR were performed to implement SaV in laboratory diagnosis. 

SaV was detected in 149 (3.7%) of the analyzed samples: the 0 to 2 years age 

group was the most affected (5.7%). This is the first detection of SaV in the 

São Paulo State, showing significant detection in 2016 (8.9%). The genotypic 

variability of SaV samples were detected after analyse of VP1 partial 

sequencing: GI genogroup (GI.1, GI.2, GI.3, GI.6), GII genogroup (GII.1, GII.2, 

GII. 3, GII.4 GII.5) and GIV genogroup (GIV.1). In this study, 13 outbreaks of 

SaV were detected, 12 of which occurred in children under 3 years old. The 

outbreaks identified demonstrate the importance of SaV study and their 

epidemiologic monitoring. There is no surveillance system for gastroenteritis 

caused by SaV in developing countries, such as Brazil, causing sporadic and 

outbreaks underreporting. Our data suggest the need to implement the 

diagnosis of SaV in programs of monitoring acute diarrhea.  

 

Key-Words: Sapovirus, Gastroenteritis, Real time polymerase chain reaction, 

epidemiologic monitoring, RNA sequence analysis 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), por ano são 

registrados no mundo 1,7 bilhões de casos de doença diarreica, e 525.000 

crianças menores de 5 anos de idade morrem por causa de diarreia, 

principalmente nos países em desenvolvimento (OMS, 2017). De todas as 

mortes de crianças por diarreia, 78% ocorrem no Continente Africano e 

Regiões do Sudeste da Ásia (Farthing et al, 2012).  

Globalmente, a diarreia aguda é a segunda causa de morte (depois da 

pneumonia) entre crianças com menos de 5 anos de idade. Tanto a incidência 

como o risco de mortalidade por patologia diarreica são maiores entre os 

meninos deste grupo etário, particularmente em menores de 1 ano (WGOGG, 

2012, OMS, 2017). 

A mortalidade associada à diarreia tem diminuído aproximadamente 

65% desde a década de 90, principalmente pelas melhorias das condições 

sanitárias e de fornecimento de água potável e redução da desnutrição infantil 

(GBD, 2015). Esforços para implantação de intervenções eficazes como o uso 

de vacinas tem sido metas a longo prazo para diminuição da mortalidade por 

diarreia no mundo.  

As doenças diarreicas agudas (DDA) correspondem a um grupo de 

doenças infecciosas gastrointestinais. São caracterizadas por uma síndrome 

em que há ocorrência de no mínimo três episódios de diarreia aguda em 24 

horas, ou seja, diminuição da consistência das fezes e aumento do número 

de evacuações, quadro que pode ser acompanhado de náusea, vômito, febre 

e dor abdominal. Em geral, são doenças autolimitadas com duração de até 14 

dias. Em alguns casos, há presença de muco e sangue, quadro conhecido 

como disenteria. Dependendo do agente causador da doença e de 

características individuais dos pacientes, as DDA podem evoluir clinicamente 

para quadros de desidratação que variam de leve a grave (WGOGG, 2012).  
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As DDA podem ser infecciosas ou não infecciosas: infecciosas 

causadas por vírus, bactérias e suas toxinas, parasitas ou não infecciosas 

causadas por intolerância alimentar, sais mal absorvidos, ácidos biliares (após 

ressecção ileal), gorduras não absorvidas, medicamentos, hormônios 

peptídicos produzidos por tumores pancreáticos (MS, 2017). 

Segundo o Ministério da Saúde (MS), a notificação de casos individuais 

de DDA é compulsória em unidades sentinelas para Vigilância Epidemiológica 

de DDA que realizam o Programa de Monitoramento das Doenças Diarreicas 

Agudas (PMDDA). A ocorrência de, no mínimo, dois casos com o mesmo 

quadro clínico de diarreia num mesmo local é considerado possível surto e, 

se ocorrer após ingestão do mesmo alimento ou água da mesma origem 

caracteriza-se como surto de doença transmitida por água/alimento. O 

aumento do número de casos de DDA acima do limite esperado para a 

população envolvida, naquele período e localidade indica alteração do padrão 

e deve ser investigado (MS, 2017). 

A morbidade por diarreia permaneceu relativamente constante durante 

as duas últimas décadas, com crianças menores de 5 anos de idade 

experimentando uma média de três episódios de diarreia anuais. A terapia de 

reidratação oral (TRO) e as melhorias nutricionais provavelmente têm um 

impacto muito maior sobre as taxas de mortalidade do que sobre a incidência 

de diarreia. Intervenções como a amamentação e melhora no saneamento 

devem afetar a mortalidade e morbidade simultaneamente (Farthing et al, 

2008). O estudo das diarreias e seus agentes etiológicos são de suma 

importância para a realização de políticas públicas em todos os países do 

mundo.   

Nos países em desenvolvimento, a maioria dos casos de gastroenterite 

tem como agente etiológico os vírus. Patógenos virais causam surtos de 

gastroenterites em comunidades e, também, em instituições fechadas, como 

asilos, creches e hospitais. Diversos vírus já foram identificados como 

causadores de gastroenterites, dentre eles os mais detectados mundialmente 
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são os rotavírus (RVA), norovírus (NoV), sapovírus (SaV), astrovírus humano 

(HAstrV) e adenovírus entérico (AdV) (Xavier et al, 2009).  

Historicamente, os RVA são os agentes etiológicos mais comumente 

detectados em pessoas com gastroenterite de todas as idades ao redor do 

mundo (Parashar, 2009). A OMS recomendou que a vacina contra RVA 

deveria ser incluída nos programas de vacinação da Europa e América em 

2006, e estendeu essa recomendação à todas as regiões do mundo em 2009 

(OMS, 2009). Após a introdução da vacina em diversos países do mundo, 

incluindo o Brasil, e o aprimoramento das técnicas de diagnóstico molecular, 

os calicivírus (CaV) humanos (NoV e SaV) emergiram como importantes 

causadores de diarreia, sendo frequentemente associados à surtos e casos 

esporádicos em adultos e principalmente, crianças (Lanata et al., 2013). 

No entanto, apesar da identificação destes patógenos ter aumentado 

substancialmente nos últimos anos por causa de avanços das técnicas de 

diagnóstico molecular e, principalmente, da metagenômica, a causa de muitos 

casos de diarreia continua sem diagnóstico. Tam e colaboradores (2012), 

compararam dois estudos realizados no Reino Unido nos anos de 1993-1996 

e 2008-2009, que utilizavam definição de caso e metodologias semelhantes 

para definir a etiologia dos casos de gastroenterite. Diversos agentes foram 

pesquisados, como: bactérias, protozoários e vírus, entretanto, em 60.2% dos 

casos não foi possível a identificação do patógeno causador.  

A rotina de testes laboratoriais que normalmente é utilizada para 

detectar dos vírus causadores de gastroenterite aguda, não é capaz de 

identificar o agente etiológico em cerca de 30 a 50% de casos (Dennehy et 

al., 2011). 

Segundo o World Gastroenterology Organisation Global Guideline 

(2012), o SaV pode ser o segundo agente viral mais comum depois do RVA, 

responsável por 4–19% dos episódios de gastroenterite aguda em crianças. 
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1.1. História da Família Caliciviridae 

 

Em 1976, após introdução da microscopia eletrônica direta (MED), 

Madeley e Cosgrove (1976) e Flewett e Davies (1976) foram os primeiros 

grupos a encontrar CaV de origem humana em fezes de crianças com 

gastroenterite. Inicialmente, os CaV eram classificados como pertencentes à 

família Picornaviridae. Com base em seus estudos e de outras pesquisas, 

Burroughs e Brown (1974) propuseram a criação da família Caliciviridae 

devido aos vírus apresentarem características estruturais, morfológicas e 

principalmente filogenéticas diferentes dos picornavírus, como tamanho, 

densidade e composição das partículas virais. Em 1979, o Comitê 

Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV) aprovou a criação da família 

Caliciviridae, na época composta por um único gênero, Calicivirus. O nome 

dessa família deriva da palavra calix do latim que significa cálice ou taça, 

devido a seu capsídeo viral ser composto por 32 depressões em forma de 

taça em sua superfície, dispostos em simetria icosaédrica (Figura 1). Estes 

vírus apresentam-se com a configuração de Estrela-de-Davi, ou seja, à MED 

têm morfologia clássica, sendo por isso, também denominados de CaV 

humanos clássicos.  
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Figura 1: Microscopia eletrônica de transmissão de partículas de sapovírus. 

Nesta imagem pode-se visualizar a conformação de estrela de Davi, 

característica dos vírus da família Caliciviridae (adaptado de Oka, et al., 2015). 

Escala da barra = 100nm. 

 

Em 1929, o pediatra Dr. Zahorsky, usou pela primeira vez a expressão 

“winter vomiting disease” para descrever casos esporádicos de uma doença 

súbita e autolimitada, que ocorria geralmente durante o inverno e tinha como 

principais sintomas a diarreia e vômito. Em 1968, houve um surto de 

gastroenterite em uma escola de ensino primário na cidade de Norwalk, Ohio, 

EUA, afetando crianças e professores. Este surto apresentou as mesmas 

características descritas por Zahorsky em 1929. Entretanto, na época, 

estudos laboratoriais não foram capazes de identificar o 

agente etiológico envolvido (Adler e Zick, 1969).  Em 1972, Kapikian e 

colaboradores, identificaram por imunomicroscopia eletrônica (IME), 

partículas de aproximadamente 27 nm de diâmetro, com características 

semelhantes à vírus nas fezes que haviam sido estocadas à época do surto e 

de amostras de indivíduos que ingeriram filtrados de fezes. O então nomeado, 

Norwalk-like virus, foi o primeiro vírus descrito associado à casos de diarreia 

aguda em humanos (Wyatt et al., 1974; Chiba et al., 1979; Dolin et al., 1982; 

Leers et al., 1987; Lambden et al., 1993; Jiang et al., 1995). 
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Posteriormente, outros vírus com morfologia pequena e arredondada, 

denominados small round-structured virus (SRSV), similares aos encontrados 

por Kapikian e colaboradores (1972), foram associados à outros casos e 

surtos de diarreia aguda. Estes agentes infecciosos foram denominados de 

acordo com a localidade em que foram primeiramente descritos, como por 

exemplo: Hawaii, Montgomery County, Snow Mountain, Southampton, 

Toronto e México. No entanto, o Norwalk-like virus (NLV) permaneceu como 

protótipo dos SRSVs pois foi primeiramente descrito (Wyatt et al., 1974; Chiba 

et al., 1979; Dolin et al., 1982; Leers et al., 1987; Lambden et al., 1993; Jiang 

et al., 1995). 

O SaV foi primeiramente nomeado após sua descoberta em um surto 

de gastroenterite em orfanato na cidade de Sapporo, Japão, em outubro de 

1977 (Figura 2). Partículas virais com morfologia semelhante foram 

detectadas em surtos no mesmo orfanato entre os anos de 1977 e 1982, 

subsequentemente (Chiba et al., 2000). Estas partículas tinham a 

configuração de “estrela de Davi” na MED e eram antigeneticamente idênticas 

por IME.  Inicialmente, estas amostras foram classificadas como Calicivirus ou 

Sapporo-like virus por MED, mas o posterior sequenciamento do genoma viral 

mostrou que os vírus pertenciam à um gênero diferente, denominado 

Sapovirus, da família Caliciviridae. A amostra protótipo do gênero Sapovirus 

foi obtida neste surto (Hu/SaV/Sapporo/1982/JPN) (Nakata et al, 2000, Chiba 

et al., 2000, Numata et al., 1997, Oka et al., 2015). 
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Figura 2: Mapa mostra a localização da cidade de Sapporo, Japão. Cidade 

que deu nome ao novo vírus causador de diarreia aguda na década de 1980. 

Imagem obtida com uso do site Google Maps. 

 

 

Em 1998, o ICTV aprovou a proposta de criação de mais dois gêneros 

na família Caliciviridae, o gênero Norwalk-like virus (NLV), tendo como 

espécie protótipo o vírus Norwalk e o gênero Sapporo-like virus (SLV), com o 

vírus Sapporo como protótipo (Green et al., 2000). Somente em 2005, o ICTV 

renomeou o gênero Norwalk-like virus classificando-o como Norovirus e o 

gênero Sapporo-like virus como Sapovirus. 

Atualmente, a família Caliciviridae é composta por cinco gêneros assim 

denominados: Norovirus, Sapovirus, Nebovirus, Lagovirus e Vesivirus. Os 

gêneros Norovirus e Sapovirus são os únicos descritos que infectam 

humanos, causando diarreia aguda. Os três últimos são CaV de importância 

veterinária: Nebovirus, representado pelo vírus Newbury-1 (NBV), que causa 

diarreia em bovinos; Lagovirus, representado pelo vírus da doença 

hemorrágica em coelhos (RHDV), e vírus da lebre marrom europeia (EBHSV); 

e Vesivirus, representado pelo CaV de felinos (FCV) e vírus do exantema 

vesicular de suínos (VESV) (Glass et al., 2009) 
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1.2. Estrutura dos Sapovírus 

O SaV é um vírus RNA de fita simples, sem envoltório, de 30 a 35 nm 

de diâmetro, simetria icosaédrica e polaridade positiva com uma cauda poli-A 

na extremidade 3´ do transcrito. Seu RNA genômico tem aproximadamente 

7,1 a 7,7 kb, contendo de 2 a 3 Open Reading Frames (ORFs) (Oka et al., 

2016, Li te al., 2017).  

A ORF1 codifica uma proteína estrutural que é a maior proteína do 

capsídeo viral, denominada VP1 com aproximadamente 60 kDa e, uma 

poliproteína que é clivada em 7 proteínas não estruturais (NS1 a NS7). Ela é 

responsável pela formação da estrutura do capsídeo do vírus além de possuir 

um papel crítico na interação com as células do hospedeiro. A ORF 2, por sua 

vez, codifica a menor proteína estrutural (VP2), porém sua função é 

desconhecida. A ORF3 codifica uma proteína com função desconhecida, que 

apresenta uma sequência conservada de iniciação da tradução sugerindo 

uma proteína funcional. A ORF3 é somente encontrada em algumas amostras 

de humanos e morcegos (Tse et al, 2012; Svraka et al, 2010; Oka et al. 2016). 

Os genogrupos GI, GIV e GV contém três ORFs, enquanto o genogrupo GII e 

GIII, contém apenas duas ORFs (Figura 3). 
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Figura 3: Representação do genoma dos sapovírus destacando as 2 ORF´s e 

as proteínas estruturais e não-estruturais (adaptado Oka et al., 2015).  

 

 

 

Dentre as proteínas não-estruturais, apenas as NS3, NS5 e NS6-NS7 

possuem função genômica conhecida. A Tabela 1 apresenta as funções e 

características das proteínas do genoma do SaV (Sosnovtsev et al. 2006, Oka 

et al. 2016). 
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Tabela 1. Proteínas do genoma de sapovírus codificadas e suas principais 

características. 

Segmento Aminoácidos 

(AA) 

Proteína Função Características 

ORF1 

68 NS1 Desconhecida  

256 NS2 Desconhecida  

341 NS3 NTPase Nucleosídeo trifosfatase 

274 NS4 Desconhecida 
 

 

114 NS5 VPg 

Proteína viral ligada ao 

genoma 

 

668 

NS6 Cisteíno-protease Ligada à replicação viral 

NS7 

RdRp (RNA 

polimerase RNA-

dependente) 

 

 Ligada à replicação viral 

559 VP1 

Formação da 

estrutura do 

capsídeo, interação 

vírus-célula 

Principal proteína do 

capsídeo 

     

ORF2 165 VP2 Desconhecida 
Menor proteína do 

capsídeo 

 

 

O capsídeo do SaV é formado por 180 moléculas de VP1, estruturadas 

em 90 dímeros, que formam dois domínios principais: domínio S (shell) 

“concha” e o domínio P (protruding) “saliente”, assim como um braço N-

terminal. Estes dois domínios são unidos por uma região de dobradiça flexível. 

O domínio S é mais conservado e sua forma protege o genoma do RNA viral. 

O domínio P, que é conectado ao domínio S pela região da dobradiça, 
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subdivide-se em dois subdomínios P1 e P2, que através de interações entre 

si revelam o formato característico de cálice. O subdomínio P2 também é 

responsável pela interação com os receptores das células hospedeiras 

(Figura 4) (Chen et al. 2004, Miyazaki et al. 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 
 

 

Figura 4. A) Representação de uma quimera de sapovírus 

apresentando os domínios S e P, e subdomínios P1 e P2 (Fonte: Miyazaki et 

al. 2016, com modificações). 

 

 

 

1.3. Classificação dos Sapovírus  

 

Baseando-se na sequência completa do gene do capsídeo, VP1, os 

SaV são classificados em 15 genogrupos, GI a GXV, dentre os quais somente 

os genogrupos GI, GII, GIV e GV são detectados em humanos (Liu et al., 

2016, Oka et al., 2016, Varela et al., 2019, Li et al., 2017). Os genogrupos de 

SaV foram subdivididos em 18 genótipos. Os genogrupos de SaV humanos, 

GI e GII foram subdivididos em sete e oito genótipos, respectivamente (GI.1 a 

GI.7 e GII.1 a GII.8) (Oka et al., 2015, Tsinda et al., 2017, Xue te al., 2019). 

GIV apresentou um único genótipo (GIV.1) e GV foi subdividido em dois 

genótipos (GV.1 e GV.2) (Tabela 2). Há também uma proposta de novo 

Subdomínio 

Subdomínio 

Domínio P 

Domínio S 
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genótipo GII.NA relatado recentemente (Diez-Valcarce et al., 2019). Dentre 

eles, os genótipos GI e GII são os mais prevalentes detectados no mundo 

enquanto que os outros grupos são raramente detectados (Magwalivha et al., 

2018). Embora o genótipo GIV seja raro, foi responsável por 1/3 dos casos de 

gastroenterite aguda em crianças no Japão em 2007 (Harada et al., 2009). 

Este genótipo tem sido identificado em fezes de crianças no mundo todo, 

como por exemplo, no Paquistão em 1992 (Phan et al., 2004). O genótipo GV, 

raramente identificado, foi encontrado em amostras de crianças na Argentina 

em 1995 (Farkas et al., 2004). 

O ICCC (International Calicivirus Conference Committee) preconiza 

que para designação de novos genótipos e genogrupos seja realizado o 

sequenciamento completo da VP1 dos SaV. Sequências parciais de regiões 

da polimerase e da VP1 são utilizadas para caracterizar os SaV detectados, 

bem como para analisar sua similaridade em estudos epidemiológicos 

(Kitajima et al. 2010a; Bucardo et al., 2014; Liu et al., 2015).  

 

Tabela 2: Lista dos principais representantes dos genogrupos de sapovírus e 

seus números de acesso no GenBank. 

Sapporo vírus Acesso 

GenBank 

Abreviações 

GI [Hu/Sapporo/1982/JP] [U65427] (GI-SaV) 

GI [Hu/Manchester/1993/UK] [X86560] (GI-Man) 

GII [Hu/London 29845/1992/UK] [U95645] (GII-Lon) 

GII [Hu/Bristol/1998/UK] [AJ249939] (GII-Bristol) 

GIII [Po/PEC Cowden] [AF182760] (GIII-Cowden) 

GIII [Po/SaV1/2008/CHN] [FJ387164] (GIII-SaV1) 

GIV [Hou7-1181/1990/US] [AF435814] (GIV-Houston) 
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GIV [Hu/Angelholm/SW278/2004/SE] [DQ125333] (GIV-Angelholm) 

GV [Hu/Arg39/1995/ARG] [AY289803] (GV-Arg39) 

GV [NongKhai-24/THA] [AY646856] (GV-NongKhai24) 

GVI* [Po/OH-JJ681/2000/US] [AY974192] (GVI-OH-JJ681) 

GVI* [Po/OH-LL26/2002/US] [AY974195] (GVI-OH-LL26) 

GVII* [Mk/MEC/1/1999/US] [AF338404] (GVII-MEC/1/1999) 

[Po/43/06-18p3/06/ITA†] [EU221477] (43/06-18p3) 

[Po/2053P4/Brazil†] [DQ359100] (2053P4) 

[Po/F19-10/CANT†] [FJ498786] (F19-10) 

*Tabela adaptada do site ICTV: https://talk.ictvonline.org/ictv-

reports/ictv_9th_report/positive-sense-rna-viruses-

2011/w/posrna_viruses/253/caliciviridae 

Abreviações dos hospedeiros: Hu = humano, Po = suíno. A sequência do 

genoma de Sapporo virus é parcial, portanto, a primeira sequência completa 

do genoma de SaV é a Manchester vírus.  

Cepas de SaV com grupos discordantes na região da VP1 e da RdRp 

podem ser classificados como recombinantes (Li et al., 2017, Katayama et al., 

2004, Kuroda et al., 2017). As recombinações aparecem com mais frequência 

entre a junção RdRp-VP1, e podem alterar a patogenecidade e virulência das 

cepas resultantes. Recombinações intra e intergenogrupos são relatadas 

frequentemente (Dos Anjos et al., 2011, Tohma et al., 2020, Kumthip et al., 

2020). Baseando-se na sequência da VP1, todas as amostras identificadas 

com recombinação intergenogrupo pertencem ao genogrupo GIV, e formam o 

cluster com amostras GII na região da RdRp (Oka et al., 2015, Farkas et al., 

2004, Hansman et al., 2005a). Até o momento, recombinações intragenogrupo 

tem sido relatadas nos genogrupos GI (Phan et al., 2006, Dey et al., 2011) e 

GII (Kumthip et al., 2020, Nguyen et al., 2008, Katayama et al., 2004) em 
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humanos. Co-infecções com diferentes cepas de SaV também tem sido 

relatadas e representam uma pré-condição para ocorrer uma recombinação 

viável de SaV (Kuroda et al., 2017, Makhaola et al., 2020).  

A caracterização molecular dos SaV é baseada principalmente na 

amplificação parcial da VP1. No entanto, para determinarmos novos 

genogrupos ou genótipos é necessária a sequência completa da VP1 (Oka et 

al., 2015). 

 

 

1.4. Características Físico-Químicas dos Sapovírus 

 

Os SaV suínos submetidos à tratamento físico-químico possuem uma 

estabilidade em pH 3,0 a 8,0 em temperatura ambiente por 1 h; sensibilidade 

a etanol variando de 60% a 70% em temperatura ambiente por 30 segundos. 

O título viral é reduzido com tratamento por 200 mg/L de hipoclorito de sódio 

a temperatura ambiente durante 30 minutos ou por aquecimento a 56ºC por 2 

horas (Wang et al. 2012). 

 

 

1.5. Replicação Viral 

 

Os fatores exatos que compreendem a replicação do SaV ainda não 

foram determinados, mas acredita-se que sejam os mesmos ou similares à 

replicação de outros CaV. O processo de replicação dos CaV é rápido, 

havendo detecção de novas partículas poucas horas após à infecção (Green 

et al., 2013).  

A entrada do vírus na célula hospedeira se dá por ligação aos 

receptores específicos, que mediam a endocitose do vírus. Então, ocorre o 

desnudamento e o lançamento do RNA genômico no citoplasma. No 

citoplasma, a VPg é removida do RNA viral e por interação com a maquinaria 

da célula, inicia a tradução do material genético (Gutierrez-Escolano et al., 

2000; Goodfellow et al., 2005). A ORF1 é traduzida em poliproteína, que é 
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clivada em proteínas não estruturais NS1-NS7 e na VP1. As ORFs 2 e 3 são 

traduzidas nas proteínas estruturais VP2 e VP3. Por fim, ocorre o 

empacotamento, a montagem das partículas virais e liberação por lise celular 

(processos ainda não esclarecidos para o SaV) (Green et al., 2013). 

 

 

1.6. Patogênese dos Sapovírus 

 

Embora diversas tentativas de propagar o SaV humano em culturas de 

células tenham sido realizadas, e estudos descreverem a propagação de SaV 

em células de rim de macaco verde e células primárias humanas, não há 

confirmação da reprodução destes dados. Somente algumas amostras de 

SaV suínos, principalmente a amostra Cowden, tiveram sucesso no 

crescimento em cultura de células com suplemento de ácidos biliares para 

induzir sinais intracelulares que permitissem a replicação viral, podendo ser 

estudados em relação à patogênese em suínos gnotobióticos (Oka et al., 

2015). Portanto, devido à ausência de um sistema eficiente de cultivo celular 

para SaV humano, a patogênese deste vírus está baseada em estudos em 

voluntários humanos ou da cepa de SaV que infecta suínos (PoSaV Cowden) 

ou ainda, estudos com o NoV murino (GV) ou outros CaV de animais capazes 

de se propagarem em cultivo celular (Kapikian et al., 1972, Straub et al., 2007, 

Green et al., 2013). 

A dose infecciosa (DI) dos CaV pode variar entre as cepas, mas estima-

se que de 1015 a 2800 cópias do genoma já seriam suficientes para iniciar 

uma infecção (Teunis et al., 2008). Devido à sua semelhança com os CaVs, 

especula-se que os SaV também possam ter baixa dose infectante, mas 

outros estudos são necessários para confirmar esta consideração.  

Alguns calicivirus, como os NoV humanos demonstram padrões de 

ligação ou restrição dependentes dos grupos sanguíneos ABO e do fenótipo 

de Lewis no processo de infecção (Rydell et al., 2011). Entretanto, segundo 

Bucardo e colaboradores (2012), a suscetibilidade ao SaV humano não está 

associada aos fenótipos de grupo sanguíneo ABO, fenótipo de Lewis ou 
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genótipos secretores. Até o momento, nenhum fator genético humano para 

suscetibilidade ou resistência à infecção por SaV foi identificado.  

A infecção por CaV resulta em algumas alterações histológicas na 

morfologia da mucosa intestinal, pois afetam as células das vilosidades 

intestinais havendo aumento do embotamento das vilosidades, encurtamento 

dos microvilos, vacuolização citoplasmática, edema intracelular e apoptose 

dos enterócitos. Isto ocorre, pois os CaV possuem propriedades ácido-

resistentes mantendo sua atividade infecciosa mesmo após passagem pelo 

estômago (Green et al., 2013).  Alguns estudos notaram que há aumento no 

número de linfócitos T citotóxicos CD8+, sugerindo que a ação citotóxica 

destas células e a ação da replicação viral, podem estar associadas à redução 

das células das vilosidades intestinais. Estas alterações promovem a diarreia, 

pois comprometem a absorção de água e íons (Troeger et al., 2008). 

 

 

1.7. Transmissão e Manifestações Clínicas 

 

A principal via de transmissão do SaV é fecal-oral e frequentemente 

está associada à ingestão de água e alimentos contaminados, contato com 

superfície, e também por contato direto com a pessoa infectada (Torner et al., 

2016). O período de incubação do vírus varia de 1 a 4 dias. Os principais 

sintomas clínicos são diarreia e vômito, entretanto indivíduos também podem 

apresentar náusea, dor abdominal, dor de cabeça, mialgia, e raramente, febre. 

Normalmente, a diarreia dura o período máximo de 1 semana, entretanto, há 

alguns relatos de indivíduos que apresentaram sintomas por até 20 dias 

(Nakata et al., 1985, Sakai et al., 2001, Johansson et al., 2005). Embora a 

diarreia causada por SaV seja geralmente leve, casos de diarreia aguda que 

necessitam de hospitalização também podem ocorrer (Robinson et al, 2002, 

Oka et al., 2015). Casos de indivíduos assintomáticos também já foram 

observados (Akihara et al., 2005, Bucardo et al., 2012, Chhabra et al., 2013). 

O SaV chegou a ser detectado nas fezes de indivíduos de 1 a 4 semanas após 

o final da gastroenterite (Iwakiri et al., 2009). 
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A mortalidade por SaV é rara, mas foi relatada em um idoso 

hospitalizado devido à surto de SaV ocorrido em asilo no estado do Oregon, 

Estados Unidos da América (Lee et al., 2012). 

O SaV ocorre em pessoas de todas as idades, embora seja mais 

frequentemente encontrado em crianças do que em adultos. Podem ocorrer 

casos esporádicos ou surtos principalmente em locais fechados como 

creches, pré-escolas, escolas, hospitais, enfermarias, restaurantes, hotéis e 

navios (Oka et al., 2015). Alguns surtos de transmissão alimentar também 

foram relatados, como o surto ocorrido no Japão em 2010, em que 665 

pessoas foram diagnosticadas com diarreia por SaV após ingerirem lanche 

contaminado (Kobayashi et al., 2012). 

O SaV também foi detectado em águas ambientais (águas de rios, 

águas residuais e águas de esgoto) causando risco à populações expostas à 

água contaminada (Kitajima et al., 2010). 

As co-infecções com outros vírus entéricos que causam gastroenterite, 

incluindo RVA, NoV, HAstrV, AdV, enterovirus (HEV) e parechovirus (HPeV) 

é relatada em diversos estudos (Kumthip et al., 2020, Diez-Valcarce et al., 

2019,  Harada et al., 2009). 

Em relação à sazonalidade, o SaV é detectado no hemisfério Norte nas 

estações mais frias do ano, embora picos de sazonalidade sejam relatados 

durante todo o ano. Em países como a África do Sul (Page et al., 2016), 

Malawui (Dove et al., 2005) e Quênia (Nakata et al., 1998) por exemplo, o SaV 

é detectado durante todo o ano. 

Em relação ao Brasil, não temos este dado bem estabelecido. 

 

 

1.8. Imunidade 

 

Estudos soroepidemiológicos de infecções por SaV humanos sugerem 

que a taxa de soroprevalência aumenta gradualmente com a idade, podendo 

atingir um nível elevado (>90%) em crianças em idade escolar, e mantendo-

se elevada (80 a 100%) no soro de adultos (Nakata et al., 1985, Farkas et al., 
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2006, Bucardo et al., 2012). Esta afirmação sugere que o SaV é comum na 

primeira infância.  

Os mecanismos de imunidade e resistência à infecção por SaV ainda 

precisam ser melhor estudados, mas a presença de anticorpos contra SaV 

preexistentes no soro de indivíduos está claramente associado à baixa 

frequência da doença, ao menos para os anticorpos contra SaV 

geneticamente homólogos (Nakata et al., 1985). 

As reinfeções sintomáticas com diferentes genogrupos ou genótipos 

foram relatadas por Harada e colaboradores (2012). Neste estudo, 2 

pacientes de 10 e 27 meses de idade foram reinfectados por SaV de diferentes 

genogrupos, sugerindo que a imunidade protetora contra SaV pode ser no 

mínimo genogrupo-específica ou que a imunidade não dure por um longo 

período de tempo. 

Vacinas contra SaV não tem sido estudadas, pois há escassez de 

informação sobre a patogênese e imunidade, além de ausência de sistema de 

cultivo in vitro eficiente para este vírus (Green et al. 2013, Debbink et al. 

2014). 

 

 

1.9. Prevenção e Tratamento 

 

A prevenção de surtos de gastroenterite aguda causados por SaV 

dependem da identificação do modo de transmissão. A implantação de 

medidas de controle da contaminação dos alimentos ou água é a única forma 

de interromper a transmissão viral. Em caso de contaminação por alimentos, 

os manipuladores de alimentos devem ser instruídos em relação às medidas 

de higiene corretas para o preparo dos alimentos. Se o manipulador estiver 

contaminado, é recomendado seu afastamento por no mínimo 3 dias após a 

resolução dos sintomas e, para evitar a transmissão pessoa a pessoa, adultos 

e crianças infectados devem ser mantidos afastados das atividades 

escolares e de trabalho pelo mesmo período de tempo (CDC, 2011). 
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Medidas básicas de higiene como lavar as mãos com água e sabão, 

principalmente após o uso do banheiro e troca de fralda de bebês e, antes do 

preparo das refeições, podem diminuir os riscos de infecção por SaV e por 

outros vírus causadores de gastroenterites. Alimentos como frutas e 

verduras devem ser bem lavados e, moluscos cozidos 

completamente. As superfícies de preparo de alimento devem ser 

desinfetadas e os utensílios de cozinha, toalhas e uniformes devem ser 

lavados (CDC, 2011). Após um surto viral, interromper o funcionamento de 

estabelecimentos como navios de cruzeiro, resorts, acampamentos e 

restaurantes é a medida necessária para evitar a exposição da população 

(Patel et al., 2009). 

As infecções causadas por SaV resultam, em sua maioria, casos de 

diarreia que se resolvem sem maiores complicações. Quando o indivíduo é 

acometido por desidratação grave, há a recomendação de reposição oral ou 

intravenosa de líquidos e eletrólitos. Nenhum tipo de medicamento é 

necessário nestes casos. 

 

 

1.10. Sapovírus animal 

 

O SaV tem sido detectado em humanos e vários animais como suínos 

(Guo et al., 1999), visons (Guo et al., 2001), cachorros (Li et al., 2011a), leões 

marinhos (Li et al., 2011b), morcegos (Tse et al., 2012), chimpanzés (Mombo 

et al., 2014) e ratos (Firth et al., 2014), listados em ordem de descobrimento 

(Tabela 3). 

O SaV suíno (PoSaV) é o SaV animal mais detectado em todo o 

mundo. O genogrupo GIII é o que mais acomete suínos e, recentemente, os 

genogrupos GVI, GVII também foram relatados nesta população. Os dados 

sobre o genogrupo GV são limitados, porém, sabe-se que inclui suínos (GV.3) 

e leões marinhos (GV.4). 

Os PoSaV tem sido isolados em diversos países do mundo como 

Estados Unidos, Japão, Korea do Sul, Venezuela, Brasil, Bélgica, Itália, China, 
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Dinamarca, Finlândia, Hungria, Eslovênia e Espanha, com prevalência muito 

variada. Nos suínos, a infecção por SaV pode ocorrer em todas as idades, 

especialmente em animais jovens, causando infecções e lesões no intestino 

delgado que levam à diarreia. A gastroenterite pode ser caracterizada por 

diarreia, ou ainda, vômito e diarreia (menos frequente). A infecção por PoSaV 

também pode ser subclínica. 

Diversas amostras de SAV animal têm relação genética com amostras 

de SaV humanas sugerindo possível transmissão zoonótica. O SaV 

encontrado nos porcos domésticos e nos leões marinhos tem o genoma muito 

semelhante às variantes humanas do genogrupo GV, sugerindo uma possível 

transmissão inter-espécies (Bank-Wolf et al., 2010). 

 

 

Tabela 3: Distribuição dos genogrupos de SaV animais. 

Espécies Genogrupo Referência 

Cachorro GXIII Li et al., 2011a 

Suíno GIII, GV a GXI Guo et al., 1999 

Morcego GXIV (propostos: GXVI-GXIX) Tse et al., 2012 

Vison GXII Guo et al., 2001 

Chimpanzé GI Mombo et al., 2014 

Leão marinho GV Li et al., 2011b 

Rato GII, GXV Firth et al., 2014 

*Tabela adaptada de Makhaola et al., 2020 
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1.11. Diagnóstico dos Sapovírus 

 

Diversos métodos de diagnóstico de SaV humano tem sido utilizados 

desde a década de 1970. O diagnóstico pode ser direto por microscopia 

eletrônica de transmissão (MET), detecção de antígenos ou ácido nucléico. 

Atualmente, a MET não tem sido utilizada rotineiramente na maioria dos 

laboratórios, seja pela falta de profissionais capacitados para realizar este 

teste, seja por ser um método muito laborioso e que demanda excessivo 

tempo de execução. 

Embora os antígenos sejam muito específicos, a alta diversidade 

genética do SaV dificulta os ensaios de ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay) tornando-os menos sensíveis que a detecção 

de ácido nucléico. Já a sorologia, permite o diagnóstico indireto, mas é 

clinicamente irrelevante, visto que a soroprevalência nos adultos é superior a 

90% (Rousset et al., 2018).  

A partir da década de 1990, o avanço de técnicas de biologia molecular, 

permitiu estabelecer os primeiros protocolos de detecção viral pela técnica de 

transcrição reversa - reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR), que foi 

amplamente utilizado na detecção do SaV em população adulta e em crianças 

(Lee et al, 2012). Desde então, protocolos qualitativos e quantitativos têm sido 

utilizados como método de detecção e quantificação do SaV, como a PCR em 

Tempo Real (rRT-PCR). A vantagem da rRT-PCR em relação a RT-PCR 

convencional é a rapidez na execução, e, consequente, rapidez na liberação 

de resultados e, também a possibilidade de quantificação do cDNA, porém, 

ainda é considerado um método mais dispendioso.  Até o momento, não há 

relatos do uso de rRT-PCR em larga escala para detecção de SaV no Brasil. 

O uso de primers para diferentes alvos como a região da VP1, região 

da RdRp, ou para a junção da região VP1RdRp (as quais são as mais 

conservadas do genoma) tem sido amplamente utilizados (Trujillo et al., 

2006). A VP1 é o alvo mais utilizado para RT-PCR pois, seu produto pode ser 

sequenciado para se obter a genotipagem (Oka et al., 2015). Devido à alta 
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diversidade genética, muitos ensaios incluem múltiplos primers ou primers 

degenerados (Oka et al., 2015). 

O método diagnóstico padrão ouro para genotipagem e estudos de 

filogenia do SaV é o sequenciamento completo da VP1. Por apresentar 

aproximadamente 1600 pb, o sequenciamento desta região se torna bastante 

laborioso. Desta maneira, o sequenciamento parcial da região da VP1 tem 

sido muito utilizado pois, permite a identificação molecular e análise 

filogenética para caracterização dos diferentes SaV (Reuter et al., 2010). A 

definição de genogrupos e genótipos é muito importante para esclarecer a 

epidemiologia molecular dos SaV. 

 Atualmente os métodos mais utilizados para detecção dos SaV tem 

sido a RT-PCR multiplex, a RT-PCR convencional, a rRT-PCR e o 

sequenciamento de última geração (NGS) (Oka et al., 2015). Alguns SaV tem 

sido detectados por meio de técnicas como a metagenômica (que são 

independentes de primer específico) a partir de água de esgoto ou fezes de 

humanos, leões marinhos e cães. A metagenômica aplicada diretamente em 

amostras de fezes pode se tornar uma ferramenta de diagnóstico muito útil no 

futuro, quando seu custo e análise dos dados gerados for comparável aos 

métodos disponíveis. O sequenciamento do genoma completo ainda não faz 

parte das rotinas diagnósticas (Roussett et al., 2018). 

Atualmente, um dos meios mais convenientes para obtenção de um 

RNA padrão que possa ser utilizado como controle positivo das reações 

moleculares e possibilitar estudos de quantificação do SaV é a clonagem 

molecular do fragmento de interesse em plasmídeo bacteriano de expressão. 

Além da grande quantidade de material genético que pode ser produzida com 

a transcrição in vitro da inserção, permitindo facilmente a dosagem por 

espectrofotometria, a identidade do fragmento pode ser verificada por reações 

de sequenciamento (Sambrook e Russell, 2001).  
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1.12. Epidemiologia 

      

Globalmente, sabe-se que os SaV são importantes agentes etiológicos 

causadores de gastroenterite em crianças e adultos. Há diversos estudos 

epidemiológicos de SaV realizados na Ásia, Europa, Américas e África, em 

que este vírus é reconhecido como importante agente causador de 

gastroenterite aguda. No mundo, crianças com gastroenterite tem 

apresentado uma taxa de detecção de SaV que varia enormemente, entre 0,2 

a 39% (Magwalivha et al, 2018) e entre 2,2 a 15,6% em indivíduos de todas 

as idades (Oka et al., 2015, Varela et al., 2019). No entanto, no Brasil sua 

incidência ainda é pouco estudada. 

No Japão, 4% dos casos de gastroenterite viral nos anos de 2003 a 

2009, foram causadas por SaV (Dey et al, 2012). Em Bangladesh, a taxa de 

detecção de SaV foi de 2,7% em crianças menores de 3 anos de idade, no 

período de 2004 a 2005 (Dey et al., 2007). Na Tailândia (Kumthip et al., 2020) 

foi relatada uma taxa de detecção de SaV que variou de 1,6% de 2010 a 2015 

aumentando gradativamente até atingir 2,8% em 2018 em pacientes com até 

11 anos de idade. Na China, alguns trabalhos relatam taxas de detecção de 

0,5 a 1,89% em pacientes de todas as idades (Ren et al. 2013, Shen et al., 

2016). No Vietnã, alguns trabalhos apresentam taxas de infecção por SaV 

muito baixas, de 0,8 a 1,2% em crianças estudadas no período de 2002 a 

2003 e 2005 a 2006, respectivamente. 

Nos anos de 2007 a 2009, os SaV foram responsáveis por 4% dos 

surtos de gastroenterite aguda que ocorreram em países da Europa como, 

Holanda, Suécia, Eslovênia, Hungria, etc. Estudo realizado na Dinamarca no 

período de 2005-2007 demonstrou a mais alta prevalência de SaV (9%) na 

faixa etária de 7-18 meses (Johnsen et al, 2009). Na Alemanha (Mann et al., 

2019) detectou-se SaV em 8,8% das amostras coletadas de crianças entre os 

anos de 2008 e 2009 e, somente 2% de positividade em amostras coletadas 

de indivíduos de todas as idades no período de 2010 a 2018.  Entre os anos 

de 2015 a 2016, a Itália apresentou uma taxa de detecção de 6% para SaV 



44 
 

em amostras de crianças com menos de 15 anos de idade (Biscaro et al., 

2018). 

Chhabra e colaboradores 2013, realizou estudo nos EUA nos anos de 

2008-2009, em que 5,4% dos casos de diarreia aguda em crianças menores 

de 5 anos de idade foram causados por SaV.  Já, no estudo de Becker-Dreps 

e colaboradores (2014), 16,6% dos enteropatógenos encontrados em 

crianças menores de 5 anos com diarreia na Nicarágua, foram ocasionados 

por SaV. Estudo de coorte realizado em crianças menores de 2 anos de idade 

no Peru detectou SaV em 11,5% das amostras (Sanchez et al., 2018). Nas 

Filipinas, Liu e colaboradores (2015) relataram alta taxa de detecção, 7% em 

crianças menores de 2 anos, no período de 2012 a 2013. 

Estudo de revisão da distribuição dos SaV na África (Makhola et al., 

2020) encontrou taxas de detecção que variaram de 0% na Nigéria a 19% em 

Angola. Essas diferenças na detecção foram observadas não só entre os 

países Africanos, mas entre estudos de diferentes regiões do mesmo país. 

Por exemplo, em estudo feito no Quênia foram relatadas taxas de detecção 

de 4% no distrito de Lwak e 6% no distrito de Kibera, enquanto que outro 

estudo conduzido no mesmo país apresentou taxas de 10,8% de indivíduos 

infectados por SaV. A maioria (89%) dos estudos africanos foi conduzido em 

crianças menores de 5 anos de idade e 68% destes, foram publicados entre 

2015 e 2019.  

No mundo, temos o genótipo de SaV GI.1 como o mais frequentemente 

encontrado, seguido do genótipo GI.2 (Svraka et al., 2010). Todavia, 

diferentes genótipos tem circulado pelo mundo ao longo dos anos e o estudo 

destas variações é de suma importância para entender a dinâmica dos SaV. 

A emergência de SaV geneticamente semelhantes em diversos países da 

Europa e as mudanças de genótipos e genogrupos ao longo dos anos no 

Japão tem sido relatadas (Svraka et al., 2010, Harada et al., 2012, Harada et 

al., 2009). Em 2007, o genótipo GIV.1 foi predominante no Japão, Canada, 

EUA e Europa. Estas mudanças dos genótipos predominantes de SaV 

demonstram uma característica única que os diferencia de outros CaV como 
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os NoV, que apresentam um genótipo específico predominante no mundo 

todo, GII.4. 

Alguns trabalhos relatam coinfecções de SaV e outros vírus entéricos, 

como por exemplo, NoV, RVA, HAstrV, AdV, enterovírus (EV) (Iizuka et al., 

2010, Iritani et al., 2014, Lyman et al., 2009, Rasanen et al., 2010). 

 

1.13. Sapovírus no Brasil  

 

Um dos primeiros estudos que detectou os CaVs humanos no Brasil foi 

realizado por Timenetsky e colaboradores (1993) em amostras de crianças 

sintomáticas e assintomáticas no período de 1987 a 1988 em São Paulo. 

Posteriormente, diversos trabalhos detectaram a presença dos NoVs na 

maioria dos estados brasileiros, chegando a ser o principal vírus causador de 

gastroenterite no Brasil atualmente. 

As informações sobre a circulação dos SaV no Brasil são muito 

limitadas, pois estes vírus não estão incluídos no PMDDA. A maior parte do 

conhecimento adquirido sobre os SaV no Brasil provém de estudos realizados 

na região Norte, Nordeste e Centro-Oeste. Os estudos são pontuais e 

realizados com um número reduzido de amostras. A Tabela 4 apresenta as 

características gerais dos principais estudos de SaV no Brasil até o momento. 

 

Tabela 4: Características gerais dos estudos de identificação e caracterização 

molecular de sapovírus em amostras de fezes no Brasil. 

Cidade 

/UF 

Positivos 

X  

No Total de 

Amostras 

Faixa 

Etária 

Período de 

Estudo 
Genótipos Referência 

Salvador/BA 
1/139 

(0,7%) 
≤ 3 anos 2001-2002 GII.1 Xavier et al., 2009 

Belém/PA 
15/305 

(4,9%) 
≤  3 anos 2003 

GI.1, GI.2, 

GII.1 
Aragão et al., 2010a 
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Belém/PA 
2/81 

(2,5%) 
≤  10 anos 2008-2010 GI.1, GI.2 Aragão et al., 2013B 

Goiânia/GO 
25/539 

(4,6%) 

≤  4 anos e 

6 meses 
2009-2011 GI.1, GI.3 

De Oliveira et al., 

2014 

São Luís/MA 
11/112 

(9,8%) 
≤  3 anos 1997-1999 GII.1 Portal et al., 2016 

Rio de 

Janeiro/RJ 

12/341 

(3,5%) 
≤  84 anos 2012-2014 

GI.1, GI.2, 

GI.6, GII.1, 

GV.1 

Fioretti et al., 2016 

Manaus/AM 
6/156 

(3,8%) 
≤10 anos 2010-2011 

GI.1, GI.2, 

GII.2?, GII.4?, 

GII.4, GII.2 

Reymão et al., 2016 

Belém/PA 
9/172 

(5,2%) 
≤  2 anos 1990-1992 

GI.1, GI.7, 

GII.1, GV.2 
Costa et al., 2017 

Cajazeiras, 

Patos, Sousa 

(PB) 

Crato (CE) 

Ouricuri (PE) 

Picos (PI) 

35/1161 

(3,0%) 

2 a 36 

meses 
2009-2012 - Lima et al., 2019 

TO 8/8 - 2013-2016 GI.2, GI.3 Cilli et al., 2019 

 

 

No estado do Pará, foi realizada a detecção de SaV (5,2%) em crianças 

menores de 2 anos de uma comunidade de baixa renda, no período de 1990 

a 1992 (Costa et al., 2017). Os genótipos encontrados neste estudo foram 

GI.1, GI.7, GII.1 e GV.2. Aragão e colaboradores (2010) realizou estudo, no 

estado do Pará, com amostras de crianças menores de 3 anos coletadas no 

ano de 2003, com diagnóstico de diarreia. Das amostras testadas por RT-

PCR, 4,92% foram positivas para SaV, sendo os genótipos GII.1, GI.1 e GI.2 

os mais prevalentes. Em 2013, Aragão e colaboradores publicaram nova 

pesquisa, estudando crianças com menos de 10 anos de uma Comunidade 

Quilombola localizada em Belém, Pará no período de 2008 a 2010. A taxa de 
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detecção de SaV nessa população carente, com pouca infraestrutura, contato 

íntimo com animais e falta de água potável foi de 2,5% (taxa mais baixa do 

que a detectada anteriormente neste estado, porém mais alta que a detectada 

na Bahia, 0,7%) e os genótipos encontrados foram os mais comumente 

relatados, GI.1 e GII.2. Na Bahia, estudo com 139 amostras de fezes de 

crianças menores de 3 anos com gastroenterite aguda também identificou a 

presença de um SaV do genótipo GII.1 (Xavier et al., 2009).  

No estado de Goiânia, foi realizado o monitoramento de crianças 

frequentadoras de uma creche, entre os anos de 2009 a 2011, sendo 

observada excreção assintomática e prolongada de SaV; os genótipos GI.1 e 

GI.3  foram encontrados em 4,6% das amostras positivas (De Oliveira et al. 

2014). Lima e colaboradores (2019) conduziram estudo de caso controle em 

6 cidades da região semiárida do Brasil: Cajazeiras (PB), Patos (PB), Sousa 

(PB), Crato (CE), Ouricuri (PE) e Picos (PI). De 1161 amostras de crianças 

menores de 36 meses, somente 35 (3%) testaram positivas para SaV. No Rio 

de Janeiro, Fioretti e colaboradores (2016) também encontraram taxa de 

detecção de 3,5% de SaV em amostras de fezes de pacientes no período de 

2012 a 2014. As análises filogenéticas deste estudo revelaram a circulação 

de 5 genótipos: GI.1, GI.2, GI.6, GII.1 e GV.1. 

Portal e colaboradores (2016) realizaram estudo em crianças menores 

de 3 anos de idade hospitalizadas, com e sem diarreia, no estado do 

Maranhão. A frequência de SaV encontrada foi de 9,8% e somente uma 

amostra foi sequenciada, apresentando o genótipo GII.1. Em Manaus, 

amostras de fezes de crianças hospitalizadas menores de 10 anos de idade 

apresentando diarreia foram testadas contra SaV, detectando-se 3,8% de 

positividade. Diversos genótipos foram relatados: GI.1, GI.2, GII.2 e GII.4 

(Reymão et al., 2016). 

Em 2019, Cilli e colaboradores relataram a detecção de 6 SaV do 

genótipo GI.2 e 2 amostras do genótipo GI.3 em amostras coletadas no estado 

de Tocantins no período de 2013 a 2016. 
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2. RELEVÂNCIA 

 

Após a introdução da vacina contra RVA no Programa Nacional de 

Imunização (PNI) do Brasil em março de 2006, os casos de gastroenterite por 

RVA diminuíram drasticamente e o NoV emergiu como a principal causa de 

diarreia aguda em crianças em todo o mundo. Além dos NoV, outros vírus 

como o SaV, AdV e HAstrV passaram a ser detectados de forma frequente 

em pacientes com gastroenterite (Payne et al., 2008). 

Atualmente, os SaV são considerados importantes agentes causadores 

de gastroenterite em humanos. A diversidade genética destes vírus tem sido 

estudada em diversos países e a necessidade de vigilância é citada por 

diferentes autores (Becker-Dreps et al, 2014; Chhabra et al, 2013). Contudo, 

no Brasil, há poucos estudos sobre a incidência/detecção e, principalmente, 

sobre a diversidade genética dos SaV. Até o presente momento, nenhum 

estudo de prevalência de SaV no estado de São Paulo foi realizado. A maioria 

dos estudos brasileiros tem sido realizados com um número limitado de 

amostras e não contemplam indivíduos de todas as idades (Aragão et al., 

2010, Xavier et al., 2009, De Oliveira et al. 2014).  

A implantação das técnicas moleculares de diagnóstico de SaV no IAL 

possibilita a realização de estudos que direcionarão a vigilância 

epidemiológica. A determinação dos genótipos circulantes e estudos 

filogenéticos das sequencias encontradas dos SaV servem para monitorar a 

diversidade destes vírus e estabelecer as relações filogenéticas entre os vírus 

encontrados no Brasil e os detectados em outros países.  

Portanto, o objetivo desta tese foi padronizar e implantar testes para 

diagnóstico dos SaV em amostras de pacientes com quadro de diarreia aguda 

no Brasil.  Este estudo contribui para o esclarecimento de cerca de 40% dos 

casos de gastroenterite aguda em que não há definição do agente causador 

da doença.  
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3. OBJETIVO 

 

O estudo teve por objetivo geral a padronização e implantação de 

técnicas moleculares e a caracterização molecular de SaV em amostras de 

fezes de pacientes com gastroenterite. 

  

 

3.1. Objetivos Específicos 

 

1-  Padronizar o ensaio de RT-PCR convencional para diagnóstico dos SaV. 

2-  Padronizar o ensaio de rRT-PCR para diagnóstico dos SaV. 

3- Obter o RNA padrão para SaV por clonagem. 

4-  Determinar os genótipos circulantes nas regiões Centro Oeste, Sudeste e 

Sul, pelo sequenciamento dos SaV detectados. 

5-  Analisar filogeneticamente os SaV. 

6- Estudar os SaV em surtos e casos esporádicos em crianças e adultos. 

7- Estudar a taxa de detecção e frequência de SaV por faixa etária. 

8- Implantar o diagnóstico dos SaV no monitoramento laboratorial das 

gastroenterites no Núcleo de Doenças Entéricas do Instituto Adolfo Lutz 

(NDE-IAL). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1. MATERIAIS 

 

4.1.1. Amostragem 

 

O presente estudo, retrospectivo e descritivo foi realizado utilizando 

amostras fecais de conveniência, coletadas de pacientes de 0 a 91 anos, 

provenientes das regiões Sudeste, Centro-Oeste e Sul do Brasil. Estas 

amostras foram coletadas por meio do PMDDA e fazem parte do 

biorrepositório do Núcleo de Doenças Entéricas do Instituto Adolfo Lutz (NDE-

IAL), Centro de Referência Macrorregional para a vigilância das 

gastroenterites virais, Ministério da Saúde (MS) – Brasil (Figura 5). O PMDDA 

estuda amostras fecais de pacientes com sintomas de gastroenterite aguda 

que são enviadas ao NDE-IAL e permanecem estocadas em freezer -20ºC até 

o momento das análises. As amostras foram testadas para RVA por kits de 

ELISA comerciais. Amostras negativas para RVA também foram analisadas 

para NoV por kits de ELISA comerciais e rRT-PCR in house, e para AdV 

utilizando a PCR convencional.  
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Figura 5: Mapa do Brasil: em destaque estão os Estados de Mato 

Grosso (MT), Tocantins (TO), Goiás (GO), Mato Grosso do Sul (MS), São 

Paulo (SP), Paraná (PR), Santa Catarina (SC) e o Distrito Federal (DF) das 

regiões Sul, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil que fazem parte do PMDDA e 

têm o NDE-IAL como centro de referência macrorregional para a vigilância 

das gastroenterites virais. 

 

 

O estudo dos SaV foi realizado como diagnóstico diferencial para surtos 

e casos esporádicos de diarreia aguda com suspeita de infecção viral que não 

tenham sido confirmados como RVA, NoV ou AdV, seguindo o algoritmo 

interno do NDE. 

Entre 2010 e 2017, 8524 amostras foram encaminhadas ao NDE com 

suspeita de gastroenterite viral. Para este estudo foram selecionadas 

amostras negativas para RVA, NoV e AdV, num total de 3974 (46,6%) 

amostras contendo informações básicas para estudos como idade do 

paciente, data de início dos sintomas e data de coleta da amostra. As faixas 

etárias estudadas foram assim divididas: 0-2 anos, 3-5 anos, 6-18 anos, 19-

60 anos e >60 anos.  
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4.1.2. Controle positivo 

 

Como controle positivo (CP) para SaV foi utilizada uma amostra de 

fezes sabidamente positiva cedida pela Dra. Yvone B. Gabbay, do Instituto 

Evandro Chagas, Pará, Brasil. Para o início dos testes, o RNA viral contido 

nessa amostra foi extraído e confirmado por RT-PCR convencional para o 

gene VP1 como SaV. Após o sequenciamento, a amostra foi classificada 

como SaV GI.1.  

 

 

4.1.3. Suspensão Fecal 

 

As amostras fecais armazenadas em freezer -20oC foram clarificadas 

por suspensão a 10% em 1mL do tampão Tris (Invitrogen, Carlsbad, CA), HCl 

(Merck & Co., Inc, Whitehouse Station, NJ), respectivamente (Tris/HCl 10mM; 

pH 7,4). Essas suspensões foram agitadas vigorosamente por 3 minutos e 

centrifugadas a 5000 x g por 30 minutos, adaptado de Pereira e colaboradores 

(1983). O sobrenadante das suspensões fecais foram então, estocados em 

freezer a –20oC. Devido ao grande número de amostras utilizado no presente 

estudo, estas foram testadas em pool. Cada pool foi constituído por 5 

amostras de fezes, seguindo a ordem numérica crescente das amostras dos 

anos em estudo. Os pools foram preparados utilizando a técnica de 

clarificação de amostras com a inclusão de 10% de cada uma das 5 alíquotas 

de fezes no mesmo tubo contendo 1mL do tampão Tris. Assim que a 

positividade foi constatada em determinado pool, essas amostras integrantes 

do pool foram testadas individualmente (a partir da alíquota armazenada) de 

modo a se identificar o caso ou os casos positivos.  
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4.2. MÉTODOS 

 

4.2.1. Extração de RNA 

 

A extração de RNA foi realizada utilizando o kit QIAamp® Viral RNA 

Mini Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA). Neste kit utilizam-se colunas de 

centrifugação compostas por silica-gel para aumentar as chances de extração 

e concentração de pequenas quantidades de ácido nucléico. Esta 

metodologia foi utilizada para extração do RNA das amostras de fezes  

mantidas em freezer -20oC até o momento da extração. Para isso, 140 µL das 

suspensões fecais foram adicionadas a 560 µL do tampão AVL contendo o 

RNA Carrier e estes microtubos, agitados vigorosamente. As amostras foram 

incubadas à temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugadas 

rapidamente. Em seguida, 560 µL de etanol 100% foram adicionados e 

novamente, as amostras foram agitadas vigorosamente e centrifugadas. À 

coluna de sílica foram adicionados 630 µL da mistura e, esta, centrifugada a 

6000 x g por 1 minuto para ligação do RNA ao filtro. O coletor contendo o 

filtrado foi descartado e substituído por outro. Este procedimento foi repetido 

mais uma vez ou até que toda a mistura tenha atravessado a coluna. Foram 

adicionados 500 µL do tampão AW1 na coluna para lavagem do RNA e esta 

foi centrifugada a 6000 x g por 1 minuto. O tubo coletor foi descartado e 

substituído; 500 µL do tampão AW2 foram adicionados à coluna e 

centrifugados a 20000 x g por 3 minutos. O coletor contendo o filtrado foi 

descartado, substituído e nova centrifugação foi realizada a 20000 x g por 1 

minuto. Finalmente, foram adicionados 60 µL de tampão AVE à coluna, 

incubada 1 minuto à temperatura ambiente e centrifugada a 6000 x g por 1 

minuto. O filtrado contendo o RNA foi armazenado em freezer -20oC até o 

momento do uso. 
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4.2.2. Padronização da RT-PCR convencional 

 

Para a escolha do tipo de RT-PCR convencional que seria utilizada 

neste estudo foram testadas duas metodologias: a RT-PCR (single-round) e 

a nested RT-PCR constantes no Quadro 1 e utilizando diferentes primers 

(Tabela 5), que amplificam parte da região da proteína VP1. Para realizar 

estes testes comparativos, foram usados o CP e 69 pools de amostras 

aleatórias pertencentes ao ano de 2012. Os primers que se mostraram mais 

sensíveis na detecção dos SaV foram eleitos para a realização do screening 

de todas as amostras deste estudo. 

 

Quadro 1. Combinação dos primers testados para a detecção molecular das 

amostras de sapovírus por RT-PCR convencional.  

 

RT-PCR (Single-round) Referência 

 

SV-F11 / SV-R1 

 

Kitajima et al (2010), Choi 

et al (2015), Yoneda et al 

(2016) 

Nested-RT-PCR  

RT-PCR  

(First-Round) 

Nested PCR 

(Second-round) 

 

SV-F11 / SV-R1 SV-F21 / R2 Okada et al (2002), 

Hasnman et al (2005) 

 

SV-F13 / SV-R13 

SV-F14 / SV-R14 

SV-F22 / R2 Okada et al (2006), 

Kitajima et al (2010) 
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Tabela 5. Sequência dos primers testados para a detecção molecular do 

sapovírus por RT-PCR convencional.  

Primer Orientação Posição* Sequência 5´- 3´ 

SV-F11 + 5098-5117 GCYTGGTTYATAGGTGGTAC 

SV-R1 - 5878-5857 CWGGTGAMACMCCATTKTTCCAT 

SV-F21 + 5157-5177 ANTAGTGTTTGARATGGAGGG 

SV-F22 + 5154-5172 SMWAWTAGTGTTTGARATG 

SV-R2 - 5591-5572 GWGGGRTCAACMCCWGGTGG 

SV-F13 + 5074-5094 GAYYWGGCYCTCGCYACCTAC 

SV-F14 + 5074-5094 GAACAAGCTGTGGCATGCTAC 

SV-R13 - 5876-5861 GGTGANAYNCCATTKTCCAT 

SV-R14 - 5876-5861 GGTGAGMMYCCATTCTCCAT 

*Posição da sequência dos nucleotídeos baseada no vírus Manchester 

(número de acesso: X86560) 

Segue a mistura de bases degeneradas para os primers e probes: Y=C/T, 

S=G/C, R=A/G, W=A/T, M=A/C, K=G/T 

 

 

Dois kits comerciais para ambas as metodologias de RT-PCR 

convencional (Single-round) e nested RT-PCR (First-round) foram testados: 

SuperScript® III Platinum® One-Step qRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

EUA) e GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR System (Promega, EUA) que 

consistem em um tampão específico para a reação contendo dNTPs e MgSO4 

ou MgCl (Master Mix) e as enzimas (transcriptase reversa e polimerase).  

Para a PCR convencional foi utilizada uma mistura para 20 µL de 

volume final contendo: 12,5 µL Master Mix, 0,5 µL enzima, 0,5 µL de cada um 

dos primers escolhidos para os testes na concentração de 10 µM (Tabela 5) 

e água para biologia molecular em quantidade suficiente para 20 µL; e por fim, 

adicionou-se 10 µL do RNA extraído das amostras.  

A nested RT-PCR foi realizada utilizando-se da mistura de reagentes 

como descrita acima adicionando-se 2 µL do produto da primeira PCR. As 

condições para amplificação do produto da RT-PCR foram: transcrição 
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reversa a 50oC por 30 segundos, seguido da desnaturação inicial de 95oC por 

3 minutos, 35 ciclos de amplificação com desnaturação a 95oC por 30 

segundos, anelamento 48oC por 30 segundos, reação de extensão a 74oC por 

45 segundos, e extensão final a 74oC por 5 minutos. A nested PCR teve como 

condições de amplificação: desnaturação inicial de 95oC por 3 minutos, 

seguido de 35 ciclos de amplificação com desnaturação a 95oC por 30 

segundos, anelamento a 48oC por 30 segundos, reação de extensão a 74oC 

por 45 segundos, e extensão final a 74oC por 5 minutos (Okada et al, 2006). 

Em todas as reações de PCR foram acrescidos o CP e Controle 

Negativo (CN) (água para biologia molecular). A PCR foi realizada em 

termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystem).  

 

 

 

4.2.3. Fotodocumentação em gel de agarose 

 

Os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose à 1,2% (Invitrogen, Carlsbad, CA) diluída em tampão TBE 1x (Tris-

ácido bórico-EDTA; pH 8,0). Adicionou-se 6µL de GelRedTM Nucleic Acid Gel 

Stain (Biotium, Inc., CA, EUA) (Sambrook et al., 1989), corante fluorescente 

intercalante de DNA. O gel foi preparado em cuba de eletroforese horizontal 

e as cavidades (poços) para aplicação dos amplicons foram formadas com 

pentes. Após a solidificação do gel, a corrida eletroforética ocorreu utilizando-

se uma cuba horizontal contendo tampão de corrida TBE 1x. O volume de 7µL 

do produto amplificado foi misturado à 3µL de tampão de aplicação (azul de 

bromofenol 1% acrescido de sacarose) e aplicado às cavidades 

correspondentes. O volume de 4 µL do marcador de peso molecular (100pb 

DNA Ladder, Invitrogen, Carlsbad, CA) também foi aplicado acrescido de 3µL 

de tampão de aplicação. O sistema de corrida foi submetido a uma corrente 

elétrica constante de 120V por 50 minutos. 

Os amplicons foram observados em transiluminador L-Pix Touch 

(Loccus Biotecnologia) e o registro do resultado foi feito por meio de fotos dos 
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géis. Todas as amostras consideradas positivas, apresentaram bandas de 

tamanhos específicos para cada par de primers utilizados. 

Os fragmentos esperados quando da utilização dos primers SV-F11, 

SV-R1 foram de aproximadamente 780pb, para os primers SV-F13/F14, SV-

R13/R14, 800pb e para a nested-PCR com os primers SV-F22/SV-R2 ou SV-

F21/SV-R2, um fragmento de aproximadamente 420pb do gene do capsídeo 

foi amplificado (Nakamura et al., 2010 e Kitajima et al., 2010). 

 

4.2.4. Screening das amostras com suspeita de 

gastroenterite 

 

 As 3974 amostras negativas para RVA, NoV e AdV recebidas no NDE 

nos anos de 2010 a 2017 foram analisadas em pools para SaV por nested RT-

PCR utilizando os primers SV-F11 / SV-R1 e SV-F21 / R2 e nas condições 

descritas anteriormente, utilizando-se o kit GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR 

System (Promega, EUA). 

 

4.2.5. Padronização da rRT-PCR 

 

A rRT-PCR foi padronizada utilizando como alvo a região mais 

conservada do genoma dos SaV, a junção capsídeo-polimerase localizada na 

ORF1 de todos os SaV humanos (GI, GII, GIV e GV), em reação única, de 

acordo com Oka e colaboradores (2006) com modificações. Este protocolo 

tem sido amplamente utilizado em literaturas do Brasil e do mundo (Diez-

Valcarce et al., 2018, Sánchez et al, 2018; Fioretti et al, 2016; Shioda et al., 

2016, Torner et al., 2016, Liu et al, 2015; Niwa et al, 2014; Chhabra et al, 2013, 

Kitajima et al, 2010, Johnsen et al., 2009).  

Os testes de padronização foram realizados utilizando-se a plataforma 

ABI 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) 

e a plataforma LightCycler 480® (Roche, Alemanha). Os kits usados foram: 

SuperScript® III Platinum® One-Step qRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
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EUA) e GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR System (Promega, EUA) que 

consistem em um tampão específico para a reação (Master Mix), enzima e 

referência passiva ROX/CXR. 

A reação de rRT-PCR foi testada usando ambos os kits para rRT-PCR 

citados acima (Invitrogen e Promega). Foi realizada uma mistura de volume 

final 25 µL contendo: 12,5 µL Master Mix, 0,5 µL enzima, 0,5 µL de cada um 

dos primers a 400nM (SaV124F, SaV1F, SaV5F e SaV1245R), 1 µL de cada 

probe TaqMan® com MGB (minor groove-binding) a 5 pmol (SaV124TP e 

SaV5TP) (Tabela 6), água grau puro para biologia molecular em quantidade 

suficiente para 20 µL, e por fim, 5 µL do RNA extraído das amostras. O CP e 

CN (água livre de DNAse e RNAse) foram incluídos em cada reação. As 

condições de ciclagem foram: 1 ciclo a 50oC por 30 minutos (para transcrição 

reversa) e, então, 95oC por 5 minutos, seguido de 45 ciclos de 95oC por 15 

segundos e 56oC por 1 minuto.  

Quando necessário, 0,03 µL da referência passiva ROX/CXR foi 

incluída para normalizar o sinal da fluorescência do repórter. 

A probe do tipo TaqMan® foi marcada na região 5´terminal com 

molécula sinalizadora 6-carboxifluoresceína (FAM) e na região 3´ terminal 

com MGB. O MGB aumenta a temperatura de melting (Tm) das sondas, 

permitindo o uso de sondas pequenas. 

As etapas da rRT-PCR foram realizadas em diferentes salas: a etapa 

de extração do RNA viral foi realizado em cabine de segurança biológica em 

área isolada; a mistura dos reagentes e preparo das microplacas foi feita em 

estação de trabalho (workstation) na área 1, e as amostras de RNA viral foram 

aplicadas na microplaca na área 2. Para controle de reagentes e ambiente, 

foram inseridos 2 NTC (no template control) em todas as reações. 
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Tabela 6. Primers e probes utilizados na rRT-PCR para sapovírus. Tabela 

extraída de Oka e colaboradores, 2006. 

a. Segue a mistura de bases degeneradas para os primers e probes: Y=C/T, 

S=G/C, R=A/G 

b. + senso, - anti-senso 

c. As probes são marcadas com molécula sinalizadora (reporter dye) 6-

carboxifluoresceína (FAM) na região 5´terminal e com MGB (minor groove-

binding) quencher não fluorescente (NQF) na região 3´ terminal do 

oligonucleotídeo 

d. Corresponde a posição de nucleotídeos da amostra Mc10 GII do genoma 

completo (AY237420) 

e. Corresponde a posição de nucleotídeos da amostra Parkville GI da 

sequência parcial (U73124) 

f. Corresponde a posição de nucleotídeos da amostra NK24 GV do genoma 

completo (AY646856) 

 

Para a visualização dos resultados e análises dos parâmetros das 

reações, como Threshold Cycle (Ct) e ΔRn foi utilizado o software do 

equipamento fornecido pelo fabricante. 

Após a padronização do teste, somente o kit SuperScript® III 

Platinum® One-Step qRT-PCR foi utilizado para realizar a rRT-PCR das 

amostras selecionadas. 

 Primer ou 

Probe 

Sequence (5´ - 3´)a Polaridade

b 

Localização 

Primer SaV124F GAY CAS GCT CTC GCY ACC TAC + 5078-5098d 

 SaV 1F TTG GCC CTC GCC ACC TAC + 5077-5094e 

 SaV5F TTT GAA CAA GCT GTG GCA TGC 

TAC 

+ 5112-5135f 

 SaV1245R CCC TCC ATY TCA AAC ACT A - 5163-5181d 

Probe SaV124TP FAM - CCR CCT ATR AAC CA - 

MGB-NQF 

- 5105-5118d 

 SaV5TP FAM - TGC CAC CAA TGT ACC A - 

MGB-NQF 

- 5142-5157f 
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4.2.6. Validação do ensaio de rRT-PCR  

 

 Para validação analítica do ensaio de rRT-PCR foi utilizado como 

padrão o CP, amostras positivas para SaV e amostras positivas para outros 

vírus que causam gastroenterite. Estas amostras foram analisadas por RT-

PCR convencional e, posteriormente, sequenciadas para verificação dos 

genótipos. 

 Para avaliar a eficiência do protocolo de rRT-PCR, uma curva de 

diluição em série de 5 (5 logs) foi processada para detecção da região da 

junção polimerase/capsídeo da ORF1 dos SaV. O teste de linearidade foi 

realizado por curva em quadruplicata, composta por 6 pontos de 

concentração, iniciando na amostra diluída 1:10, seguida por 5 diluições de 

1:5, utilizando-se a plataforma ABI 7500 Real Time PCR System. 

 A maior diluição que produziu sinal de amplificação foi 1:55. Para o 

cálculo dos parâmetros de eficiência, foi considerado o valor estimado de 1 

cópia na diluição 1:55, correspondendo ao ponto de maior diluição da curva 

que produziu sinal de amplificação. Para os cálculos de eficiência foram 

excluídos os pontos cuja diluição não produziu sinal de amplificação. 

Para avaliação da especificidade e sensibilidade diagnóstica da rRT-

PCR em relação à detecção de SaV foram selecionadas amostras 

provenientes do monitoramento das diarreias agudas e previamente 

caracterizadas por metodologias moleculares (PCR convencional e 

sequenciamento). Para compor o grupo dos “verdadeiros negativos” foram 

selecionadas duas amostras positivas para cada um dos vírus que mais 

comumente são encontrados em amostras com suspeita de diarreia viral e 

para os quais o NDE realiza o diagnóstico diferencial nos casos de 

gastroenterite: RVA, NoV, AdV e HAstrV. O grupo dos “verdadeiros positivos” 

foi composto por 15 amostras positivas para SaV e que já haviam sido 

testadas e tiveram resultado negativo para os outros vírus citados acima. 

Para o teste de repetibilidade, foram realizados 4 ensaios em 3 dias 

consecutivos, com as amostras sendo analisadas em triplicata. A 

reprodutibilidade intralaboratorial foi analisada testando as mesmas amostras 
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em triplicata por 2 técnicos diferentes e outro ensaio usando 2 equipamentos 

diferentes. 

 

 

4.2.7. Análise estatística 

 

Para análise estatística relativa à eficiência do protocolo 

de rRT-PCR, linearidade, inclinação da curva (Slope), coeficiente 

de correlação (R2) e desvio padrão foram utilizados os softwares dos 

equipamentos ABI 7500 Real Time PCR System e LightCycler 480®. 

 

4.2.8. Avaliação da nested RT-PCR em relação a rRT-PCR 

 

 Para avaliar a sensibilidade e especificidade da nested RT-PCR em 

relação a rRT-PCR para a detecção de SaV foi selecionado um grupo de 202 

amostras de fezes de crianças menores de 5 anos de idade provenientes das 

regiões Sudeste, Centro-Oeste e Sul, coletadas no ano de 2017. 

 

  

4.2.9. Sequenciamento e Análise  

 

4.2.9.1. Purificação do produto da PCR 

 

O produto da PCR foi submetido à purificação pelo kit comercial 

PureLinkTM PCR Purification kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acordo com o 

protocolo descrito pelo fabricante. Foram adicionados 400µL do tampão de 

ligação acrescido de isopropanol a cada produto da PCR, seguindo-se de 

homogeneização em agitador de tubos. As misturas foram transferidas para 

as coluna de purificação e centrifugadas a 10000 x g por 1 minuto. Os filtrados 

coletados nos tubos coletores foram desprezados e os microtubos contendo 

a coluna de purificação foram transferidos para um novo tubo coletor. 

Adicionaram-se 650 µL de tampão de lavagem acrescido de etanol a cada 
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coluna, seguindo-se de centrifugação a 10000 x g por 1 minuto. Novamente, 

os tubos coletores foram descartados e os microtubos contendo a coluna 

foram transferidos para o novo tubo coletor. Uma nova centrifugação a 13000 

x g foi realizada por 2 a 3 minutos para remover qualquer resíduo do tampão 

de lavagem. Os microtubos contendo a coluna de purificação foram 

transferidos para o tubo de eluição e 50µL do tampão de eluição (10mM 

Tris/HCL, pH 8,5) foi adicionado ao centro da coluna. As misturas foram 

incubadas por 1 minuto à temperatura ambiente, seguindo-se de 

centrifugação a 13000 x g por 2 minutos. Os microtubos contendo a coluna de 

purificação foram removidos e descartados. Todas as etapas da reação foram 

realizadas em temperatura ambiente (20-25oC). Após a purificação, a solução 

de DNA obtida foi estocada a -20oC até o momento da reação de 

sequenciamento. 

 

4.2.9.2. Quantificação do produto da PCR após a 

purificação 

 

Após a purificação do produto da PCR, foi determinada a concentração 

do DNA resultante por meio de eletroforese em gel de agarose utilizando-se 

um padrão de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) para comparação visual da intensidade da banda adquirida. Dessa forma, 

foi possível definir a concentração de DNA de cada amostra a ser usado na 

reação de sequenciamento. 

 

 

4.2.9.3. Reação de sequenciamento 

 

O Kit Big DyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied 

Biosystems, Inc., EUA) foi utilizado para a reação de sequenciamento das 

amostras, seguindo o método de Sanger e colaboradores (1977).  

A mistura para sequenciamento contém: 2µL de BigDye® (Applied 

Biosystems, Inc., EUA), 6µL de tampão 5x concentrado (Invitrogen, Carlsbad, 
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CA), 1µL de cada primer específicos SV-F21 (primer senso) e SV-R2 (primer 

anti-senso) e água MilliQ estéril para completar o volume final de 25 µL. Todas 

as etapas do preparo da mistura foram realizadas em banho de gelo. A 

ciclagem foi realizada em termociclador com a seguinte programação: 25 

ciclos (96o C por 10 segundos, 50oC por 5 segundos, 64oC por 4 minutos). 

 

 

4.2.9.4. Purificação e precipitação do produto da 

reação de sequenciamento 

 

Os produtos de sequenciamento foram purificados utilizando o método 

acetato-etanol quando a reação de sequenciamento foi realizada em placa de 

96 orifícios ou purificado em colunas de centrifugação Centri-Sep™ spin 

columns (Invitrogen, Carlsbad, CA) quando da utilização de microtubos, este 

último, realizado de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.  

 

4.2.9.5. Método de purificação Acetato-Etanol 

 

 A purificação iniciou-se com a adição de 52 µL da solução 

etanol/acetato de sódio em cada orifício da placa em que o sequenciamento 

foi realizado, misturando bem com o auxílio da micropipeta multicanal. A placa 

foi vedada e colocada em banho de gelo por 15 minutos. Em seguida, a placa 

foi centrifugada a 2000 x g por 20 minutos. O sobrenadante foi desprezado e 

a placa invertida em papel absorvente. Outra centrifugação foi realizada 150 

x g por 1 minuto (sem vedação). 

 Adicionou-se 150µL de etanol a 70% em cada orifício da placa e esta 

foi centrifugada a 2000 X g por 5 minutos. Novamente, o sobrenadante foi 

desprezado, a placa invertida em papel absorvente e a 150 x g por 1 minuto 

(sem vedação). A placa com selante foi armazenada a -20oC até o momento 

do sequenciamento. 
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4.2.9.6. Método de purificação por colunas de 

centrifugação 

 

As colunas de purificação Centri-Sep™ Spin Columns (ThermoFisher) 

foram previamente hidratadas com 800µL de água milliQ estéril por 30 

minutos. Após a hidratação, as colunas foram acopladas a tubos coletores e 

centrifugadas) a 750 x g por 2 minutos. Os tubos coletores foram removidos e 

as colunas foram transferidas para novos microtubos. Adicionaram-se 20µL 

do produto de cada cycle sequencing nos microtubos contendo a coluna de 

purificação, seguindo-se de centrifugação a 750 x g por 2 minutos. O filtrado 

contendo o produto de sequenciamento foi seco por centrifugação em 

centrifuga à vácuo utilizando a temperatura de 45oC por 2 horas. O produto 

precipitado foi armazenado em freezer -20oC até o momento do 

sequenciamento. 

Na etapa final os produtos precipitados foram ressuspendidos em 10µL 

de formamida Hi-DiTM (Applied Biosystems, Inc., EUA) e submetidos à análise 

em sequenciador automático ABI 3130 (Applied Biosystems, Inc. USA), 

utilizando o polímero POP7 (Applied Biosystems, Inc., EUA). 

 

 

4.2.9.7. Análise das sequencias de nucleotídeos  

 

Os cromatogramas das sequências senso e anti-senso obtidos pela 

análise do sequenciador automático foram editados manualmente a fim de se 

obterem sequências consenso (contigs), usando o software Sequencher™ 4.7 

(Gene Codes Corporation, Michigan, EUA). O site 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) foi 

utilizado como ferramenta para a comparação das sequências consenso 

geradas para cada amostra.  

As sequências obtidas neste estudo e um conjunto de 

sequências cognatas disponíveis na base de dados GenBank, foram 

alinhadas utilizando o programa Clustal W (Thompson et al 1994). O programa 
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BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA) foi usado para a análise das sequências 

alinhadas e cálculo das matrizes de identidade. 

As árvores de nucleotídeos utilizaram como critério de algoritmo de 

distância Neighbor Joining (NJ) determinado pelo programa MEGA versão 6.0 

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al., 2007). O valor de 

bootstrap foi calculado com 1000 repetições. 

 

4.2.9.8. Números de acesso das sequencias no 

GenBank 

 

As sequências parciais de nucleotídeos dos SaV foram depositadas no 

GenBank sob os seguintes números de acesso: MT939669-MT939694, 

MW149517-MW149520, MW160211-MW160214, MW175902-MW175920, 

MW183114-MW183120, MW191836-MW191848, MW206713-MW206736. 

 

 

4.2.9.9. Clonagem de Sapovírus 

 

Para a obtenção de um RNA padrão que possa ser utilizado como CP, 

foi realizada a clonagem molecular da região VP1 do genoma viral de uma 

amostra já sequenciada de SaV genótipo GI.1.  

Após a purificação em gel de agarose 1,2%, o produto de PCR foi ligado 

ao vetor pGEM-T Easy (Promega) do kit pGEM®-T Easy Vector System I 

(Promega) (Figura 6), de acordo com as instruções do fabricante. Em seguida 

transformado em E. coli competente. Um volume de 200 µl do transformante 

foi adicionado em placa de petri contendo 20 mL de meio LB Agar com 

ampicilina (100 µg/mL), IPTG (100 ng/mL) e X-gal (50 ng/mL). Após 24h na 

estufa a 37°C as colônias brancas foram inoculadas em 3 mL de meio LB 

líquido contendo ampicilina (250 mg/mL) por 16h em agitação de 240 rpm a 

37°C. Para extrair o DNA plasmidial da cultura bacteriana foi realizada a lise 

alcalina com SDS (Sambrook & Russell, 2001). Para linearização dos 
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plasmídeos foi realizada uma digestão com a enzima PST1 (Invitrogen), de 

acordo com as instruções do fabricante. 

 

 

 

 

Figura 6: Representação do vetor pGEM-T Easy (Promega) do kit pGEM®-T 

Easy Vector System I (Promega). Fonte: site 

https://www.promega.com.br/products/pcr/pcr-cloning/pgem-t-easy-vector-

systems/?catNum=A1360 

 

 

 O plasmídeo linearizado foi transcrito in vitro, sob a ação da enzima 

T7, com o emprego do kit MEGAscript T7 (Invitrogen). O RNA transcrito foi 

tratado com a enzima DNAse I, seguido de inativação da enzima pelo 

reagente inativador de DNAse, para eliminar resíduos de DNA da fita molde, 

e purificado pelo método de coluna, segundo kit MEGAclearTM transcription 

clean-up kit (Invitrogen) eluído em volume final de 100 µl. Para quantificar o 

RNA transcrito foi utilizado o kit Quanti-iTTM RiboGreenTM RNA Assay 

(Invitrogen). 

O RNA sintético foi diluído seriadamente e a rRT-PCR foi realizada 

para quantificação e escolha da melhor diluição de uso. Este RNA foi 

aliquotado e estocado a –80oC. 
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1. Padronização da RT-PCR convencional 

 

Para a realização da RT-PCR convencional foram testados 2 kits 

comerciais que funcionaram de forma satisfatória em todos os testes 

utilizando o CP. Portanto, para a padronização dos testes de RT-PCR 

convencional foi escolhido como padrão o kit GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR 

System. 

Na comparação dos testes de PCR convencional com diferentes 

primers, o ensaio de nested RT-PCR com primers SV-F11 / SV-R1 e F21 / R2 

foi o que obteve melhores resultados para detecção dos SaV (18/69) (Tabela 

7). 

 

Tabela 7. Comparação de testes de PCR convencional utilizando diferentes 

primers para detecção de SaV.  

 

PCR convencional Primers Positividade para SaV 

RT-PCR: Single-round SV-F11 / SV-R1 8/69 

Nested-RT-PCR 
SV-F11 / SV-R1 

e SV-F21 / R2 
18/69 

Nested-RT-PCR 

SV-F13 / SV-R13 

SV-F14 / SV-R14 

e SV-F22 / R2 

13/69 
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5.2. Screening das amostras com suspeita de gastroenterite 

 

Após estabelecer os parâmetros para o ensaio de nested RT-PCR, 

todos os pools contendo as 3974 amostras negativas para RVA, NoV e AdV 

armazenadas no NDE dos anos de 2010 a 2017 foram analisadas para SaV. 

Dessas 3974, 149 (3,7%) foram positivas para SaV utilizando a nested RT-

PCR. Abaixo segue foto de gel de agarose contendo 7 das 149 amostras 

positivas para SaV (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 1,2% referente à amplificação 

de um fragmento de aproximadamente 420pb do gene do capsídeo dos 

sapovírus estudados, utilizando os primers SV-F21/SV-R2. PM: peso 

molecular 100pb; Canaletas 1 a 7: amostras suspeitas de SaV; CP: Controle 

Positivo de SaV; CN: Controle Negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

PM      1        2        3        4       5       6       7      CP   CN   
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5.3. Padronização e validação da rRT-PCR  

 

A rRT-PCR foi padronizada e validada utilizando o protocolo de Oka e 

colaboradores (2006) com modificações, que tem sido usado mundialmente. 

Os resultados obtidos dos testes de validação e avaliação da eficiência do 

ensaio de rRT-PCR para SaV utilizado neste estudo seguem registrados 

abaixo. 

 

5.3.1. Ensaio de Eficiência da rRT-PCR para Sapovírus 

 

O reagente SuperScript® III Platinum® One-Step qRT-PCR (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA) apresentou resultados mais satisfatórios (curva sigmóide) 

em relação à GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR System (Promega, EUA) e por 

esse motivo foi utilizado preferencialmente nos ensaios de validação e 

avaliação (Figura 8). Para o cálculo da eficiência foram realizadas 6 diluições 

e 4 replicadas cada (Figura 9, 10).  

 

 

 

 

 

Figura 8. Perfil da absorbância emitida durante cada ciclo no ensaio de 

rRT-PCR para o CP de sapovírus utilizando diferentes kits de master mix. 

Neste gráfico as linhas vermelhas representam a amostra de CP em duplicata 

feita com o reagente SuperScript® III Platinum® One-Step qRT-PCR e as 

linhas verdes, o CP em duplicata feito com o reagente GoTaq® Probe 1-Step 

RT-qPCR System. Equipamento utilizado: ABI7500 (Applied Biosystems, 
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Foster City, CA, EUA). Os resultados do teste foram interpretados pelo 

software ABI7500 v2.0.6. 

 

 Figura 9. Perfil logarítmico da absorbância emitida durante cada ciclo 

no ensaio da curva de concentração decrescente para o protocolo de rRT-

PCR do CP de sapovírus. Neste gráfico estão incluídas as amostras puras e 

diluições log 5 para a análise da precisão das medidas. Equipamento utilizado: 

ABI7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os resultados do teste 

foram interpretados pelo software ABI7500 v2.0.6. 

 

 

 

Figura 10. Curva padrão de eficiência para o ensaio de rRT-PCR para 

sapovírus, analisado no equipamento ABI7500 (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, EUA). Fonte: Registro de resultado de ensaio interpretado pelo 

software ABI7500 v2.0.6. 
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Para o cálculo da eficiência das curvas foram selecionados 6 pontos e 

o número de replicatas entre 3-4.  

 

As informações do desempenho do ensaio de eficiência da rRT-PCR 

para diagnóstico de SaV estão apresentados na Tabela 8 abaixo:  

 

Tabela 8. Resultados da avaliação do desempenho do ensaio de rRT-

PCR para SaV. 

Diluição seriada CT médio ± Desvio 

Padrão 

Puro 25,79 ± 0,02 

1:5 27,92 ± 0,04 

1:52 30,77 ± 0,09 

1:53 33,32 ± 0,1 

1:54 35,58 ± 0,2 

1:55 38,02 ± 0,2 

  

Threshold 0,087404 

Inclinação da curva (slope) -3,567 

Eficiência (%) 90,685 

R2 0,998 

Intercepto com eixo Y 43,512 

Diluição = diluição do RNA de SaV. Threshold = limiar definido pelo 

software do equipamento considerando o sinal basal de fluorescência e a fase 

exponencial das curvas amplificadas. CT= número do ciclo onde o sinal de 

amplificação cruzou o threshold. 

 

O coeficiente de correlação entre o sinal produzido pelo aparelho e a 

concentração do template (R2), e a inclinação da curva (slope) 

corresponderam à eficiência de reação maior que 90% (Tabela 8).  
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5.3.2. Ensaios de sensibilidade, especificidade e 

repetibilidade da rRT-PCR para Sapovírus 

 

A avaliação da sensibilidade diagnóstica da rRT-PCR em relação à 

detecção de SaV foi realizada utilizando um grupo de “verdadeiros positivos” 

(15 amostras positivas para SaV e que já haviam sido testadas e tiveram 

resultado negativo para outros vírus que causam gastroenterite, como RVA, 

NoV, AdV e HAstrV). Todas as amostras foram positivas para SaV por rRT-

PCR. 

A especificidade foi realizada utilizando um grupo de “verdadeiros 

negativos” (duas amostras positivas para cada um dos vírus que mais 

comumente são encontrados em amostras com suspeita de gastroenterite). 

Todas essas amostras foram negativas para SaV utilizando a mesma 

metodologia de detecção por rRT-PCR descrita neste estudo. 

Para o teste de repetibilidade, foram realizados ensaios em 3 dias 

consecutivos, com as amostras sendo analisadas em triplicata (Tabela 9). A 

reprodutibilidade intralaboratorial foi analisada testando as mesmas amostras 

em triplicata por 2 técnicos diferentes. O ensaio foi avaliado em dois 

equipamentos disponíveis no Centro de Virologia do IAL (ABI 7500 Real Time 

PCR System e LightCycler 480®) e não houve diferenças significativas na 

leitura qualitativa dos resultados.  
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Tabela 9. Resultados dos testes de repetibilidade do ensaio de rRT-

PCR para sapovírus, analisado no equipamento ABI7500 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA). 

 Dia 01 
Média/Desvio 

Padrão 
Dia 02 

Média/Desvio 

Padrão 
Dia 03 

Média/Desvio 

Padrão 

Amostra 

A 

 

 

30,56 

30,62±0,1 

28,94 

28,94±0 

29,45 

29,77±0,3 
30,75 28,94 29,91 

30,55 28,94 29,96 

Amostra 

B 

 

 

32,45 

32,32±0,1 

31,05 

31,22±0,1 

32,17 

32,2±0,2 
32,23 31,29 32,4 

32,28 31,32 32,05 

Amostra 

C 

 

 

29,78 

29,84±0,08 

28,32 

28,27±0,05 

28,75 

28,95±0,2 
29,81 28,25 29,22 

29,94 28,35 28,89 

Amostra 

D 

 

31,84 

31,65±0,2 

34,59 

34,47±0,2 

35,66 

35,72±0,3 31,54 34,39 35,42 

31,58 34,23 35,08 

 

 

5.4. Avaliação da nested RT-PCR em relação ao rRT-PCR 

 

 Para avaliar a sensibilidade e especificidade da nested RT-PCR em 

relação a rRT-PCR para a detecção de SaV foi selecionado um grupo de 202 

amostras de fezes de crianças menores de 5 anos de idade provenientes das 

regiões Sudeste, Centro-Oeste e Sul, coletadas no ano de 2017. Um total de 

27 amostras foram consideradas positivas, sendo 23 amostras detectadas por 

nested  RT-PCR e 26 amostras foram positivas para SaV na rRT-PCR. 

Das 27 amostras positivas, 22 apresentaram resultado concordante 

entre os dois ensaios e cinco amostras apresentaram resultados discordantes. 

Uma amostra considerada previamente positiva na nested RT-PCR foi 

negativa na rRT-PCR. Por outro lado, 4 amostras previamente negativas na 
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nested RT-PCR tiveram resultados positivos na rRT-PCR (Tabela 10). Os 

testes foram repetidos para confirmar as discordâncias encontradas. 

 

Tabela 10. Resultados dos casos discordantes entre os ensaios de 

nested RT-PCR e rRT-PCR para SaV.  

Caso 
Nested 

RT-PCR  
rRT-PCR Idade Sexo Município Estado 

1 POSITIVO NEGATIVO 3 meses M Goiânia GO 

2 NEGATIVO POSITIVO 2 anos M Santos SP 

3 NEGATIVO POSITIVO 1 ano M Goiania GO 

4 NEGATIVO POSITIVO 2 anos M Anapolis GO 

5 NEGATIVO POSITIVO 2 anos M Goiania GO 

 

 

 

5.5. Análise dos dados de Sapovírus encontrados neste estudo 

 

Os SaV foram detectados em 149 (3,7%) do total de 3974 amostras 

coletadas de pacientes de 0 a 91 anos, provenientes das regiões Sudeste, 

Centro-Oeste e Sul do Brasil, no período de 2010 a 2017. A taxa de detecção 

dos SaV variou conforme o ano de coleta (Tabela 11) apresentando diferença 

estatística significante (χ2 = 42,944; p < 0,001).  
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Tabela 11. Apresentação da taxa de detecção de SaV em amostras 

provenientes das regiões Sudeste, Sul e Centro-Oeste, 2010 a 2017. 

Ano de coleta  Total de 

amostras  

No amostras 

positivas 

% Positividade 

2010 654 29  4,4% 

2011 663 11  1,6% 

2012 657 18  2,7% 

2013 467 08  1,7% 

2014 501 16  3,2% 

2015 341 16  4,6% 

2016 331 23 6,9% 

2017 360 28 7,8% 

TOTAL 3974 149 3,7% 

 

Em relação a distribuição dos SaV no estado de São Paulo, percebe-

se uma flutuação na taxa de detecção dos SaV, atingindo sua máxima no ano 

de 2016 (8,9%), apresentando diferença estatísitica significante (χ2 = 38,757; 

p < 0,001) (Tabela 12). 

 

Tabela 12. Distribuição das amostras positivas para SaV no estado de 

São Paulo, no período de 2010 a 2017.  

TAXA DE POSITIVIDADE 

ANOS % SP 

2010 4,7%  (29/613) 

2011 1,8% (10/559) 

2012 3,3% (18/548) 

2013 1,5% (8/431) 

2014 3,0% (14/459) 

2015 5,0% (15/301) 

2016 8,9% (21/236) 

2017 7,2% (22/307) 

TOTAL 4,0% (137/3454) 
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Em relação aos outros estados estudados (GO, MS, MT e PR) a taxa 

de detecção de SaV foi muito baixa, variando de nenhuma detecção a, no 

máximo, 6 amostras positivas em 2017 no estado de GO. Nas amostras do 

estado do PR não houve detecção de SaV. 

 

Neste estudo, 1957 amostras eram de pacientes do sexo feminino, e 

1993 eram amostras de pacientes do sexo masculino, com positividade para 

SaV de 58 (2,9%) e 91 (4,6%) das amostras, respectivamente. Em 24 

amostras não havia dados informando o sexo dos indivíduos.   

A sazonalidade do SaV apresentou flutuações ao longo do ano no 

período estudado, com exceção dos meses de março que demonstram um 

pico de crescimento no número de casos. 

Todas as faixas etárias apresentaram positividade, porém a faixa etária 

mais acometida foi a de 0 a 2 anos de idade (5,7%) (Tabela 13). A variação 

das taxas de positividade entre os grupos etários demonstrou diferença 

estatística significante (χ2 = 51,456; p < 0,001). 

 

Tabela 13. Distribuição das amostras positivas para SaV de acordo 

com a faixa etária de pacientes das regiões Sudeste, Sul e Centro-Oeste no 

período de 2010 a 2017. 

 

Faixa etária 

(anos) 

Total de 

amostras  

Número de 

amostras 

positivas 

Porcentagem 

(%) 

0-2 anos 2074 118 5,7% 

3-5 anos 430 15 3,5% 

6-18 anos 280 2 0,7% 

19-60 anos 904 13 1,4% 

>60 anos 185 1 0,5% 

ID 101 0 0 

Total 3974 149  

*ID – Idade desconhecida 
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Durante o período deste estudo (2010 a 2017) foram detectados 13 

surtos de SaV, todos ocorrendo em SP. Todos os surtos acometeram crianças 

menores de 3 anos de idade, com exceção de um surto que ocorreu em 

adultos em hotel na cidade de Santos/SP. Os dados dos surtos seguem na 

tabela abaixo (Tabela 14). 

 

Tabela 14: Apresentação dos surtos de sapovírus ocorridos no estado 

de São Paulo no período de 2010 a 2017. 

 Ano No casos 

positivos 

SaV 

Faixa 

etária 

(Anos) 

Sexo Local Genótipo 

Surto 1 2010 4 2 a 3 anos 

(+1 adulto 

52 anos) 

F/M Mocóca GII.2 

Surto 2 2010 2 ≤1 ano M São Paulo GI.1 

Surto 3 2010 6 ≤1 ano F/M São José dos 

Campos 

GI.1 

Surto 4 2011 3 ≤3 anos M Creche / 

Guarulhos 

GI.2 

Surto 5 2012 2 ≤1 ano M São Paulo GI.1 

Surto 6 2012 2 ≤1 ano F/M Presidente 

Prudente 

GI.1 

Surto 7 2012 2 ≤3 anos F Marília GI.2 

Surto 8 2013 2 ≤1 ano M São Paulo GI.2 

Surto 9 2016 4 ≤1 ano F/M São Paulo GI.2/GI.3 

Surto 10 2016 5 33 a 44 

anos 

F/M Hotel / Santos GI.2 

Surto 11 2017 7 ≤3 anos F/M Creche/ São 

Paulo 

GI.1, 

GII.5, 

GIV.1 

Surto 12 2017 3 ≤1 ano F/M São José do Rio 

Preto 

GI.1 

Surto 13 2017 2 ≤2 ano M Votuporanga GI.1 
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5.6. Sequenciamento 

 

O sequenciamento dos SaV foi realizado em 71% (106/149) das 

amostras positivas encontradas neste estudo, tendo como alvo parte da 

região da proteína VP1 (~420 pb). Dessas amostras 77 foram classificadas no 

genogrupo GI, 27 amostras GII e 2 amostras GIV. Dessas, 9 amostras 

apresentaram sequencias menores que 120 pb, não sendo incluídas nas 

analíses filogenéticas.  

As sequencias dos vírus analisados foram classificadas em 3 

genogrupos (GI, GII e GIV) e diversos genótipos. Para as análises de 

identidade, comparação com as sequências referências e construção da 

árvore filogenética, as sequências foram divididas em diferentes genogrupos. 

 

 

5.6.1. Genogrupo GI 

 

As 77 amostras do genogrupo GI apresentaram diversos genótipos: 47 

cepas GI.1, 23 cepas GI.2, 4 cepas GI.3 e 3 cepas GI.6. De acordo com cada 

genótipo, as cepas apresentaram identidade nucleotídica entre si que variou 

de: 85 a 100% para GI.1 (Figura 11, Figura 12), 82 a 100% para GI.2, 93 a 

100% para GI.3 e 100% para GI.6 (Figura 13, Figura 14). 

A comparação das sequências parciais do gene VP1 das cepas do 

genogrupo GI identificadas neste estudo e as demais cepas retiradas do 

GenBank evidenciou um percentual de similaridade variando de: 85 a 100% 

para GI.1, 80 a 100% para GI.2, 87 a 100% para GI.3, 87 a 99% para GI.6.  

Devido à baixa similaridade nucleotídica encontrada entre as 

sequências de GI.1 deste estudo e as 2 cepas brasileiras (KY883438 e 

KJ826503 – Sapovirus Hu/GI.1/HP06/GO/BR) que estão disponíveis no 

GenBank, com sequência nucleotídica de 221pb e 421pb respectivamente, foi 

realizada uma análise isolada destas amostras que obteve similaridade 

nucleotídica de 97 a 100%.  
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  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 

1 IAL13_8461/2010  100% 100% 99% 99% 99% 99% 86% 100% 100% 100% 99% 99% 100% 99% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 100% 98% 98% 99% 100% 98% 98% 100% 89% 98% 99% 98% 

2 IAL13_6999/2010   100% 99% 99% 99% 99% 86% 100% 100% 100% 99% 99% 100% 99% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 100% 98% 98% 99% 100% 98% 98% 100% 89% 98% 99% 98% 

3 IAL13_8414/2010    99% 100% 99% 99% 86% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 98% 98% 99% 99% 98% 98% 99% 89% 98% 99% 98% 

4 IAL01_19022/2010     99% 100% 100% 86% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 99% 99% 99% 100% 100% 99% 99% 99% 98% 98% 99% 99% 98% 98% 99% 89% 98% 99% 98% 

5 IAL01_20180/2010      99% 99% 87% 100% 100% 100% 99% 99% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 100% 98% 99% 100% 100% 99% 99% 100% 89% 98% 100% 98% 

6 IAL01_24391/2010       100% 86% 99% 99% 99% 100% 100% 99% 100% 100% 99% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 98% 98% 99% 99% 99% 99% 99% 89% 98% 99% 98% 

7 IAL01_38859/2010        86% 99% 99% 99% 100% 100% 99% 100% 100% 99% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 98% 98% 99% 99% 99% 99% 99% 89% 98% 99% 98% 

8 IAL01_15583/2010         86% 86% 86% 86% 86% 86% 86% 86% 86% 86% 86% 86% 86% 86% 86% 86% 85% 86% 86% 86% 86% 86% 86% 96% 85% 86% 85% 

9 IAL01_15582/2010          100% 100% 99% 99% 100% 99% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 100% 99% 98% 100% 100% 99% 99% 100% 89% 99% 100% 98% 

10 IAL01_15584/2010           100% 99% 99% 100% 99% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 100% 99% 98% 100% 100% 99% 99% 100% 89% 99% 100% 98% 

11 IAL01_15592/2010            99% 99% 100% 99% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 100% 99% 98% 100% 100% 99% 99% 100% 89% 99% 100% 98% 

12 IAL01_18497/2010             100% 99% 100% 99% 100% 100% 99% 99% 100% 99% 99% 99% 98% 98% 99% 99% 98% 98% 99% 89% 98% 99% 98% 

13 IAL01_18498/2010              99% 100% 99% 100% 100% 99% 99% 100% 99% 99% 99% 98% 98% 99% 99% 98% 98% 99% 89% 98% 99% 98% 

14 IAL01_19015/2010               99% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 100% 99% 98% 100% 100% 99% 99% 100% 89% 99% 100% 98% 

15 IAL01_6779/2010                99% 100% 100% 99% 99% 100% 99% 99% 99% 98% 98% 99% 99% 98% 98% 99% 89% 98% 99% 98% 

16 IAL1013/2011                 99% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 100% 99% 98% 99% 100% 99% 99% 100% 89% 99% 99% 98% 

17 IAL280/2012                  99% 99% 99% 100% 99% 100% 100% 98% 98% 99% 100% 98% 98% 100% 89% 98% 99% 98% 

18 IAL292/2012                   99% 100% 99% 99% 99% 99% 98% 98% 99% 99% 98% 98% 99% 89% 98% 99% 98% 

19 IAL279/12                    99% 99% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 89% 99% 99% 99% 

20 IAL564/2012                     100% 99% 99% 99% 98% 98% 99% 99% 98% 98% 99% 89% 98% 99% 97% 

21 IAL693/2012                      99% 99% 99% 98% 98% 99% 99% 98% 98% 99% 89% 98% 99% 97% 

22 IAL704/2012                       99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 89% 99% 99% 99% 

23 IAL905/2012                        100% 99% 98% 100% 100% 99% 99% 100% 89% 99% 100% 98% 

24 IAL906/2012                         99% 98% 100% 100% 99% 99% 100% 89% 99% 100% 98% 

25 IAL154/2013                          100% 99% 99% 100% 100% 99% 89% 100% 99% 100% 

26 IAL208/2013                           99% 98% 100% 100% 98% 88% 100% 99% 100% 

27 IAL273/2014                            100% 99% 99% 100% 89% 99% 100% 99% 

28 IAL357/2014                             99% 99% 100% 89% 99% 100% 98% 

29 IAL1084/2014                              100% 99% 89% 100% 99% 100% 

30 IAL51/2015                               99% 89% 100% 99% 100% 

31 IAL652/2015                                89% 99% 100% 98% 

32 IAL132/2015                                 89% 89% 88% 

33 IAL180/2015                                  99% 100% 

34 IAL302/2016                                   99% 

35 IAL124/2017                                    
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  36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 
1 IAL13_8461/2010 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 99% 98% 100% 98% 52% 82% 98% 98% 98% 98% 97% 
2 IAL13_6999/2010 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 99% 98% 100% 98% 52% 82% 98% 98% 98% 98% 97% 
3 IAL13_8414/2010 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 100% 98% 100% 98% 52% 82% 99% 99% 98% 98% 97% 
4 IAL01_19022/2010 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 99% 99% 98% 100% 99% 52% 81% 98% 99% 98% 98% 97% 
5 IAL01_20180/2010 98% 99% 98% 98% 98% 99% 99% 99% 98% 98% 99% 100% 99% 100% 99% 53% 82% 99% 99% 98% 98% 98% 
6 IAL01_24391/2010 98% 99% 99% 98% 98% 99% 99% 99% 98% 98% 98% 99% 98% 99% 98% 52% 81% 98% 99% 98% 98% 97% 
7 IAL01_38859/2010 98% 99% 99% 98% 98% 99% 99% 99% 98% 98% 98% 99% 98% 99% 98% 52% 81% 98% 99% 98% 98% 97% 
8 IAL01_15583/2010 85% 86% 85% 85% 85% 86% 86% 86% 85% 85% 86% 87% 86% 87% 86% 66% 68% 86% 86% 85% 86% 85% 
9 IAL01_15582/2010 99% 99% 98% 98% 99% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 100% 98% 100% 99% 53% 82% 99% 98% 98% 98% 97% 

10 IAL01_15584/2010 99% 99% 98% 98% 99% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 100% 98% 100% 99% 53% 82% 99% 98% 98% 98% 97% 
11 IAL01_15592/2010 99% 99% 98% 98% 99% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 100% 98% 100% 99% 53% 82% 99% 98% 98% 98% 97% 
12 IAL01_18497/2010 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 99% 98% 99% 98% 52% 81% 98% 98% 98% 97% 97% 
13 IAL01_18498/2010 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 99% 98% 99% 98% 52% 81% 98% 98% 98% 97% 97% 
14 IAL01_19015/2010 99% 99% 98% 98% 99% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 100% 98% 100% 99% 53% 82% 99% 98% 98% 98% 97% 
15 IAL01_6779/2010 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 99% 98% 99% 98% 52% 81% 98% 98% 98% 97% 97% 
16 IAL1013/2011 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 99% 98% 100% 99% 53% 82% 98% 99% 98% 98% 97% 
17 IAL280/2012 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 99% 98% 99% 98% 52% 81% 98% 98% 97% 98% 97% 
18 IAL292/2012 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 99% 98% 99% 98% 52% 81% 98% 98% 98% 97% 97% 
19 IAL279/12 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 53% 82% 99% 99% 99% 98% 98% 
20 IAL564/2012 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 99% 98% 100% 98% 52% 81% 98% 98% 97% 98% 97% 
21 IAL693/2012 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 97% 98% 98% 99% 98% 100% 98% 52% 81% 98% 98% 97% 98% 97% 
22 IAL704/2012 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 53% 82% 99% 99% 99% 98% 98% 
23 IAL905/2012 99% 99% 98% 98% 99% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 100% 98% 100% 99% 53% 82% 99% 98% 98% 98% 97% 
24 IAL906/2012 99% 99% 98% 98% 99% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 100% 98% 100% 99% 53% 82% 99% 98% 98% 98% 97% 
25 IAL154/2013 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 98% 99% 98% 100% 53% 81% 98% 99% 98% 99% 98% 
26 IAL208/2013 99% 100% 99% 99% 99% 100% 100% 100% 99% 99% 100% 99% 100% 98% 100% 53% 81% 98% 99% 98% 99% 99% 
27 IAL273/2014 98% 99% 98% 98% 98% 99% 99% 99% 98% 98% 98% 100% 98% 99% 98% 53% 82% 99% 98% 98% 98% 97% 
28 IAL357/2014 99% 99% 98% 98% 99% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 100% 98% 100% 99% 53% 82% 99% 98% 98% 98% 97% 
29 IAL1084/2014 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 100% 98% 100% 53% 81% 98% 99% 98% 99% 99% 
30 IAL51/2015 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 100% 98% 100% 53% 81% 98% 99% 98% 99% 99% 
31 IAL652/2015 99% 99% 98% 98% 99% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 100% 98% 100% 99% 53% 82% 99% 98% 98% 98% 97% 
32 IAL132/2015 89% 89% 89% 88% 89% 89% 89% 89% 88% 89% 89% 89% 88% 89% 89% 63% 71% 88% 88% 88% 89% 87% 
33 IAL180/2015 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 98% 99% 98% 100% 53% 81% 98% 99% 98% 99% 98% 
34 IAL302/2016 98% 99% 98% 98% 98% 99% 99% 99% 98% 98% 98% 100% 98% 99% 98% 53% 82% 99% 98% 98% 98% 97% 
35 IAL124/2017 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 98% 99% 98% 99% 53% 81% 98% 99% 98% 99% 98% 
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  36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 
36 IAL168/2017  100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 98% 99% 98% 100% 53% 81% 98% 99% 98% 99% 98% 
37 IAL207/2017   100% 99% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 100% 98% 100% 53% 81% 98% 99% 98% 99% 99% 
38 IAL212/2017    100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 98% 99% 98% 99% 53% 81% 98% 99% 98% 99% 98% 
39 IAL260/2017     100% 99% 99% 99% 99% 100% 99% 98% 99% 98% 99% 53% 81% 97% 99% 98% 99% 98% 
40 IAL131/2017      100% 100% 100% 100% 100% 100% 98% 99% 98% 100% 53% 81% 98% 99% 98% 99% 98% 
41 IAL297/2017       100% 100% 100% 100% 100% 99% 100% 98% 100% 53% 81% 98% 99% 98% 99% 99% 
42 IAL298/2017        100% 100% 100% 100% 99% 100% 98% 100% 53% 81% 98% 99% 98% 99% 99% 
43 IAL299/2017         100% 100% 100% 99% 100% 98% 100% 53% 81% 98% 99% 98% 99% 99% 
44 IAL313/2017          100% 99% 98% 99% 98% 99% 53% 80% 98% 99% 98% 99% 99% 
45 IAL332/2017           100% 98% 99% 98% 100% 53% 81% 98% 99% 98% 99% 98% 
46 MG012400             99% 100% 99% 100% 53% 81% 98% 99% 98% 100% 99% 
47 MK111629              99% 100% 99% 53% 82% 99% 99% 98% 98% 98% 
48 MK291481               98% 100% 53% 81% 98% 99% 98% 99% 99% 
49 FJ214051                 99% 53% 82% 99% 99% 98% 98% 97% 
50 MK246741                  53% 81% 98% 99% 98% 100% 99% 
51 KY883438                   69% 52% 53% 53% 53% 53% 
52 KJ826503                    81% 81% 81% 81% 80% 
53 AJ606695                     98% 97% 98% 97% 
54 X86560                     99% 99% 98% 
55 LN850737                       97% 97% 
56 KP298674                       98% 
57 U65427                       

 

 

Figura 11. Matriz de identidade das sequências nucleotídicas parciais do gene VP1 de sapovírus genótipo GI.1 gerada com o software BioEdit (Ibis 

Therapeutics, EUA). As sequências de referência foram obtidas a partir do GenBank. 
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Figura 12. Árvore genealógica do tipo Neighbor-Joining (NJ) das sequencias 

nucleotídicas parciais da VP1 dos sapovírus do genótipo GI.1 gerada com 

software MEGA 6.0. Os números 1, 2, 3 e 6 representam os genótipos 

geneticamente distintas. As amostras sequenciadas neste estudo estão 

marcadas com setas. A escala indica a diversidade genética. Percentuais dos 

valores de bootstrap estão localizados nos nós dos ramos. 
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  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 

1 IAL425/2011  91% 91% 91% 91% 91% 91% 90% 83% 90% 91% 91% 90% 90% 90% 90% 90% 91% 91% 100% 84% 78% 78% 78% 77% 77% 

2 IAL856/2012   99% 99% 100% 100% 99% 99% 82% 98% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 100% 91% 79% 82% 82% 82% 82% 82% 

3 IAL429/2011    100% 99% 99% 100% 99% 82% 99% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 100% 91% 79% 83% 83% 83% 82% 82% 

4 IAL881/2012     99% 99% 100% 99% 82% 99% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 91% 79% 83% 83% 83% 83% 83% 

5 IAL911/2012      100% 99% 99% 82% 98% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 100% 91% 79% 82% 82% 82% 82% 82% 

6 IAL912/2012       99% 99% 82% 98% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 100% 91% 79% 82% 82% 82% 82% 82% 

7 IAL166/2013        99% 82% 99% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 91% 79% 83% 83% 83% 82% 82% 

8 IAL199/2016         82% 100% 99% 99% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 90% 79% 82% 82% 82% 83% 83% 

9 IAL645/2013          82% 82% 82% 82% 82% 82% 82% 82% 82% 82% 73% 64% 68% 68% 68% 68% 68% 

10 IAL200/2016           99% 99% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 90% 79% 82% 82% 82% 82% 82% 

11 IAL170/2013            100% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 91% 79% 83% 83% 83% 83% 83% 

12 IAL176/2013             99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 91% 79% 83% 83% 83% 82% 82% 

13 IAL233/2016              100% 100% 100% 100% 99% 99% 90% 79% 82% 82% 82% 83% 83% 

14 IAL234/2016               100% 100% 100% 99% 99% 90% 79% 82% 82% 82% 83% 83% 

15 IAL235/2016                100% 100% 99% 99% 90% 79% 82% 82% 82% 83% 83% 

16 IAL236/2016                 100% 99% 99% 90% 79% 82% 82% 82% 83% 83% 

17 IAL237/2016                  99% 99% 90% 79% 82% 82% 82% 83% 83% 

18 IAL603/2016                   100% 91% 79% 83% 83% 83% 82% 82% 

19 IAL115/2017                    91% 79% 83% 83% 83% 82% 82% 

20 IAL395/2016                     84% 78% 78% 78% 77% 77% 

21 IAL260/2011                      93% 93% 93% 77% 77% 

22 IAL202/2016                       100% 100% 80% 80% 

23 IAL480/2014                        100% 80% 80% 

24 IAL198/2016                         80% 80% 

25 IAL1000/2011                          100% 

26 IAL316/2012                           
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  27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 

1 IAL425/2011 77% 91% 91% 91% 91% 89% 89% 76% 91% 89% 91% 78% 78% 77% 85% 77% 

2 IAL856/2012 82% 99% 99% 99% 99% 97% 97% 80% 99% 97% 99% 82% 82% 81% 76% 82% 

3 IAL429/2011 82% 100% 100% 100% 100% 97% 98% 80% 100% 97% 100% 83% 83% 82% 76% 82% 

4 IAL881/2012 83% 99% 99% 100% 99% 98% 98% 81% 100% 97% 100% 83% 82% 82% 77% 82% 

5 IAL911/2012 82% 99% 99% 99% 99% 97% 97% 80% 99% 97% 99% 82% 82% 81% 76% 82% 

6 IAL912/2012 82% 99% 99% 99% 99% 97% 97% 80% 99% 97% 99% 82% 82% 81% 76% 82% 

7 IAL166/2013 82% 99% 99% 100% 99% 97% 98% 80% 100% 97% 100% 83% 82% 82% 76% 82% 

8 IAL199/2016 83% 99% 99% 99% 99% 97% 97% 80% 99% 97% 99% 82% 83% 82% 77% 82% 

9 IAL645/2013 68% 82% 82% 82% 82% 81% 81% 67% 82% 80% 82% 68% 68% 67% 62% 68% 

10 IAL200/2016 82% 99% 99% 99% 99% 97% 97% 80% 99% 96% 99% 82% 82% 82% 77% 82% 

11 IAL170/2013 83% 99% 99% 100% 99% 98% 98% 81% 100% 97% 100% 83% 82% 82% 77% 82% 

12 IAL176/2013 82% 99% 99% 100% 99% 97% 98% 80% 100% 97% 100% 83% 82% 82% 76% 82% 

13 IAL233/2016 83% 99% 99% 99% 99% 97% 97% 80% 99% 97% 99% 82% 83% 82% 77% 82% 

14 IAL234/2016 83% 99% 99% 99% 99% 97% 97% 80% 99% 97% 99% 82% 83% 82% 77% 82% 

15 IAL235/2016 83% 99% 99% 99% 99% 97% 97% 80% 99% 97% 99% 82% 83% 82% 77% 82% 

16 IAL236/2016 83% 99% 99% 99% 99% 97% 97% 80% 99% 97% 99% 82% 83% 82% 77% 82% 

17 IAL237/2016 83% 99% 99% 99% 99% 97% 97% 80% 99% 97% 99% 82% 83% 82% 77% 82% 

18 IAL603/2016 82% 99% 99% 99% 99% 97% 98% 80% 100% 97% 100% 83% 82% 81% 76% 82% 

19 IAL115/2017 82% 99% 99% 99% 99% 97% 98% 80% 100% 97% 100% 83% 82% 81% 76% 82% 

20 IAL395/2016 77% 91% 91% 91% 91% 89% 89% 76% 91% 89% 91% 78% 78% 77% 85% 77% 

21 IAL260/2011 77% 79% 79% 79% 79% 79% 79% 87% 79% 79% 79% 93% 77% 77% 81% 77% 

22 IAL202/2016 80% 82% 82% 83% 82% 83% 83% 91% 83% 82% 83% 100% 80% 80% 75% 80% 

23 IAL480/2014 80% 82% 82% 83% 82% 83% 83% 91% 83% 82% 83% 100% 80% 80% 75% 80% 

24 IAL198/2016 80% 82% 82% 83% 82% 83% 83% 91% 83% 82% 83% 100% 80% 80% 75% 80% 

25 IAL1000/2011 99% 82% 82% 82% 82% 83% 82% 79% 82% 82% 82% 80% 98% 99% 87% 98% 

26 IAL316/2012 99% 82% 82% 82% 82% 83% 82% 79% 82% 82% 82% 80% 98% 99% 87% 98% 
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  28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 

27 IAL89/2014 82% 82% 82% 82% 83% 82% 79% 82% 82% 82% 80% 98% 99% 87% 98% 

28 LT841192  100% 99% 100% 97% 98% 80% 100% 97% 100% 82% 82% 81% 76% 82% 

29 LT985928   99% 100% 97% 98% 80% 100% 97% 100% 82% 82% 81% 76% 82% 

30 KM092508    99% 97% 98% 80% 100% 97% 100% 83% 82% 82% 76% 82% 

31 LT985941     97% 98% 80% 100% 97% 100% 82% 82% 81% 76% 82% 

32 MK246715      99% 81% 97% 96% 97% 83% 82% 82% 77% 82% 

33 MK250988       80% 98% 97% 98% 83% 82% 82% 76% 82% 

34 AJ606696        80% 81% 80% 91% 78% 79% 74% 79% 

35 AB614356         97% 100% 83% 83% 82% 76% 82% 

36 AF294739          97% 82% 82% 82% 76% 82% 

37 AB614356           83% 83% 82% 76% 82% 

38 MK250989            80% 80% 75% 80% 

39 MN164940             99% 87% 98% 

40 MG012443              87% 99% 

41 KT276527               87% 

42 KU512734 

 

 

Figura 13. Matriz de identidade das sequências nucleotídicas parciais do gene VP1 de sapovírus genótipo GI.2 (verde), GI.3 (rosa) e GI.6 (amarelo) gerada com o software BioEdit 

(Ibis Therapeutics, EUA). As sequências de referência foram obtidas a partir do GenBank. 
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Figura 14. Árvore genealógica do tipo Neighbor-Joining (NJ) das sequencias 

nucleotídicas parciais da VP1 dos sapovírus do genótipo GI.2, GI.3 e GI.6 gerada com 

software MEGA 6.0. Os números 1, 2, 3 e 6 representam os genótipos geneticamente 

distintas. As amostras sequenciadas neste estudo estão marcadas com setas. A 

escala indica a diversidade genética. Percentuais dos valores de bootstrap estão 

localizados nos nós dos ramos. 

 

 

 

 

5.6.2. Genogrupo GII 

 

As 27 amostras do genogrupo GII apresentaram diversos genótipos: 6 cepas 

GII.1, 9 cepas GII.2, 3 cepas GII.3, 3 cepas GII.4 e 6 cepas GII.5. De acordo com cada 

genótipo, as cepas apresentaram identidade nucleotídica entre si que variou de: 83 a 

99% para GII.1; 72 a 100% para GII.2; 90 a 98% para GII.3; 91 a 99% para GII.4 e 86 

a 100% para GII.5 (Figura 15 e Figura 16).  

A comparação das sequências parciais do gene VP1 das cepas estudadas do 

genogrupo GII e as demais cepas retiradas do GenBank evidenciou um percentual de 

similaridade variando de: 81 a 98% para GII.1; 72 a 99% para GII.2; 87 a 95% para 

GII.3; 91 a 93% para GII.4 e 83 a 96% para GII.5.  

No entanto, a cepa (IAL683/2015) genótipo GII.1, com sequência nucleotídica 

de 260 pb, obteve somente 62 a 79% de identidade nucleotídica comparando com as 

outras cepas do mesmo genótipo e com as sequencias referências do genogrupo 

retiradas do GenBank. 
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  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23   24    25    26    27    28    29    30    31    32    33    34    35    36    37  

1 SAV/Human/BRA/IAL1246/2012  99% 84% 83% 62% 97% 97% 94% 76% 68% 77% 77% 77% 65% 70% 65% 55% 70% 70% 70% 70% 65% 65% 65% 65% 65% 66% 69% 60% 69% 69% 68% 58% 69% 93% 94% 94% 

2 SAV/Human/BRA/IAL1256/2012   84% 83% 62% 98% 98% 93% 76% 67% 77% 76% 77% 65% 70% 65% 55% 70% 69% 70% 70% 65% 65% 65% 65% 65% 66% 69% 59% 69% 69% 67% 58% 68% 94% 94% 95% 

3 SAV/Human/BRA/IAL376/2013    99% 78% 82% 82% 82% 66% 57% 66% 66% 66% 77% 60% 54% 45% 62% 62% 62% 62% 70% 74% 73% 73% 73% 73% 63% 53% 63% 63% 71% 52% 63% 79% 79% 79% 

4 SAV/Human/BRA/IAL591/2017     79% 83% 83% 81% 66% 57% 67% 66% 67% 78% 60% 55% 45% 62% 62% 62% 62% 70% 74% 73% 72% 73% 74% 63% 54% 63% 63% 72% 53% 63% 80% 79% 80% 

5 SAV/Human/BRA/IAL683/2015      63% 63% 68% 49% 61% 50% 50% 50% 67% 55% 63% 61% 47% 48% 48% 47% 55% 59% 58% 57% 57% 58% 51% 64% 51% 51% 59% 64% 50% 60% 60% 60% 

6 AJ249939 SLV/Bristol/98/UK       99% 92% 77% 68% 77% 77% 77% 65% 70% 65% 55% 70% 71% 70% 70% 65% 64% 64% 64% 65% 66% 69% 59% 69% 69% 68% 58% 68% 94% 95% 96% 

7 AY237419 Sapovirus Mc2        92% 76% 68% 77% 76% 77% 65% 70% 65% 55% 70% 71% 71% 70% 65% 65% 65% 64% 65% 66% 69% 59% 69% 69% 68% 58% 68% 94% 95% 96% 

8 KU512735LVCA/22501/2013/BRA         72% 70% 72% 72% 72% 70% 73% 67% 58% 65% 65% 65% 65% 64% 64% 64% 64% 64% 65% 68% 63% 68% 68% 69% 62% 68% 88% 89% 89% 

9 AY237420 Sapovirus Mc10          88% 99% 99% 99% 82% 92% 85% 72% 69% 68% 69% 69% 64% 65% 65% 65% 65% 65% 69% 58% 69% 69% 68% 57% 68% 74% 77% 75% 

10 SAV/Human/BRA/IAL296/2015           88% 88% 88% 78% 93% 96% 84% 61% 61% 61% 61% 56% 58% 57% 58% 57% 58% 62% 69% 62% 62% 61% 68% 61% 65% 68% 65% 

11 SAV/Human/BRA/IAL564/2015            100% 100% 83% 91% 85% 72% 69% 68% 69% 69% 64% 65% 65% 65% 65% 65% 69% 58% 69% 69% 68% 56% 68% 75% 78% 75% 

12 SAV/Human/BRA/IAL81/2014             100% 82% 91% 85% 72% 69% 68% 69% 69% 64% 65% 65% 65% 65% 65% 69% 58% 69% 69% 68% 57% 68% 74% 77% 74% 

13 SAV/Human/BRA/IAL403/2016              83% 91% 85% 72% 69% 68% 69% 69% 64% 65% 65% 65% 65% 65% 69% 58% 69% 69% 68% 56% 68% 75% 78% 75% 

14 SAV/Human/BRA/IAL259/2016               81% 75% 72% 60% 59% 60% 60% 68% 74% 73% 73% 73% 73% 64% 56% 64% 64% 73% 55% 63% 64% 66% 63% 

15 SAV/Human/BRA/IAL03_21218/2010                93% 80% 65% 64% 64% 65% 60% 61% 61% 61% 61% 61% 66% 65% 66% 66% 65% 64% 65% 68% 71% 68% 

16 SAV/Human/BRA/IAL03_21214/2010                 87% 59% 59% 60% 60% 55% 57% 56% 57% 56% 56% 61% 72% 61% 61% 60% 70% 60% 63% 66% 63% 

17 SAV/Human/BRA/IAL03_21220/2010                  50% 50% 49% 50% 45% 47% 47% 48% 47% 47% 51% 64% 50% 50% 49% 64% 50% 53% 56% 53% 

18 AJ786350 Hu/SV/Chiba/040507/2004                   92% 94% 94% 87% 68% 68% 68% 67% 69% 67% 58% 66% 66% 66% 57% 66% 68% 68% 69% 

19 AY603425 Sapovirus C12                    95% 95% 87% 65% 66% 67% 66% 68% 68% 58% 67% 67% 67% 58% 68% 68% 69% 69% 

20 SAV/Human/BRA/IAL11_9928/2010                     98% 90% 66% 67% 67% 66% 68% 68% 58% 67% 67% 66% 58% 67% 69% 69% 69% 

21 SAV/Human/BRA/IAL153/2014                      90% 67% 67% 67% 66% 68% 68% 58% 67% 67% 66% 57% 67% 69% 69% 69% 

22 SAV/Human/BRA/IAL13_2359/2010                       73% 74% 74% 74% 75% 64% 55% 64% 64% 73% 54% 63% 64% 64% 64% 

23 SAV/Human/BRA/IAL1082/2011                        99% 98% 91% 92% 64% 55% 64% 64% 73% 53% 64% 64% 64% 63% 

24 SAV/Human/BRA/IAL289/2013                         99% 92% 93% 64% 55% 64% 64% 73% 54% 64% 64% 64% 63% 

25 SAV/Human/BRA/IAL244/2016                          92% 93% 64% 55% 64% 64% 73% 54% 64% 63% 64% 63% 

26 KX274477 116006/Manaus/2011/BRA                           96% 63% 54% 64% 64% 73% 54% 64% 64% 65% 63% 

27 AB429084 Kumamoto6/2003/JP                            64% 55% 64% 64% 73% 53% 64% 65% 65% 64% 

28 SAV/Human/BRA/IAL193/2016                             86% 100% 100% 89% 83% 96% 70% 70% 69% 

29 SAV/Human/BRA/IAL278/2017                              86% 86% 76% 96% 83% 60% 59% 59% 

30 SAV/Human/BRA/IAL270/2017                               100% 89% 83% 95% 70% 70% 69% 

31 SAV/Human/BRA/IAL271/2017                                89% 83% 95% 70% 70% 69% 

32 SAV/Human/BRA/IAL478/2015                                 86% 88% 67% 68% 66% 

33 SAV/Human/BRA/IAL1058/2014                                  84% 59% 58% 58% 

34 MG012448 2015/SantaRosa381                                   70% 69% 69% 

35 U95645 London/29845                                    93% 96% 

36 AJ786351 Ehime/2KN1948/2000                                     92% 

37 AJ271056 Lyon/598/97                                     

 

 

 

Figura 15. Matriz de identidade das sequências nucleotídicas parciais do gene VP1 de sapovírus genótipo GII gerada com o software BioEdit (Ibis 

Therapeutics, EUA). As sequências de referência foram obtidas a partir do GenBank. 
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Figura 16. Árvore genealógica do tipo Neighbor-Joining (NJ) das 

sequencias nucleotídicas parciais da VP1 dos SaV do genogrupo GII gerada 

com software MEGA 6.0. Os números 1 a 5 representam as genótipos 

geneticamente distintas. As amostras sequenciadas neste estudo estão 

marcadas com seta. A escala indica a diversidade genética. Percentuais dos 

valores de bootstrap estão localizados próximos aos nós dos ramos. 

 

 

5.6.3. Genogrupo GIV 

 

As duas sequencias de GIV.1 encontradas neste estudo são até o 

momento, as únicas sequencias deste genótipo encontradas no Brasil. Elas 

apresentam 99% de identidade entre si e 95 a 99% de identidade em relação 

às cepas utilizadas como referências retiradas do GenBank (Tabela 15 e 

Figura 17). 

 

Tabela 15. Matriz de identidade das sequências nucleotídicas parciais 

do gene VP1 de SaV genogrupo GIV gerada com o software BioEdit (Ibis 

Therapeutics, EUA). As sequências de referência foram obtidas a partir do 

GenBank. 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 IAL14/2017   99% 98% 98% 99% 98% 98% 95% 98% 45% 

2 IAL282/2017     99% 98% 99% 98% 98% 95% 98% 45% 

3 Hu/PE/2016/GIV.1/Lima1869    99% 100% 98% 98% 95% 98% 45% 

4 Hu/US/2016/GIV.1/Nashville9327     99% 98% 98% 95% 98% 45% 

5 Hu/GT/2014/GIV.1/Quetzaltenango      99% 99% 95% 99% 45% 

6 Hu/MN/ME08N6133/2008/USA       99% 96% 100% 45% 

7 Hu/NI/2010/GIV.1/Leon1751         95% 99% 45% 

8 Hu/Pune/NIV085334/2008/India         96% 43% 

9 Hu/JP/2011/GIV.1/OH11032          45% 

10 OUTGROUP           
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Números de acesso ao GenBank das sequencias usadas como 

referência em ordem da tabela: MG012431, MG012460, HM800919, 

MG012454, KU317442, LC081154, HM748973. 

 

 

 

Figura 17. Árvore genealógica do tipo Neighbor-Joining (NJ) das 

sequencias nucleotídicas parciais da VP1 dos SaV do genogrupo GIV gerada 

com software MEGA 6.0. As cepas sequenciadas neste estudo estão 

marcadas com a seta. A escala indica a diversidade genética. Percentuais dos 

valores de bootstrap estão localizados nos nós dos ramos. 

 

 

5.7. Resultado da clonagem de Sapovírus 

 

Foram testados 3 µl de cada reação de PCR do DNA plasmidial obtido 

por eletroforese em gel de agarose 1,2%. A reação de PCR com os primers 

senso e antisenso para SaV amplificou um fragmento de 420 pb 

correspondente ao tamanho esperado (Figura 18). Os clones foram 

posteriormente sequenciados e houve a confirmação do genótipo GI.1. 
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Figura 18. Eletroforese em gel de agarose 1,2% referente à 

amplificação do DNA plasmidial de sapovírus com aproximadamente 420pb. 

PM:  peso molecular 100pb; Canaletas 1 a 9: DNA plasmidial de SaV; CP: 

Controle Positivo de SaV; CN: Controle Negativo. 

 

Após a transcrição e purificação do RNA clonado dos SaV para 

obtenção do RNA sintético, uma quantificação foi realizada usando 

espectofotometria. Para a transformação de ng/mL para número de cópias, foi 

utilizado o programa de cálculo recomendado por diversas plataformas on 

line, www.scienceprimer.com. Os resultados obtidos foram utilizados no 

cálculo das diluições (1012 a 105) da curva padrão (Figura 19) e os resultados 

das diulições seriadas são apresentados na Tabela 16. A maior concentração 

obtida foi de 1012 cópias/mL. 

 

 

 

PM     1      2      3       4      5       6      7       8       9       CP   CN   PM 
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Figura 19. Perfil logarítmico da absorbância emitida durante cada ciclo 

no ensaio da curva de concentração decrescente para o protocolo de rRT-

PCR do clone de sapovírus. Neste gráfico estão incluídas as diluições de 1012 

a 105. Equipamento utilizado: ABI7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

EUA). Os resultados do teste foram interpretados pelo software ABI7500 

v2.0.6. 

 

Tabela 16. Resultados da avaliação das diluições seriadas (1012 a 105) 

do clone de SaV. 

Concentração CT médio ± Desvio 

Padrão 

1012 8,35 ± 0,01 

1011 12,20 ± 0,05 

1010 17,33 ± 0,4 

109 23,83 ± 0,01 

108 28,97 ± 0,03 

107 33,61 ± 0,08 

106 0  

105 0  

Concentração = número de cópias/mL. Diluição = diluição do RNA de 

SaV. Threshold = limiar definido pelo software do equipamento considerando 

o sinal basal de fluorescência e a fase exponencial das curvas amplificadas. 

CT= número do ciclo onde o sinal de amplificação cruzou o threshold. 
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6. DISCUSSÃO 

 

As gastroenterites virais são um importante problema de Saúde Pública 

em todo o mundo, com alta morbidade e mortalidade em crianças menores de 

5 anos de idade (OMS, 2017). Após a introdução da vacina contra rotavírus, 

outros vírus surgiram como importantes causadores de gastroenterites como, 

os SaV (Payne et al., 2008).  

Ao longo dos anos, os SaV tem se tornado um patógeno de grande 

importância epidemiológica em todo o mundo. Entre 2004 e 2007, no Canadá, 

o SaV tornou-se a 3ª causa de infecção viral relacionado à gastroenterite 

(Pang et al., 2009). Já entre 2008 e 2009, no Reino Unido, os SaV foram 

considerados a 2ª principal causa de gastroenterite aguda em indivíduos de 

todas as idades (Tam et al., 2012). Na Nicarágua, os SaV foram considerados 

a 2ª maior causa de gastroenterite viral, após a introdução da vacina de RV 

no país (Bucardo et al., 2014). Estudos sobre o meio ambiente sugerem os 

SaV como patógenos humanos causadores de diarreia, devido à alta 

prevalência do vírus em rios da Espanha e do Japão (Sano et al., 2011, 

Kitajima et al., 2010).  

As razões para o aumento na porcentagem de detecção de SaV no 

mundo atualmente, incluem a ocorrência de genótipos emergentes, a 

implantação da vacina contra rotavírus e o uso de métodos de detecção mais 

sensíveis (Svraka et al., 2010, Harad et al., 2009, Iritani et al., 2015, Becker-

Dreps et al., 2014, Tam et al., 2012). 

Atualmente, apesar da importância epidemiológica e distribuição 

mundial dos SaV, os dados epidemiológicos no Brasil permanecem limitados. 

No Brasil, há poucos estudos realizados sobre SaV e seu impacto em Saúde 

Pública. Não existem relatos sobre a ocorrência de SaV no estado de São 

Paulo, o estado mais populoso do país.  

 A fim de implantar o diagnóstico de SaV em amostras de fezes com 

suspeita de gastroenterite viral, duas metodologias foram padronizadas neste 

estudo: PCR em tempo real (rRT-PCR) e PCR convencional (nested RT-

PCR). A rRT-PCR obteve 90% de eficiência no ensaio para SaV. Nos ensaios 
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de sensibilidade e especificidade, a rRT-PCR apresentou 100% de 

concordância entre as amostras testadas. Em relação à repetibilidade da rRT-

PCR não foram observadas diferenças significativas nos resultado obtidos. 

Portanto, todos os testes necessários para validação da rRT-PCR 

apresentaram resultados satisfatórios.  

O protocolo seguido para padronização da rRT-PCR foi baseado no 

trabalho de Oka et al. (2006) que é um dos protocolos mais utilizados no 

mundo, pois apresenta grande sensibilidade e a vantagem de detectar os SaV 

de todos os genogrupos humanos (GI, II, IV e V), incluindo o genogrupo GV, 

em uma única reação. O uso do método de reação única (One-Step) para 

realizar a rRT-PCR, ou seja, realizar a transcrição do RNA e amplificação do 

cDNA em uma única reação, permitiu aumentar a rapidez na execução e a 

diminuição da possibilidade de contaminação das amostras.  

A nested RT-PCR demonstrou ser um método muito sensível 

principalmente com a utilização de um conjunto de primers específicos. Assim, 

a nested RT-PCR foi eleita para a realização do screening dos SaV em todas 

as amostras. Este método tem se mostrado muito sensível, sendo 

amplamente utilizado em estudos mundiais (Okada et al, 2002, 2006, 

Hansman et al., 2005a, 2005b, Kitajima et al., 2010). 

A maior sensibilidade apresentada pela rRT-PCR já era esperada. 

Muitos estudos afirmam que a rRT-PCR é o teste mais sensível embora, Oka 

e colaboradores (2006) tenham afirmado que o rRT-PCR tem sensibilidade 

igual a nested RT-PCR. Já, Hansman e colaboradores (2007), afirmam que a 

nested RT-PCR foi mais sensível do que a RT-PCR utilizada em seu estudo.  

Neste estudo, os dois principais testes para detecção de SaV, PCR 

convencional e rRT-PCR, foram padronizados possibilitando implantação de 

ambos os métodos no laboratório de diagnóstico (NDE) e no futuro, em toda 

a rede pública de saúde.  

No intuito de possibilitar futuros estudos de quantificação de SaV foi 

preparado um controle positivo padrão, como amostra referência. Esse 

controle foi obtido pela clonagem molecular da região VP1 de uma amostra 

de SaV GI.1 e a maior concentração apresentada foi de 1012 cópias/mL.  
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A padronização dos testes de detecção de SaV possibilitou a análise 

da frequência destes patógenos em 3974 amostras de pacientes com quadro 

de diarreia aguda que procuraram atendimento médico, durante o período de 

8 anos. 

A amostragem retrospectiva de conveniência utilizada neste estudo 

tornou possível a execução desta pesquisa. Apesar da amostragem ser de 

conveniência, o significado dos resultados obtidos poderão servir de subsidio 

para elaboração de estratégias de acompanhamento e contenção da doença.  

A detecção de SaV foi de 149/3974 (3,7%) das amostras analisadas 

neste estudo. Esta taxa de detecção variou de acordo com os anos: 1,6% em 

2011 a 7,8% em 2017 em indivíduos das regiões Sudeste, Sul e Centro-Oeste 

do Brasil. A positividade dos SaV no Brasil encontra-se dentro da faixa de 

variação de detecção encontrada pelo mundo que é de 2,2 a 15,6% (Oka et 

al., 2015, Varela et al., 2019).  

No Brasil, diferenças na taxa de detecção de SaV também são 

observadas. Alguns estudos apresentam porcentagens similares aos nossos 

dados: no estado do Pará (5.2%, 4.9%) (Costa et al., 2017, Aragão et al., 

2010) e na cidade de Goiania (4.6%) (de Oliveira et al., 2014). No entanto, 

baixa frequência foi observada nos estados da Bahia (0.7%) (Xavier et al., 

2009), Rio de Janeiro (3.5%) (Fioretti et al., 2016), na cidade de Manaus 

(3.8%) (Reymão et al., 2016) e, em 5 estados da região semi-árida do Brasil 

(Paraíba, Ceará, Pernambuco e Piaui) (3.0%) (Lima et al., 2019). Dos dados 

apresentados nos estudos brasileiros de detecção de SaV em crianças, 

somente Portal e colaboradores (2016) apresentaram detecção superior à 

encontrada neste estúdio, 9,8% em amostras do estado de Maranhão.  

Acredita-se que existam duas explicações para a grande amplitude nas 

taxas de detecção. Primeiramente, sabe-se que há diferença em relação à 

sensibilidade nos métodos disponíveis para detecção dos SaV, causando 

discrepância nas taxas de positividade de acordo com o ensaio utilizado 

(Kitajima et al., 2010). Além disso, a gastroenterite por SaV geralmente está 

associada à sintomas leves a moderados que nem sempre necessitam de 

cuidados médicos específicos, levando à sub-notificação.  
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Neste estudo não foi possível estudar a soroprevalencia dos SaV, pois 

o NDE somente recebe amostras de fezes para diagnóstico de vírus 

causadores de gastroenterite. No entanto, deve-se considerar também que 

estudos soroepidemiológicos de infecções por SaV sugerem que a taxa de 

soroprevalência aumenta gradualmente com a idade, mantendo-se elevada 

(80 a 100%) no soro de adultos o que aumenta a imunidade de indivíduos 

desta faixa etária (Nakata et al., 1985, Farkas et al., 2006, Bucardo et al., 

2012). 

 Kunthip et al. (2020) também sugere que diferenças nos locais 

estudados, os métodos de detecção utilizados, número de amostras testadas 

ou a emergência de novas amostras epidêmicas podem explicar a grande 

variação na taxa de detecção de SaV pelo mundo. Os métodos de diagnóstico 

utilizados nos estudos mundiais variaram enormemente, assim como, o 

número de amostras testadas. A grande maioria dos estudos brasileiros usou 

a detecção por PCR convencional utilizando diferentes primers e para a 

caracterização genotípica, o sequenciamento parcial. Somente os estudos 

realizados em Belém (Costa et al., 2017) e Rio de Janeiro (Fioretti et al., 2016), 

usaram além dos testes moleculares clássicos, a rRT-PCR.  

No presente trabalho, as amostras testadas para SaV foram obtidas de 

indivíduos de todas as idades, com gastroenterite aguda, provenientes de 

surtos ou casos esporádicos, que buscaram ajuda em centros médicos. Nos 

casos de diarreia em adultos, há subnotificação pois este grupo etário 

raramente busca diagnóstico e tratamento para gastroenterites. Adultos 

infectados por RVA e NoV normalmente apresentam sintomas moderados; 

poucos apresentam maior gravidade necessitando de auxílio médico 

(Chhabra et al., 2013).  

Neste estudo, os SaV foram detectados em todas as faixas etárias 

estudadas. Entretanto, crianças menores de 2 anos foram as mais 

acometidas, com taxa de positividade de 5,7% (118/2074). Diversos relatos 

de literatura reportam maior positividade de SaV em crianças menores de 5 

anos, sendo que as crianças com até 2 anos de idade são as mais acometidas 

(Dey et al. 2007, Grant et al. 2017). Magwalivha e colaboradores (2018) 
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relatam que a taxa de detecção de SaV no mundo é prevalente nas crianças 

e varia enormemente, de 0,2 a 39%. Altas taxas de detecção (17%) foram 

relatadas na Nicarágua, (Bucardo et al., 2014) em casos de diarreia aguda em 

crianças entre 2009 e 2010. No Peru, 11,5% das crianças menores de 2 anos 

de idade foram detectadas com SaV (Sanchez et al., 2018). Na Espanha, os 

SaV foram detectados em todas as faixas etárias, porém com alta incidência 

em crianças menores de 2 anos (19,5%) e em crianças de 3 a 5 anos (17,9%) 

no período de 2010 a 2011 (Varela et al., 2019). Já nas Filipinas, a taxa de 

positividade para SaV foi de 7% em crianças no período de 2012 a 2013. Em 

países africanos, 5% das crianças menores de 5 anos de idade já foram 

infectadas por SaV (Makhaola, et al., 2020).  

Os casos de infecções por SaV em crianças menores de 2 anos de 

idade confirmam os achados globais de que estes são importantes patógenos 

causadores da diarreia infantil (Oka et al., 2015, Bucardo et al., 2014). A 

diarreia infantil causada por vírus entéricos dissemina-se principalmente por 

contato pessoa a pessoa, água/ alimentos contaminados e superfícies/objetos 

contaminados. Portanto, crianças são mais vulneráveis do que adultos devido 

à exposição ambiental sofrida e por seu sistema imune menos desenvolvido. 

Além disso, é esperado que a quantidade de anticorpos neutralizantes contra 

SaV aumente com a idade, impedindo reinfecções (Oka et al., 2015). Esses 

fatos podem explicar a menor frequência de SaV em indivíduos adultos, 

confirmando o que foi observado neste estudo. 

A prevalência de gastroenterite aguda em crianças menores de 2 anos 

de idade também demonstra que esta faixa etária é mais predisposta à 

desordens hidroeletrolíticas e sintomas clínicos mais severos devido à 

imaturidade imunológica (Costa et al., 2017). 

Neste estudo foram detectados 13 surtos de SaV todos ocorrendo no 

estado de São Paulo, no período de 2010 a 2017. Doze surtos acometeram 

crianças menores de 2 anos de idade, incluindo surtos em 2 creches. Um 

único surto ocorrido em 2016 em hotel na cidade de Santos, SP, acometeu 5 

adultos com idades entre 33 a 44 anos. A falta de dados clínicos sobre estes 

pacientes impossibilitou fazermos mais análises epidemiológicas.  
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A detecção dos SaV em surtos de gastroenterite tem aumentado 

consideravelmente em todo o mundo (Oka et a., 2015). Diversos surtos de 

SaV ocorrem em crianças (Nakata et al., 2000), embora alguns surtos em 

adultos também tenham sido descritos (Pang et al., 2009, Lee et al., 2012, 

Johansson et al., 2005). Torner e colaboradores (2016) documentaram o SaV 

como agente causador de 3 surtos (2 afetando crianças e 1 em pacientes 

adultos) na Catalonia. No Brasil, de Oliveira et al. (2014) relatou 2 surtos em 

crianças assintomáticas, no período de 2009 a 2011. 

Nenhum surto em idosos foi relatado neste estudo. Em 2010, Svraka e 

colaboradores descreveram surtos em pessoas com mais de 60 anos de 

idade, nos Países Baixos. Nos EUA e Canadá, também foram relatados surtos 

de SaV em asilos, em pacientes com mais de 65 anos (Lee et al., 2012, Pang 

et al., 2009). Esses relatos sugerem um aumento da circulação dos SaV nessa 

faixa etária, fato este não observado em nosso estudo. 

Na literatura, um dos maiores surtos descritos de SaV foi associado a 

transmissão via alimentos contaminados por manipuladores e acometeu 655 

pessoas no Japão (Kobayashi et al., 2012). Dewey-Mattia et al. (2018) 

relataram os SaV como o 3º agente viral mais detectado em surtos de 

transmissão alimentar nos EUA, causando cerca de 8 surtos no período de 

2009 a 2015. Devido à característica retroativa do presente estudo, não foi 

possível obter amostras ambientais ou alimentares dos surtos aqui estudados.  

Em relação aos indivíduos foi analisada a mesma proporção de 

amostras para ambos os sexos, sendo observada maior prevalência de 

infecção de SaV em pacientes do sexo masculino (61,1%). Este parece ser 

um achado, pois a maioria dos relatos em literatura não evidencia diferença 

significante da infecção em relação ao sexo (Johsen et al., 2009, Liu et al., 

2015, Mann et al., 2019, Kumthip et al., 2020). 

  A sazonalidade da infecção por SaV não pôde ser definida no presente 

estudo, pois apresentou flutuações ao longo do ano, com exceção dos meses 

de março que demonstram um pico de crescimento no número de casos. 

Poucos estudos conseguem definir os padrões de sazonalidade do SaV. 

Alguns estudos definem que a maioria das infecções ocorrem nas estações 
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frias (Oka et al., 2015, Dey et al., 2012). No entanto, outros estudos relatam 

infecções ocorrendo ao longo do ano (Dove et al., 2005).  

Jonhsen e colaboradores (2009) acompanharam por 2 anos (2005 a 

2007) crianças menores de 3 anos na Dinamarca, o que possibilitaria aferir a 

sazonalidade de qualquer agravo, porém não conseguiram observar um 

padrão sazonal para SaV. Relataram somente um pico de positividade em 

Dezembro de 2005 e um mês sem coleta de amostras positivas em Julho de 

2006. Alguns trabalhos afirmam que no Japão, o SaV é mais frequente nos 

meses de inverno (Kitajima et al., 2010, Harada et al., 2009). Lee e 

colaboradores (2012) sugeriram que o SaV, assim como os NoV, teriam a 

mesma distribuição sazonal ocorrendo nos meses de inverno e seriam 

indistinguíveis em relação as características clínicas e epidemiológicas, sendo 

necessário testes laboratoriais para diferenciação. Pang e colaboradores 

(2000) sugeriram a sazonalidade do SaV no Canadá com pico entre Março e 

Maio, porém não é um padrão tão claro como o observado para RVA ou NoV.  

Segundo Makhaola e colaboradores (2020) também não há um padrão 

sazonal claro em países da África, com exceção de picos de infecção no 

inverno na Tunísia, nos meses frios e secos em Burkina Faso e picos nos 

meses chuvosos no Malawi. Mais estudos epidemiológicos em todo o mundo 

são necessários para que se possa inferir um padrão sazonal da infecção para 

SaV em humanos. 

 Esta tese apresenta os primeiros dados sobre a frequência e 

caracterização molecular dos SaV circulantes no estado de São Paulo. A 

maioria das amostras estudadas foram provenientes de São Paulo, além de 

amostras provenientes dos estados de abrangência da referência macro-

regional do IAL (MT, MS, GO e PR).  

As amostras provenientes de São Paulo apresentaram flutuação na 

taxa de detecção dos SaV, atingindo sua máxima no ano de 2016 (8,9% - 

21/236). Dessas amostras, 14/180 foram positivas para crianças menores de 

2 anos. 

Em relação aos estados de GO, MS e MT a taxa de detecção de SaV 

foi muito baixa ou ainda, inexistente, como em amostras provenientes do PR. 
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A baixa taxa de detecção em outros estados pode ser explicada pelo número 

reduzido de amostras analisadas oriundas destes locais.  

No presente relato, 71% das amostras foram geneticamente 

caracterizadas por sequenciamento parcial da VP1. A limitação para 

realizarmos a genotipagem de todas as amostras presentes neste estudo foi 

devido à qualidade e/ou baixa concentração do RNA genômico contido em 

algumas amostras. 

Em relação à epidemiologia molecular, houve predominância de 

detecção do genogrupo GI (72,6%), seguido do genogrupo GII (25,5%) e GIV 

(1,9%). Apesar da variedade de genótipos circulantes no mundo, os 

genogrupos de SaV, GI (GI.1 e GI.2) e GII (GII.1 e GII.2) são predominantes 

enquanto que os genogrupos GIV e GV tem sido pontualmente detectados 

(Diez-Valcarce et al., 2018, Magwalivha et al., 2018). O genogrupo GI é 

normalmente associado à sintomas mais graves e frequentemente detectado 

em pacientes com gastroenterite (Matussek et al., 2015, Bucardo et al., 2014, 

Magwalivha et al., 2018). 

Neste estudo foi observada a presença de genótipos distintos: GI.1 

(44,3%), GI.2 (21,7%), GI.3 (3,8%), GI.6 (2,8%), GII.1 (5,7%), GII.2 (8,5%), 

GII.3 (2,8%), GII.4 (2,8%), GII.5 (5,7%) and GIV.1 (1,9%).  

 Estudos realizados em Belém (PA) nos anos de 1990-1992 detectaram 

os genótipos GI.1, GI.7, GII.1 e GV.2 (Costa et al., 2017); em 2003 os 

genótipos GI.1, GI.2 e GII.1 (Aragão et al., 2010a) e, em 2008-2010, GI.1 e 

GI.2 (Aragão et al., 2013b). Na cidade de Manaus, os genótipos GII.2 e GII.4 

foram relatados no período de 2010-2011 (Reymão et al., 2016). Os genótipos 

GI.1, GI.2, GI.6, GII.1 and GV.1 foram geneticamente caracterizados no Rio 

de Janeiro entre 2012 a 2014 (Fioretti et al., 2016). Em Goiás, os genótipos 

GI.1 e GI.3 foram descritos em crianças com diarreia no período de 2009 a 

2011 (De Oliveira et al., 2014). Estes estudos demonstram a predominância 

dos genótipos GI e GII no Brasil, corroborando os dados apresentados neste 

estudo. 

Em relação aos genótipos, GI.1 foi o genótipo mais presente neste 

estudo e é considerado o mais prevalente no mundo, apesar da circulação de 



108 
 

diversos outros genótipos. Este fato foi constatado por diversos estudos. 

Jonhsen e colaboradores (2009), relataram que 48% das amostras positivas 

de crianças foram genotipadas como GI.1, no período de 2005 a 2007 na 

Dinamarca. Esta afirmação condiz com o estudo do Reino Unido, no qual 61% 

das amostras apresentaram genótipo GI.1 (Gallimore et al., 2006). Chhabra e 

colaboradores (2013) também relataram maior positividade de SaV genótipo 

GI.1 circulando em crianças nos EUA entre 2008 e 2009.  

Na Tailândia, GI.1 predominou durante o período de 2000 a 2005, 

sendo posteriormente, substituído pelo genótipo GII.3. No entanto, o GI.1 

emergiu em 2010 e 2011 e permanece circulando naquele país (Kumthip et 

al., 2017). 

O genótipo GI.2 foi o segundo mais frequente neste estudo. 

Recentemente causou surtos em diversos países na Europa, China, EUA, 

Canadá, Nicarágua, África do Sul (Svraka et al., 2010, Wang et al., 2014, 

Chhabra et al., 2013, Pang et al., 2009, Wu et al., 2008, Bucardo et al., 2014, 

Murray et al., 2016). Este genótipo está associado a surtos de gastroenterite 

(Mans et al., 2014). No presente estudo, detectou-se um surto de diarreia em 

adultos causado pelo genótipo GI.2.  

O genótipo GI.3 tem sido associado a casos esporádicos no Brasil e ao 

redor do mundo. Em 2018, o GI.3 causou surto de gastroenterite em escola 

primária na Korea, afetando crianças e funcionários (Cho et al., 2020).   

Nossos dados constataram que dois surtos foram causados pelo SaV 

genogrupo GII. Este genogrupo foi considerado predominante em pacientes 

ambulatoriais com diarreia em Burkina Faso, sugerindo que este genogrupo 

possa ser menos virulento e necessite menor número de hospitalizações 

(Matussek et al., 2015). Nas Filipinas, no período de 2012 a 2013, o genótipo 

GII.1 apresentou alta taxa de detecção em crianças hospitalizadas (Liu et al., 

2015). Na Guatemala, o genogrupo GII apresentou maior incidência (28%) 

comparado ao GI (8%), afetando crianças menores de 5 anos, entre 2014 a 

2015. 

Os genótipos GI.6, GII.4 e GII.5 são considerados incomuns. Neste 

estudo, os genótipos GI.6 e GII.4 estavam relacionados a casos esporádicos. 



109 
 

Já as cepas de GII.5 foram provenientes de casos esporádicos ocorridos entre 

2014 e 2016 e de surto em creche no estado de São Paulo em 2017. Até o 

momento, a ocorrência do genótipo GII.5 somente havia sido relatada em 

alguns países do mundo como Japão, Guatemala, Peru, África do Sul, EUA e 

Tailândia (Oka et al., 2017, Diez-Valcarce et al., 2018, Liu et al., 2016, Murray 

et al., 2016, Kumthip et al., 2020).  

O genótipo GII.5 foi detectado em um surto alimentar que acometeu 78 

adultos com idade entre 18 e 27 anos no Japão em 2010 (Oka et al., 2017). 

Em outro relato, Kumthip e colaboradores (2020) observaram uma alta taxa 

de GII.5 (16%, 8/50) em seu estudo na Tailândia. A maioria dos pacientes 

pertenciam ao mesmo hospital e todas as amostras foram detectadas no ano 

de 2018, sugerindo sua circulação no país neste período. 

Foram identificadas duas cepas do genótipo GIV.1, que até o momento, 

são as únicas descritas no Brasil. O genótipo GIV é raramente detectado se 

comparado aos genogrupo GI e GII, no entanto, tem sido descrito em países 

como Burkina Faso, China, Reino Unido, EUA e Venezuela (Matussek et al., 

2015, Wang et al., 2014, Lee et al., 2012, Gonzalez et al., 2011). O genótipo 

emergente GIV foi predominantemente detectado em crianças hospitalizadas 

com gastroenterite na África do Sul, no período de 2009 a 2013 (Murray et al., 

2016). Este genótipo tem sido relatado associado à surtos na Europa, Canadá 

e Japão (Svraka et al., 2010, Pang et al., 2009, Yoshida et al., 2009) e surtos 

em asilos nos EUA e Canadá (Pang et al., 2009, Lee et al., 2012). No Japão, 

o GIV emergiu no ano de 2007 (Harad et al., 2009).  

A diversidade genética dos SaV identificados foram comparadas com 

as sequências disponíveis no banco de dados (GenBank). As sequencias 

nucleotídicas do genogrupo GI apresentaram alta similaridade entre si: 85 a 

100% para GI.1, 82 a 100% para GI.2, 93 a 100% para GI.3, 100% para GI.6. 

Relacionando as amostras deste estudo com cepas obtidas no GenBank 

evidenciou-se um percentual de similaridade variando de: 85 a 100% para 

GI.1, 80 a 100% para GI.2, 87 a 100% para GI.3, 87 a 99% para GI.6.  

As cepas de genótipo GI.1 brasileiras depositadas no GenBank 

(KY883438 e KJ826503 – Sapovirus Hu/GI.1/HP06/GO/BR) apresentam 
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sequências nucleotídicas de somente 221pb e 421pb, por este motivo, foi 

realizada a comparação destas cepas com as sequencias obtidas neste 

estudo de forma isolada, obtendo-se similaridade nucleotídica de 97 a 100%.  

Todas as sequencias do genótipo GI.1 foram similares às cepas da 

China, EUA, Irlanda, Rússia, Etiópia, Japão e Korea. Em relação ao genótipo 

GI.2, houve similaridade com cepas do Brasil, Tunisia, Espanha, Etiópia e 

Alemanha; o genótipo GI.3 apresentou similaridade nucleotídica com Brasil e 

Japão. Já as amostras do genótipo GI.6 foram mais similares às cepas dos 

EUA, Alemanha, Peru e Brasil. 

As cepas do genogrupo GII apresentaram identidade nucleotídica com 

variação entre si de: 83 a 99% para GII.1; 72 a 100% para GII.2; 90 a 98% 

para GII.3; 91 a 99% para GII.4 e 86 a 100% para GII.5 A comparação das 

sequências de GII e as demais cepas encontradas no GenBank evidenciou 

um percentual de similaridade variando de: 81 a 98% para GII.1 entre cepas 

oriundas de Inglaterra, Nicaragua, Japão, Tailândia e Reino Unido; 72 a 99% 

para GII.2 comparando à cepa do Tailândia e Japão; 87 a 95% para GII.3 

entre cepas do Japão; 91 a 93% para GII.4 entre cepas do Japão e Brasil e 

83 a 96% para GII.5 comparando à cepa da Guatemala e EUA.  

A cepa (IAL683/2015) possível genótipo GII.1, com sequência 

nucleotídica de 260 pb, obteve somente 62 a 79% de identidade nucleotídica 

comparando com as outras cepas do mesmo genótipo e com as sequencias 

referências do genogrupo encontradas do GenBank. Mais estudos serão 

necessários para confirmação da genotipagem desta amostra, incluindo o uso 

de primers para outras regiões da ORF1. 

Pela primeira vez detectadas no Brasil, as cepas de GIV.1, 

apresentaram alta identidade comparada às cepas encontradas no GenBank 

(95 a 99%) que incluem sequencias de diversos países como: Peru, 

Nicarágua, EUA, Índia e Japão, demonstrando ser esta cepa muito 

conservada. 

Apesar da sensibilidade das metodologias utilizadas não foram 

detectadas amostras do genogrupo GV. Este genogrupo raramente é 

detectado quando comparado a outros genogrupos de SaV (Matussek et al., 
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2015). No Brasil, o GV foi detectado por Costa et al. (2017) em crianças 

menores de 2 anos em Belém (Pará), entre os anos de 1990 e 1992; e por 

Fioretti et al. (2016), no Rio de Janeiro, em pacientes no período de 2012 a 

2014. Em sua recente revisão, Makhaola et al. (2020) apresentou 18 estudos 

sobre dados de SaV humanos na África, porém nenhum SaV genogrupo GV 

foi detectado nestes trabalhos. 

Uma das limitações do presente estudo é que não se pôde determinar 

a ocorrência de coinfecções que são comuns aos vírus que causam 

gastroenterite (Iizuka et al., 2010, Iritani et al., 2014, Lyman et al., 2009, 

Rasanen et al., 2010). As amostras selecionadas para este estudo foram de 

conveniência e o diagnóstico diferencial foi realizado para surtos e casos 

esporádicos de diarreia aguda com suspeita de infecção viral que não tinham 

sido confirmados como RVA, NoV ou AdV. Assim, somente foram estudados 

casos em que o agente viral causador da gastroenterite não havia sido 

confirmado dentre os mais comumente encontrados.  

 Até o momento, os dados em literatura sobre detecção, genotipagem e 

epidemiologia de SaV no Brasil, ainda são muito escassos. No entanto, os 

dados epidemiológicos e moleculares apresentados fornecem subsídios para 

afirmar que os SaV tem papel importante na ocorrência de surtos e casos de 

gastroenterite, principalmente em crianças das regiões Sudeste, Centro-

Oeste e Sul do Brasil. 

Os 13 surtos apresentados demonstram a importância do estudo dos 

SaV e sua epidemiologia. Não há sistema de vigilância para gastroenterites 

causadas por SaV nos países em desenvolvimento causando subnotificações 

de casos esporádicos e surtos (Magwalivha et al., 2018). Podemos então 

sugerir a necessidade de implantação do diagnóstico de SaV nos programas 

de monitoramento de diarreia aguda, como diagnóstico diferencial para casos 

de gastroenterite aguda sem identificação de agente etiológico. 

Pela primeira vez, os SaV foram detectados e caracterizados 

molecularmente em amostras provenientes do estado de São Paulo. Os 

dados coletados contribuirão para entendermos melhor a epidemiologia do 
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SaV no Brasil, a fim de desenvolver a vigilância ativa deste patógeno 

envolvido em diversos surtos em São Paulo.   

Os dados de caracterização molecular demonstraram a circulação de 

genótipos incomuns, como GI.6, GII.5 e GII.4. Mais estudos são necessários 

para entendermos o potencial de re-emergencia destes genótipos. 

De todos os casos com suspeita de gastroenterite viral enviados ao 

NDE no período deste estudo (2010 a 2017), 46,6% das amostras não tiveram 

seu agente etiológico identificado. O diagnóstico diferencial de SaV neste 

trabalho ajudou a aumentar a identificação das causas de gastroenterite 

nessa população. A frequência de 3,7% de SaV nas amostras estudadas deve 

ser somada a frequência de outros vírus entéricos emergentes que parecem 

ter papel importante para redução do número de casos de gastroenterite sem 

identificação viral, como os HAstr, AdV e que vem sendo estudados de forma 

mais intensa nos últimos anos, após implantação da vacina contra rotavírus 

(Payne et al., 2008). 

 A vigilância contínua destes patógenos é necessária para 

monitoramento de seu impacto em Saúde Pública e detecção de novas cepas 

emergentes, bem como prover mais dados sobre a epidemiologia dos SaV no 

Brasil. Nossos dados sugerem a necessidade de implantação do diagnóstico 

de SaV nos programas de monitoramento de diarreia aguda.  
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7. CONCLUSÕES 

 

1. As técnicas de nested RT-PCR e rRT-PCR foram padronizadas e 

implantadas para detecção de SaV em amostras de fezes de pacientes com 

gastroenterites.  

2. Nossos dados demonstraram que a metodologia de rRT-PCR apresentou-

se mais sensível para detecção dos SaV. 

3. Por meio da técnica de clonagem, foi obtido um RNA padrão para SaV 

(controle positivo). 

4. A taxa de detecção de SaV apresentada na população estudada (3,7%) e, 

a maior frequência de positividade relatada em crianças menores de 2 anos 

de idade, condiz com os dados encontrados na literatura mundial. 

5. Em nosso estudo foi possível detectar 13 surtos de SaV no período de 2010 

a 2017 demonstrando a importância da vigilância ativa deste patógeno. 

6. A análise filogenética das amostras estudadas apresentou a predominância 

da circulação de genogrupos comumente encontrados no mundo: GI e GII, 

bem como, a presença de genótipos incomuns (GI.6, GII.4 e GII.5). 

7. O genótipo GII.5 foi descrito pela primeira vez no Brasil. 

8. O presente estudo foi o primeiro a realizar a detecção de SaV no estado de 

São Paulo.  

 

9. A vigilância continua destes patógenos faz-se necessária para 

monitoramento de seu impacto em Saúde Pública e detecção de novas cepas 

emergentes. 
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