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RESUMO 

Diversidade genética e potencial zoonótico de rotavírus da espécie A na região Sul 

do planalto Andino, Peru 

Rojas Montes, Miguel Angel. Diversidade genética e potencial zoonótico de rotavírus 

da espécie A na região Sul do planalto Andino, Peru. Tese (Doutorado em Ciências – 

Microbiologia), Instituto de Microbiologia Paulo de Góes, Universidade Federal do Rio 

de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017. 

 

Estirpes de rotavírus pertencentes a espécies A (RVA) infectam humanos e 

diversas  espécies animais. Os RVA apresentam uma grande diversidade genética e 

potencial zoonótico. Neste estudo, analisamos amostras fecais de humanos e animal que 

coabitam no mesmo ambiente no departamento de Cusco, no Peru, a fim de avaliar a 

frequência, diversidade genética e epidemiologia molecular de estirpes RVA. Entre 

2010 e 2014, 265 amostras fecais foram obtidas de alpacas (192), lhamas (40), ovinos 

(9) e crianças (24) e testadas por RT-PCR. RVA foi detectado em 20,3% de alpacas, 

47,5% de lhamas, 100% das ovelhas e em 33,3% das amostras de crianças. A 

constelação genética mais comum em alpacas foi G3-P[40]-I8-E3-H6, em lhamas foi 

G1/G3-P[8]-I1-E1-H1, em ovinos foi G1/G3/2G 0-P[1]/P[8]-I1-E1-H1 e nos seres 

humanos foi G3-P[40]-I1/I8-E3-H1. Um novo genótipo P[40] foi identificado de uma 

alpaca peruana com diarreia e a sequência de genoma completo da estirpe (designado 

RVA/Alpaca-tc/PER/SA44/2014/G3P[40]) foi determinada. Análises filogenéticas 

mostraram que a estirpe possuía a constelação genética G3-P[40]-I8-R3-C3-M3-A9-N3-

T3-E3-H6, que diferem consideravelmente daqueles de estirões isoladas de outras 

espécies da ordem Artiodactyla. O genótipo recém descrito, P[40], foi identificado entre 

todas as espécies estudadas, incluindo humanos. Um genótipo possivelmente novo P 

também foi identificado em alpaca. A análise comparativa das sequências nucleotídica 

de estirpes apresentando a mesma constelação genética, mostrou 100% de identidade 

entre elas. Estes dados demonstram a grande diversidade genética de RVA obtidos de 

alpaca, lhama, ovelhas e seres humanos de Cusco. A análise filogenética das estirpes 

sugere que estas possivelmente representam transmissão zoonótica entre as espécies 

estudadas. 
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ABSTRACT 

Diversidade genética e potencial zoonótico de rotavírus da espécie A na região Sul 

do planalto Andino, Peru 

Rojas Montes, Miguel Angel. Diversidade genética e potencial zoonótico de rotavírus 

da espécie A na região Sul do planalto Andino, Peru. Tese (Doutorado em Ciências – 

Microbiologia), Instituto de Microbiologia Paulo de Góes, Universidade Federal do Rio 

de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017. 

 

 Rotavirus strains belonging to species A (RVA) infect humans and a number of 

animal species. RVA shows vast genetic diversity and zoonotic potential. In this study, 

we analyzed fecal specimens obtained from humans and animal that cohabits in the 

same environment in in the department of Cusco in the Peru in order to evaluate the 

frequency, genetic diversity, and molecular epidemiology of RVA strains. Between 

2010 and 2014, 265 fecal specimens were obtained from alpacas (192), llamas (40), 

sheep (9) and shepherd children (24), and tested by RT-PCR. RVA was detected in 

20,3% of alpacas, 47.5% of llamas, 100% of sheep and in 33.3% of children samples. 

The most common genetic constellation in alpacas was G3-P[40]-I8-E3-H6, in llamas 

was G1/G3-P[8]-I1-E1-H1, in sheep was G1/G3/2G0-P[1]/P[8]-I1-E1-H1 and in 

humans was G3-P[40]-I1/I8-E3-H1. A new genotype P[4] was identified from a 

neonatal Peruvian alpaca presenting with diarrhea, and the full-length genome sequence 

of the isolate (designated RVA/Alpaca-tc/PER/SA44/2014/G3P[40]) was determined. 

Phylogenetic analyses showed that the isolate possessed the genotype constellation G3-

P[40]-I8-R3-C3-M3-A9-N3-T3-E3-H6, which differs considerably from those of RVA 

strains isolated from other species of the order Artiodactyla. The newly described 

genotype, P[40], was identified among all studied species, including human. A possibly 

new P genotype was also identified in alpaca. The comparative analysis of nucleotide 

sequences of strains bearing the same genetic constellation, shown 100% identity 

among them. These data demonstrate large genetic diversity of RVA obtained from 

alpaca, llama, sheep and humans from Cusco. The phylogenetic analysis of strains 

suggests that those strains are likely to represent zoonotic transmission among the 

species studied.  

 

1. Rotavirus 2. Zoonosis 3. Viral diarrhea 4. Gastroenteritis 5. Genotyping 6. 
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1. Introdução 

Os rotavírus (RV) pertencentes à espécie A (RVA) são agentes etiológicos de diarreia 

aguda em várias espécies hospedeiras tais como aves e mamíferos (Estes e Greenberg, 2013). 

Estes vírus apresentam uma grande variedade de estirpes as quais apresentam grande diversidade 

e isoladas de seres humanos que compartilham características genéticas e antigênicas com 

estirpes de origem animal (Gentsch et al., 2005; Santos e Hoshino, 2005; Bányai et al., 2012). 

Estes achados sugerem que a transmissão interespécies é um mecanismo de evolução importante 

e contribui para a diversidade dos RVA (Ghosh e Kobayashi, 2011, 2014; Dóró et al., 2015; 

Phan et al., 2016). Levantamentos epidemiológicos e estimativas de carga da doença (é o 

impacto de um problema de saúde, medida pelo custo financeiro, mortalidade, morbidade ou 

outros indicadores. Isso muitas vezes é quantificado em termos de anos de vida ajustados por 

qualidade (QALY, do inglês quality-adjusted life years) ou anos de vida ajustados por 

incapacidade (DALYs, do inglês disability-adjusted life years), ambos quantificam o número de 

anos perdidos devido à doença (YLDs, do inglês years lost due to disease) realizados entre 

crianças em todo o mundo revelaram que os RVA são responsáveis por aproximadamente meio 

milhão de mortes anuais, principalmente em países do sul e sudeste da Ásia, África subsaariana e 

América Latina (Parashar et al., 2003; Parashar et al, 2009; Tate et al., 2012).  

Em animais, os RVA são considerados a principal causa de diarreia viral em suínos, 

bovinos, caprinos, ovinos e equinos (Dhama et al., 2009). Além disso, são comumente 

associados a infecções entéricas sintomáticas ou assintomáticas em lagomorfos, caninos e felinos 

(Estes e Grennberg, 2013). Estudos demostram que uma ampla variedade de animais exóticos 

também é suscetível às infecções por RVA, como por exemplo: quirópteros (morcegos) (He et 

al., 2013; Xia et al., 2014; Asano et al., 2016) bovídeos (antílopes) (Matthijnssens et al., 2009b) 

e camelídeos (alpacas, guanacos, vicunhas e camelos) (Rivera, Madewell e Ameghino 1987; 

Parreño et al., 2001; Papp et al., 2012; Badarraco et al., 2013).  

A necessidade de uma maior vigilância epidemiológica das estirpes de RVA detectadas em 

humanos deve-se principalmente a avaliação da eficiência das duas vacinas contra RVA que são 

usadas nos programas de imunização para crianças recomendados pela Organização Mundial da 

Saúde (OMS). A RotaTeq™, vacina pentavalente produto do reagrupamento humano-bovino de 

cinco estirpes atenuadas de RVA (contendo os genótipos de origem humana G1, G2, G3, G4, e 

P[8] e os genótipos de origem bovina G6 e P7[5]) (Heaton e Ciarlet, 2007) e a Rotarix™, vacina 
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monovalente atenuada que utiliza a estirpe de RVA de origem humana G1P[8] (Ward, McNeal e 

Steele 2008). Ambas mostraram ser altamente eficientes em países pobres da Ásia, África e 

América Latina (Heaton e Ciarlet, 2007; Vesikari et al., 2006; Ward, McNeal e Steele 2008). 

Contudo, estudos recentes mostram que estas vacinas geram uma imunidade eficiente contra 

estirpes homólogas (estirpes comuns em uma espécie), mas com as estirpes heterólogas (estirpes 

incomuns em uma espécie) a resposta imunológica protetora é baixa (Desselberger, 2014). Este 

pode ser um fator preocupante em países em desenvolvimento, onde comumente ocorre a 

circulação simultânea de um grande número de genótipos, os quais não estão presentes nas 

referidas vacinas (Santos e Hoshino, 2005). O problema fica mais acentuado em países que não 

realizam a vigilância epidemiológica das estirpes que circulam comumente em seus territórios e, 

sobretudo nas regiões mais pobres onde, em alguns casos, os animais domésticos e selvagens 

ficam em contato com os habitantes das comunidades rurais, que por sua vez não possuem 

serviços básicos fundamentais como água e esgoto, favorecendo a ocorrência de transmissão 

interespécies (Cook et al., 2004; Parashar et al., 2009; Tate et al., 2012; Phan et al., 2016). 

Desta forma, a vigilância epidemiológica contínua das estirpes de RVA de origem humana 

e animal é fundamental para ajudar a compreender melhor os mecanismos de evolução e 

diversidade genética deste vírus, os quais podem favorecer a transmissão interespécies de 

algumas estirpes, aumentando seu potencial zoonótico ou, afetar a eficiência das vacinas 

existentes. Além disso, pouco se sabe sobre a evolução e epidemiologia das estirpes de RVA sob 

a pressão seletiva relacionada ao uso da vacina (Cook et al, 2004; Martella et al., 2010; Ghosh e 

Kobayashi, 2011, 2014; Desselberger et al., 2014; Dóró et al., 2015).  

 

1.1. Rotavírus 

1.1.1. Histórico 

Os RV foram reconhecidos como a principal causa de diarreia aguda em infantes e crianças 

jovens em 1973 (Bishop et al., 1973; Flewett, Bryden e Davies, 1973). Antes desse ano o vírus já 

havia sido descrito em murinos (Adams e Kraft, 1963), símios (Malherbe e Harwin, 1967) e 

bovinos (Mebus et al., 1969), com quadro de diarreia grave. Desde então, os RV têm sido 

associados à diarreia em quase todas as espécies de mamíferos jovens incluindo quirópteros 

(Estes e Greenberg, 2013; He et al., 2013) e aves (Trojnar, Otto e Johne, 2009; Otto et al., 2012; 

Kindlers et al., 2013).  
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1.1.2. Taxonomia, estrutura e propriedades físico-químicas 

Os RV são membros da família Reoviridae, subfamília Sedoreovirinae, gênero Rotavirus. 

O genoma viral é composto por 11 segmentos de ácido ribonucleico (RNA, do inglês ribonucleic 

acid) de fita dupla (RNA f.d.) que codifica seis proteínas estruturais (VP, do inglês viral 

protein), VP1 – VP4, VP6 e VP7, e seis proteínas não estruturais, (NSP, do inglês non structural 

protein), NSP1 – NSP6 (Figura 1) (Estes e Greenberg, 2013). A partícula infecciosa (vírion) 

mede aproximadamente 75 nm de diâmetro e não apresenta envelope bilipídico. Entretanto, o 

genoma encontra-se envolvido por três camadas de proteínas. A camada mais interna consiste da 

VP2, que envolve o genoma, e duas outras proteínas estruturais: VP1 (RNA polimerase-RNA 

dependente – RpRd) e VP3 (responsável pelo capeamento do RNA mensageiro (RNAm), 

formando o core da partícula viral. A camada intermediária, é formada pela VP6, que envolve o 

core formando as partículas de camada dupla (DLP, do inglês double layer particle). A VP6 é o 

principal componente estrutural do vírion e tem um papel fundamental na estrutura da partícula 

devido às suas interações tanto com as proteínas da camada externa (VP7 e VP4) quanto da 

camada interna (VP2). A camada externa que envolve a DLP consiste da proteína VP7 e das 

espículas formadas pela proteína VP4, a adição dessa última camada completa o vírion, 

formando as partículas de camada tripla (TLP, do inglês, triple layer particles) (Estes e 

Greenberg, 2013) (Figura 1). Na microscopia eletrônica, as TLP dos RV apresentam morfologia 

semelhantes a rodas (do latim rota = roda), o que resultou na sua denominação como rotavírus 

(Flewett et al., 1974). A proteína VP4, que forma as espículas virais, provavelmente é a proteína 

de ligação à célula, tendo papel na internalização do vírus. Ademais, está associada a diversas 

funções biológicas, tais como atividade hemaglutinante de algumas amostras de RV, restrição do 

crescimento em culturas de células e virulência. É sensível a proteólise, originando dois 

fragmentos: VP5* e VP8*. A espícula da proteína VP4 está inserida no capsídeo externo 

interagindo com duas moléculas da proteína VP7, contudo, na face interna o domínio globular da 

VP4 interage com a proteína VP6. As interações entre as proteínas VP4-VP7 e VP4-VP6 

sugerem que essa proteína participa na manutenção da estrutura geométrica dos capsídeos 

interno e externo assim como afeta os domínios funcionais da partícula. A proteína VP7 é 

glicosilada e interage com a VP6 auxiliando na manutenção da estrutura viral. Ambas as 
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proteínas do capsídeo externo, segregam de forma independente, induzindo a produção de 

anticorpos neutralizantes (Estes e Greenberg, 2013; Santos e Soares, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Codificação e localização das proteínas de rotavírus.  
A: Distribuição dos 11 segmentos de RNA de fita dupla em uma eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE, do 

inglês polyacrylamide gel electrophoresis). B: Tabela mostrado a codificação dos segmentos genômicos, o tamanho 

dos segmentos em pares de base (pb) e das proteínas codificadas por cada segmento em quilodalton (KDa, do inglês 

kilodalton), e a localização (setas vermelhas) das proteínas VP2 (verde), VP6 (azul), VP7 e VP4 (amarelo). C: 

Representação esquemática da partícula viral. Em verde é mostrada o core da partícula formado pela proteína VP2, 

em azul está represetado o capsídeo interno formado pela proteína VP6 e amarelo o capsídeo externo formado pelas 

proteínas VP4 (espículas) e VP7. 

 

Adaptado de: Kapikian, Hoshino e Chanock, 2001. 

As proteínas não estruturais são sintetizadas nas células infectadas e atuam em vários 

aspectos do ciclo de replicação viral ou interagem com as proteínas do hospedeiro para 

influenciar na patogênese ou na resposta imune à infecção. A NSP1 é uma antagonista de 

interferon α e β e está presente no citoplasma das células infectadas pelos RV (Barro e Patton, 

2005; 2007). A NSP2, assim como a NSP5, participa no processo de formação do viroplasma e 

replicação viral durante infecções naturais (Silvestri, Taraporewala, e Patton, 2004; Campagna et 

al., 2005). Já a NSP3 atua na tradução do RNAm, formando uma ligação entre este e a 

maquinaria da célula hospedeira (Vende et al., 2000). A NSP4 apresenta envolvimento com a 

morfogênese viral e apresenta atividade enterotóxica (Estes e Greenberg, 2013; Santos e Soares, 

2015).  
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Por serem vírus não envelopados, os RV são resistentes à extração com fluorocarbono e 

exposição ao éter, clorofórmio ou detergentes (desoxicolato de sódio) (Estes e Greenberg, 2013; 

Santos e Soares, 2015). A infecciosidade dos RV é relativamente estável dentro da faixa de pH 

de 3,0 - 9,0. As espículas de VP4 são removidas por tratamento em pH elevado. Repetidos 

processos de congelamento e descongelamento irão resultar em perda de infecciosidade e da 

atividade hemaglutinante. Partículas virais isoladas de seres humanos e de bezerros mantém a 

infecciosidade por vários meses a 40C ou a -200C, quando são estabilizadas com cloreto de cálcio 

a 1,5 mM (Abad, Pinto e Bosch, 1997; Santos e Soares, 2015). Os RV são resistentes à 

inativação por desinfetantes químicos e diversos antissépticos (Abad, Pinto e Bosch, 1997), mas 

podem ser inativados por desinfetantes, como fenóis, cloro, formol, e -propiolactona. O etanol 

(95%), talvez o desinfetante mais eficaz, exerce seu efeito através da remoção do capsídeo 

externo (Estes e Greenberg, 2013; Santos e Soares, 2015). Desinfetante spray contendo etanol 

(0,1% O-fenilfenol e etanol 79%), água sanitária (hipoclorito de sódio a 6% diluído para dar 800 

ppm [partes por milhão] de cloro livre), e fenol-base (14,7% diluído 1:256 fenol em água da 

torneira) efetivamente duzem o título viral entre 95% a 99% após um tratamento de 10 minutos 

(Sattar et al., 1994).   

 

1.1.3. Classificação dos rotavírus 

 A classificação dos RV é complexa e envolve características fenotípicas, sorológicas e 

genotípicas, associados à análise de múltiplos genes. Com base nas propriedades antigênicas da 

proteína VP6, os rotavírus são divididos em oito espécies denominadas de A – H (Matthijnssens 

et al., 2012a). Os RV das espécies A, B, C e H (RVA, RVB, RVC e RVH) infectam tanto seres 

humanos quanto animais, enquanto que os RV das espécies D, E, F e G (RVD, RVE, RVF e 

RVG, respectivamente) até o momento, somente foram detectados em animais, particularmente 

em aves (Matthijnssens, Martella e van Ranst, 2010) (Tabela 1). Recentemente, dois candidatos 

a novas espécies foram descritos em caninos (espécie I, RVI) (Mihalov-Kovács et al, 2015) e em 

morcegos (espécie J, RVJ) (Bányai et al., 2016).  

Os RVA são epidemiologicamente mais importantes e têm sido classificados utilizando-se 

vários critérios. Mais especificamente, os RVA têm sido classificados com base: (i) nas 

propriedades antigênicas de VP6, VP7 e VP4 (subgrupos, tipos G e tipos P, respectivamente); 
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(ii) no padrão de migração do RNA genômico quando submetidos à eletroforese em gel de 

poliacrilamida (longo, curto, super-curto ou eletroferotipo atípico); (iii) no padrão de 

hibridização dos segmentos genômicos (genogrupos); e (iv) na análise da sequência nucleotídica 

(genótipos) (Matthijnssens et al., 2008a e b; Estes e Greenberg, 2013). 

 

Tabela 1. Espécies de rotavírus detectados até o momento em diferentes hospedeiros.  

Espécies de 

rotavírus 
Espécies hospedeiras 

A Ampla variedade de mamíferos e diversas espécies de aves  

B Humanos, bovinos, caprinos, suínos, murinos e ovinos 

C Humanos, bovinos, caninos, caprinos, mustelídeos (furões) e suínos 

D Aves (frango e peru) 

E Suínos 

F Aves (frango) 

G Aves (frango) 

H Humanos e suínos 

I Caninos 

J Quirópteros (morcegos) 

Adaptado de: Ghosh e Kobayashi, 2014; Mihalov-Kovács et al, 2015; Bányai et al., 2016. 

 

1.1.4. Classificação dos RVA com base na sequência dos 11 segmentos de RNA genômico 

(genótipos) 

O Grupo de Trabalho para Classidicação de Rotavírus (RCWG, do inglês Rotavirus 

Classification Working Group) é responsável pela determinação de novos genótipos, evitando 

assim duplicidade de informação e minimizando erros. Desta forma, quando é detectado um 

possível “novo” genótipo de qualquer um dos 11 segmentos de RV, a sequência deve ser enviada 

para o RCWG que irá proceder à análise desta sequência baseado em critérios pré-estabelecidos, 

e sugerir a nova nomenclatura, quando for apropriado (Matthijnssens et al., 2008b). O RCWG 
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definiu uma nova classificação para os RVA com base na sequência de todos os 11 segmentos de 

RNA genômico onde as notações Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx são utilizadas para 

os genes que codificam VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6, 

respectivamente (Figura 2). A letra x indica o número (algarismo arábico) do genótipo. Essa 

nova classificação permite uma análise mais completa dos isolados com características 

incomuns, que podem representar um reagrupamento entre amostras de RVA isoladas de seres 

humanos ou entre as amostras de humanos e de animais (Matthijnssens et al., 2008b). Baseados 

nesta classificação são descritos atualmente 34 genótipos G, 49-P, 26-I, 21-R, 19-C, 19-M, 28-A, 

20-N, 21-T, 26-E, e 21-H (Matthijnssens et al., 2011a; Trojnar et al., 2012; RCWG, 2016). A 

Tabela 2 apresenta um resumo da nova classificação, bem como os valores de corte da 

percentagem de identidade das sequências de nucleotídeos para definição dos genótipos dos 11 

segmentos genômicos dos RVA. Cabe ressaltar que cada genótipo tem uma estirpe de referência 

selecionada pelo RCWG que normalmente é o primeiro genótipo desse tipo reportado e como 

parâmetro deve ter a sequência completa do gene mencionado.  
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Figura 2. Classificação genotípica dos rotavírus espécie A (RVA) em base na sequência dos 11 segmentos de RNA genômico.  
 

A anotação dos genótipos para cada gene é feita utilizando-se a uma letra correspondente a descrição do produto do gene (P. Ex. VP3 – Metlitransferase, seguido 

de um número. A letra x indica o número (algarismo arábico) do genótipo. 

Adaptado de: Matthijnssens et al., 2008b, 2011a. 
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Tabela 2. Valores de corte da porcentagem de identidade de nucleotídeos que definem novos 

genótipos para os 11 segmentos genômicos de RVA. 

Gene Valor de corte da % 

de identidade de 

nucleotídeos 

Genótipo (n)b Descrição do produto do gene 

VP7 80a G (34) Glicosilada 

VP4 80a P (49) Sensível a Protease 

VP6 85 I (26) Capsídeo Interno 

VP1 83 R (21) RNA polimerase-RNA dependente 

VP2 84 C (19) Proteína do Core 

VP3 81 M (19) Metiltransferase 

NSP1 79 A (28) Antagonista de interferon 

NSP2 85 N (20) NTPase 

NSP3 85 T (21) Potencializador da Tradução 

NSP4 85 E (26) Enterotoxina 

NSP5/6 91 H (21) Fosfoproteína (do inglês,  pHosphoprotein) 

a Os valores de corte são baseados na porcentagem da identidade de aminoácidos entre os rotavírus pertencentes 

aos diferentes genótipos; b n - Número de genótipos.  

 
Adaptado de: Matthijnssens et al., 2008b, 2011a; Trojnar et al., 2012; RCWG, 2016. 

 

1.1.5. Mecanismos de evolução e diversidade dos rotavírus 

A dinâmica das infecções por RV na população humana e animal, assim como sua 

diversidade, são reflexo dos mecanismos e forças que dirigem a evolução destes vírus. A 

evolução dos RV tem sido elucidada pela análise do repertório genético das estirpes 

circulantes utilizando principalmente o sequenciamento clássico de Sanger e, nestes últimos 

anos, plataformas de sequenciamento de última geração. Em consequência destas análises 

foram identificados diversos mecanismos que por si só ou em combinação conduzem a 

evolução e diversidade dos RV. Três mecanismos são considerados os mais importantes: o 

acúmulo de mutações pontuais no genoma (drift), o rearranjo de genes, e notavelmente o 

reagrupamento dos segmentos genômicos (Ramig, 1997; Iturriza-Gómara, Desselberger e 

Gray, 2003; Martella et al., 2010; Ghosh e Kobayashi, 2011; Desselberger, 2014; Dóró et al., 

2015). 
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1.1.5.1. Acúmulo de mutações pontuais em rotavírus 

As mutações pontuais dentro dos segmentos de RNAf.d. dos RV, ocorrem 

continuamente devido à alta taxade erro da enzima RNA polimerase-RNA dependente do 

vírus, estimada em 10-3 a 10-5 por nucleotídeo por cópia do genoma (Domingo e Holland, 

1997). Isto é traduzido em uma elevada taxa de ocorrência e de acúmulo de mutações dentro 

dos genes virais resultando em alterações nas sequências destes genes podendo causar 

variações intratípicas e emergência de linhagens genéticas dentro de genes individuais 

(Blackhall, Fuentes e Magnusson, 1996; Ramig, 1997). Tais variações já foram descritas nos 

genes que codificam a VP6 (Iturriza-Gómara et al., 2002), a NSP4 (Kirkwood, Gentsch e 

Glass, 1999; Ciarlet et al., 2000), a VP7 e a VP4 (Diwarkarla & Palombo, 1999; Gouvea et 

al., 1999). Estas variações podem ainda afetar a função das proteínas virais (Iturriza-Gómarra 

et al., 2001, Iturriza-Gómara, Desselberger e Gray, 2003).  

Este mecanismo de evolução é considerado como a principal fonte de diversidade 

genética para todos os vírus com genoma RNA (p.ex.: vírus da influenza, reovírus e 

coronavírus). Nestes últimos 20 anos foram documentadas múltiplas falhas na genotipagem e 

sorotipagem das estirpes de RVA devido a essas mutações pontuais acumuladas nos sítios de 

ligação dos iniciadores utilizados que impedem a hibridização destes na reação em cadeia da 

polimerase associada a transcrição reversa (RT-PCR, do inglês reverse transcription 

polymerase chain reaction) e nos sítios de reatividade de diversos anticorpos monoclonais 

utilizados em ensaios sorológicos (Coulson, 1996; Adah et al., 1997; Palombo et al., 1997; 

Ramig et al., 1997; Iturriza-Gómara et al., 2001, Iturriza-Gómara, Desselberger e Gray, 

2003; Santos et al., 2003). No caso dos RVA este mecanismo é considerado o segundo em 

importância, depois do reagrupamento dos segmentos genômicos. 

 

1.1.5.2. Rearranjos dos segmentos genômicos de rotavírus  

Rearranjos ou recombinação - novos arranjos de blocos de ácidos nucléicos que 

envolvem trocas entre duas moléculas - tem como consequencia a duplicidade parcial 

(concatemerizacão) ou deleção de sequências de nucleotídeos que ocorrem dentro um 

segmento de ácido nucléico, causando uma mudança radical no tamanho do segmento ou, no 

caso dos RNAs do RV, do gene. Rearranjos em segmentos de RNA têm sido detectados em 

RV isolados de humanos portadores de imunodeficiência, assim como em humanos e animais 

imunocompetentes. Segmentos rearranjados de RNA dos RVA têm o potencial de contribuir 
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para a evolução dos RV através da produção de proteínas truncadas que podem ou não perder 

sua função normal. Além disso, os segmentos rearranjados são capazes de fazer 

reagrupamento durante coinfecções, evento que será axplicado posteriormente (Ramig, 1997; 

Iturriza-Gómara, Desselberger e Gray, 2003; Ghosh e Kobayashi, 2011; Desselberger, 2014).  

O rearranjo mais comum consiste numa duplicação parcial de sequências de 

nucleotídeos de cabeça a cauda, que mantém a sequência de leitura aberta (ORF, do inglês 

open read frame) normal com uma extensão na região 3´ não codificante (NCR, do inglês 

non coding region). Outros rearranjos possíveis podem resultar em uma ORF estendida por 

duplicação parcial ou truncada resultante da introdução de mutações pontuais e/ou códons de 

parada prematuros (Figura 3) (Desselberger, 1996; Ramig, 1997; Patton et al., 2001). 

Embora a maioria dos rearranjos ocorra nos segmentos de RNA que codificam os genes não 

estruturais (NSP1, NSP3-5) (Ramig 1997; Patton et al., 2001), também foram descritos 

rearranjos na proteína VP6 (Shen, Burke e Desselberger, 1994; Xu et al., 1996). Acredita-se 

que a contribuição de rearranjos de genes para a diversidade e epidemiologia dos RVA per si 

em seres humanos e animais seja relativamente pequena, mas em combinação com os outros 

mecanismos é uma ferramenta poderosa na evolução deste vírus.  
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Figura 3. Estruturas de segmentos genômicos rearranjados de rotavírus.  

 
Linhas indicam regiões não codificantes (NCR), barras sólidas mostram sequências de leitura abertas (ORF) e 

barras abertas mostram regiões não traduzidas derivadas de sequências da ORF que foram duplicadas. Os 

números de posição indicam o número do nucleotídeo dentro do gene normal. As cadeias são dos segmentos 

parentais e os rearranjos são indicados em pares de bases. (A) Rearranjo do segmento genômico 10 (NSP4) de 

uma estirpe de RVA de origem humana, mostrando uma ORF conservada com geração de uma extensão 

(concatemerizacão) no terminal 3´- NCR. (B) Rearranjos do segmento 5 (NSP1) a partir de um RVA bovino com 

um fragmento duplicado dentro da ORF gerando uma extensão na mesma. (C) Rearranjo do segmento 5 (NSP1) 

de RVA bovino com uma duplicação e um ponto de mutação, gerando uma ORF truncada. 

 

Adaptado de: Ramig, 1997. 

 

1.1.5.3. Reagrupamento  

O reagrupamento consiste de uma troca/substituição de segmento(s) de RNA genômico 

entre diferentes estirpes de RV, que ocorre durante uma coinfecção em condições naturais (in 

vivo) ou condições experimentais (in vitro). Embora os vírus reagrupados possam ser gerados 

facilmente através da coinfecção de diferentes estirpes de RV no mesmo enterócito, este 

fenômeno não é inteiramente aleatório e pode ser influenciado por muitos fatores, incluindo: 

(i) as estirpes parentais do vírus as quais provavelmente precisam pertencer a mesma espécie 
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viral, uma vez que nunca foram descritos reagrupamentos estre diferentes espécies de RV, (ii) 

fatores do hospedeiro (coinfecção de um enterócito por diferentes estirpes) e (iii) fatores 

ambientais (coexistência de diferentes espécies infectadas por diferentes estirpes virais). A 

incidência do reagrupamento é afetada pela frequência de coinfecções e pela diversidade 

genética de estirpes de RV circulantes na população. Numerosos estudos epidemiológicos 

revelaram que algumas estirpes de RVA isoladas em humanos podem ter surgido de 

reagrupamentos entre estirpes de humanos e animais (Figura 4) (Iturriza-Gómara, 

Desselberger e Gray, 2003; Iturriza-Gómara, Kang e Gray, 2004; Matthijnsses et al., 2010ab; 

Matthijnssens, Martella e van Ranst, 2010; Matthijnssens et al, 2011b; Ghosh e Kobayashi, 

2011, Dóró et al., 2015).  

O reagrupamento de vírus animais com estirpes de origem humana, pode criar vírus 

quiméricos portadores de segmentos de RNA de ambos os vírus parentais (Ramig, 1997; 

Iturriza-Gómara, Desselberger e Gray, 2003; Iturriza-Gómara, Kang e Gray, 2004). Presume-

se que quando os RV cruzam a barreira interespécies, precisam adaptar-se ao novo 

hospedeiro para conseguir serem eficientemente disseminados na nova espécie hospedeira. 

Entretanto, ao adquirir os segmentos de RNA derivados de estirpes patogênicas de RVA de 

origem humana, esses vírus quiméricos teriam melhores chances de infectar e se disseminar 

de forma eficiente entre a população humana (Ramig, 1997). Em outras palavras, este 

mecanismo de evolução genética permite combinar as vantagens da replicação e infecção das 

estirpes de RV de origem humana e animal para o surgimento de estirpes que possam romper 

a barreira interespécies, com o potencial de causar antropozoonose (doença primária de 

animais e que pode ser transmitida aos humanos) e/ou zooantroponoses (doença primária de 

humanos e que pode ser transmitida aos animais) (Ramig, 1997; Iturriza-Gómara, 

Desselberger e Gray, 2003; Martella et al., 2010b; Ghosh e Kobayashi, 2011; Desselberger, 

2014; Dóró et al., 2015).  

Os reagrupamentos claramente contribuem para a diversidade dos RVA, uma vez que 

uma simples mistura dos segmentos genômicos pode alterar as expressões fenotípicas, 

genotípicas e antigênicas dos genes reagrupados (Ramig, 1997; Iturriza-Gómarra et al., 2001, 

Iturriza-Gómara, Desselberger e Gray, 2003; Desselberger, 2014; Dóró et al., 2015). As 

análises genéticas das estirpes de RVA com combinações comuns e incomuns dos genótipos 

G-P descritas na população humana e de várias espécies animais proveem fortes evidências 

de reagrupamentos de segmentos de RNA entre estirpes de RVA cocirculantes, mas não 

refletem a verdadeira diversidade que existe, pelo fato de que o genoma de RVA contém 11 

segmentos de RNA e os reagrupamentos podem ocorrer em qualquer segmento(s) (Iturriza-
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Gómara, Desselberger e Gray, 2003; Ghosh e Kobayashi, 2011, 2014; Desselberger, 2014; 

Dóró et al., 2015). Desta forma, estudos epidemiológicos baseados apenas na análise destes 

dois genes, VP7 e VP4, não são suficientes para determinar a diversidade genética e a 

possível origem das estirpes de RV que circulam nas populações humana e animal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Diagrama esquemático mostrando a troca de segmentos genômicos entre os pools 

de genes de RV de origem humana e animal, que possivelmente ocorrem através de eventos 

de transmissão interespécies e reagrupamento.  
 

Podemos observar que as estirpes de RVA de origem animal também podem ser diretamente transmitidas aos 

seres humanos. 

 

Adaptado de: Ghosh e Kobayashi, 2011.  

 

Foram descritas inúmeras evidências de reagrupamento dos segmentos genômicos entre 

estirpes de RVA (Ramig, 1997; Iturriza-Gómara, Desselberger e Gray, 2003; Martella et al., 

2010; Ghosh e Kobayashi, 2011; Desselberger, 2014; Dóró et al., 2015). A forma de 
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diferenciação mais comumente utilizada entre a progênie com os segmentos de RNA 

reagrupados e a progênie com a constelação genômica parental é a comparação da 

mobilidade eletroforética dos genomas através da eletroforese em gel de poliacrilamida 

(PAGE, do inglês polyacrylamide gel electrophoresis). Nesta análise observa-se que a 

progênie viral pode apresentar constelações de segmentos genômicos que são (a) idênticos a 

somente um dos vírus parental ou (b) mosaicos de reagrupamentos contendo segmentos de 

RNA derivados das duas estirpes parentais (Figura 5) (Ramig, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Representação esquemática do mecanismo de reagrupamento em rotavírus.  

 
(À esquerda): Os genomas de duas estirpes de vírus parentais tal como aparecem após a separação eletroforética. 

(Direita) Genomas separados por eletroforese derivados da progênie infecciosa. Note-se que a mobilidade 

eletroforética pode ser usada para atribuir a origem parental de cada segmento do genoma.   

 

 Adaptado de: Ramig, 1997. 

 

 

Como os 11 segmentos genômicos das estirpes parentais podem, teoricamente, 

reagrupar em 211 possíveis constelações genômicas diferentes, o reagrupamento poderia ser 

considerado um fenômeno randômico (Ramig, 1997; Desselberger, 2014). Entretanto, este 

mecanismo não parece ser aleatório. In vitro existe uma associação não aleatória entre certos 

genes que são influenciados pela célula hospedeira (Graham et al., 1987). In vivo, a célula 

hospedeira afeta as combinações dos segmentos reagrupados das estirpes isoladas após 
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coinfecções (Raming, 1997), e experimentos em modelos animais têm mostrado que o estado 

imunológico do hospedeiro afeta o reagrupamento da progênie viral (Ramig, 1997; Dóró et 

al., 2015). Enquanto in vivo e in vitro, o reagrupamento entre as estirpes de RVA ocorre com 

alta frequência, entre diferentes espécies de RV este fenômeno nunca foi descrito (Ramig, 

1997; Iturriza-Gómara, Desselberger e Gray, 2003; Martella et al., 2010; Ghosh e Kobayashi, 

2011; Desselberger, 2014). 

Vários dos mecanismos acima descritos atuam normalmente em combinação e, por esta 

razão, os RV possuem um alto grau de variabilidade genética e apresentam a possibilidade de 

ampliar seu espectro de hospedeiros. Além destes mecanismos, algumas estirpes de RVA 

animal podem ser transmitidas diretamente a humanos (Santos e Hoshino, 2005).  

 

1.1.6. Patogênese 

Os RV são transmitidos por via fecal-oral, com a ingestão de água e/ou alimentos 

contaminados, por contato direto (entre pessoas, animais ou pessoas e animais) e superfícies 

contaminadas. Contudo, a alta prevalência de RV em países desenvolvidos, a despeito das 

condições sanitárias apropriadas, sugere a possibilidade de outras rotas de transmissão. Os 

RV já foram detectados na secreção de orofaringe de crianças com sintomas de infecção do 

sistema respiratório superior, com e sem gastrenterites, sugerindo que aerossóis provenientes 

de vômitos podem ser importantes fontes de transmissão (Gordon, 1982; Cook et al., 2004; 

Estes e Greenberg, 2013; Santos e Soares, 2015).  

Os RV infectam principalmente enterócitos maduros do epitélio apical das vilosidades 

do intestino delgado das diferentes espécies de mamíferos, onde se pode observar 

vacuolização e descamação do epitélio, seguido por hiperplasia das criptas e perda temporária 

da capacidade absortiva do intestino, resultando no quadro de diarreia malabsortiva (Figura 

6). Embora a disseminação extraintestinal ocorra (evidenciada pela detecção do genoma ou 

do antígeno viral e, ocasionalmente, de RV infeccioso em soro e outros locais do organismo) 

o significado destas observações em hospedeiros assintomáticos (imunocompetentes) é 

controverso (Fenaux et al., 2006; Ramig, 2007; Ramani et al., 2010). Por outro lado, em 

hospedeiros imunossuprimidos, os RV podem ser replicados no fígado, sistema biliar e no 

pâncreas, levando à associação com atresia biliar (AB) e pancreatites (Gilger et al., 1992; 

Feng et al., 2008). Uma descoberta surpreendente em modelos animais foi a descrição do 

início do quadro de diarreia antes do surgimento das alterações histopatológicas no intestino 
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delgado (Ward et al., 1996), provavelmente devido à ação precoce da NSP4 (Estes e 

Greenberg, 2013, Desselberger et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema da Infecção por RV nas células do epitélio do intestino delgado.  
 

O RV tem tropismo pelas células apicais das vilosidades do intestino delgado, nas quais é propagado, 

provocando a descamação dessas células. O vírus não é replicado nas células das criptas. Aparentemente, a 

infecção viral induz a destruição e a descamação dos enterócitos e, em consequência, acelera a migração de 

células secretórias das criptas para as vilosidades, provocando assim, uma perda temporária da capacidade 

absortiva do intestino, o que leva ao quadro de diarreia. 

 

Fonte: Santos e Soares, 2015. 

 

A patogênese da doença por RV é multifatorial, dependendo da idade do hospedeiro, da 

interação vírus-hospedeiro e a virulência da estirpe, esta última é multigênica e tem sido 

associada aos genes virais que codificam as proteínas VP3, VP4, VP7, NSP1 e NSP4 (Estes e 

Greenberg, 2013; Desselberger et al., 2014; Santos e Soares, 2015).  

O mais proeminente fator do hospedeiro que afeta a evolução clínica da infecção é a 

idade. Assim, recém-nascidos infectados com RV raramente têm a doença sintomática. Essa 

proteção é supostamente mediada pela transferência de anticorpos maternais via 

transplacentária ou por amamentação. A redução dos títulos desses anticorpos coincide com a 

idade de máxima suscetibilidade das crianças à doença grave por RV (seis meses a dois anos 
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de idade), e em animais a partir da três a quatro semanas de idade. Os RV podem infectar 

indivíduos adultos, mas a doença sintomática grave é relativamente rara e pode resultar de 

infecções por uma estirpe viral incomum ou por doses infecciosas extremadamente elevadas 

(Estes e Greenberg, 2013; Desselberger et al., 2014; Santos e Soares, 2015). Um dado 

importante a ser considerado é que durante um episódio de infecção por RV, as partículas 

virais são excretadas por vários dias, em concentrações elevadas (> 1015 partículas/g) nas 

fezes e no vômito das espécies afetadas, entretanto a dose infecciosa para ocorrer transmissão 

é de 1 a 100 partículas virais, demonstrando a alta infecciosidade deste agente (Ward, 1986; 

Alfiere, 2007; Santos e Soares, 2015). 

Estirpes homólogas são, em geral, mais virulentas e apresentam maior eficiência de 

replicação do que as estirpes heterólogas (Iturriza-Gómara, Desselberger e Gray, 2003; 

Martella et al., 2010). A base genética para a restrição da infecção nas espécies hospedeiras 

ainda não é totalmente elucidada, mas é provável que seja multigênica. Em estudos prévios, 

os genes que codificam as proteínas VP3, VP4, VP7, NSP1 e NSP4 foram implicados na 

relação infecção-estirpe-hospedeiro (Dóró et al., 2015). Feng e colaboradores (2013) 

buscando identificar que genes estariam implicados neste processo de restrição do 

hospedeiro, trabalharam com as estirpes RRV (RVA símio) e EW (RVA murino) e estirpes 

reagrupadas destes dois vírus. Como conclusão, foi observado que os genes que codificam as 

proteínas VP4 e NSP1 de murino foram determinantes para a replicação eficiente destes vírus 

em camundongos lactentes (Feng et al., 2013). 

Os fatores envolvidos no mecanismo da doença são: malabsorção intestinal seguido da 

destruição do epitélio (enterócitos), isquemia nas vilosidades, ação da NSP4 (enterotoxina 

viral), e ativação do sistema nervoso entérico (Estes e Greenberg, 2013; Desselberger et al., 

2014; Santos e Soares, 2015) (Figuras 6 e 7). Recentemente, a patogênese da êmese (vômito) 

tem sido elucidada pela observação de que os RV podem infectar as células enterocromafins 

no intestino e estimular a produção de serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) e esta, por sua 

vez, ativaria os nervos vagais aferentes que estimulariam as estruturas do tronco cerebral que 

controlam a êmese ativa (Hagbom et al., 2011, 2012).  

A AB pode ser induzida em camundongos recém-nascidos através da infecção pelo RV, 

levando a uma colangiopatia obstrutiva, cuja gravidade depende da idade do hospedeiro no 

momento da infecção, e também pela presença e potência da resposta imune inata. Neste 

modelo, camundongos recém-nascidos desenvolveram proteção contra a AB através de 

imunização passiva, realizada pela imunização das mães com partículas RV-like ou por 

injeção de soro hiperimune nas crias antes da infecção (Hertel et al., 2013). 
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Figura 7. Mecanismo da patogênese dos rotavírus.  
 

A infecção inicial da célula na porção luminal do intestino (rosa) leva à propagação do vírus com montagem no 

viroplasma (Vi) e sua liberação e de proteínas virais na porção apical. A proteína NSP4 (azul) e partículas virais 

são liberadas por lise celular ou por uma via de secreção não clássica. A NSP4 intracelular também induz à 

liberação de Ca2+ de estoques internos, principalmente do retículo endoplasmático (RE), por meio de um 

mecanismo independente da fosfolipase C (PLC, do inglês phospholipase C ) que envolve a NSP4 atuando como 

uma viroporina, levando ao aumento do cálcio intracitoplasmático ([Ca2+]i). A NSP4 produzida pela célula 

infectada rompe as junções intercelulares de coesas (TJ, do inglês tight junctions), induzindo o fluxo paracelular 

de água e cloro. A NSP4, ou um peptídeo derivado desta (aa 112-175), liberando de células previamente 

infectadas, liga-se a um receptor específico em células não infectadas e desencadeia uma cascata de sinalizações 

por PLC e inositol fosfato 3 (IP3, do inglês inositol trisphosphate) e seu receptor especifico (IP3R, do inglês 

inositol trisphosphate receptor), que resulta na liberação de Ca2+ e um aumento da concentração de [Ca2+]i. O 

aumento da [Ca2+]i também perturba o citoesqueleto das microvilosidades. A infecção resulta na secreção de 

serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) pelas células enterocromafins (EC; amarelo) estimuladas pela replicação 

viral (induzindo o aumento do [Ca2+]i por um mecanismo PLC-independente) ou por ação da NSP4 exógena 

(induzindo o aumento do [Ca2+]i por um mecanismo PLC-dependente), levando à ativação do sistema nervoso 

entérico (SNE). As células da cripta (azul) não sustentam a replicação viral, mas podem ser afetadas pela ação do 

SNE ou pela NSP4, que sinalizam uma elevação do [Ca2+]i induzindo a secreção de íons Cl-.  

 

Fonte: Santos e Soares, 2015. 
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1.1.7. Sinais clínicos, diagnóstico e tratamento 

A infecção por RV pode ser assintomática ou resultar em gastrenterite aguda com uma 

diarreia branda, moderada ou grave, vômitos e desidratação. A temperatura corporal é 

moderadamente elevada em alguns casos. O vômito precede a diarreia e dura um período 

mais curto (três a cinco dias). Um desequilíbrio eletrolítico maciço leva a uma desidratação 

frequentemente grave.  

A morte por RV ocorre principalmente devido a uma grave desidratação e falha 

cardiovascular (Desselberger, 2014), e é rara nos países desenvolvidos e semidesenvolvidos, 

principalmente devido à disponibilidade de rápidas medidas de reidratação; por outro lado, a 

morte decorrente da rotavirose é frequente nos países da África subsaariana e do Sudeste 

Asiático (Tate et al., 2012). Após infecção natural ou vacinação (inadvertida), as crianças 

com imunodeficiência podem desenvolver a infecção e uma doença crônica por RV 

(Desselberger, 1996; Patel et al., 2013). Em crianças cronicamente infectadas, ocorre a 

emergência de RV com padrões de migração incomuns dos segmentos genômicos, devido à 

ocorrência de rearranjos gênicos (Desselberger, 1996).  

Em animais, o RV produz uma diarreia leve à moderada, vômito, pelo áspero, 

depressão, anorexia e acidose metabólica levando a uma grande redução no ganho de peso 

pelos animais infectados (Fenner, Poul e Gibbs, 1993). Poucos são os casos de morte e esta 

depende muito da virulência da estirpe, idade do animal, problemas na transferência da 

imunidade passiva via colostro, programas sanitários inadequados, além da associação com 

outros agentes enteropatogênicos (Fenner, Poul e Gibbs, 1993; Alfiere et al., 2007).  

O diagnóstico da infecção por RV é comumente realizado por técnicas sorológicas 

como o ensaio imunoenzimático (EIA, do inglês enzyme immunoassay, também denominado 

de ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay), aglutinação do látex e testes 

imunocromatográficos ou moleculares como a RT-PCR, para a detecção do vírus nas fezes 

(Santos e Soares, 2015).  

Para o diagnóstico diferencial da gastrenterite causada por RV, os principais vírus a 

serem considerados em seres humanos são calicivírus (norovírus, sapovírus), astrovírus e em 

menor frequência estão os adenovírus entéricos e vírus Aichi (Santos e Soares, 2015). 

O tratamento da rotavirose é sintomático e consiste principalmente na reidratação do 

paciente, por via oral ou intravenosa. Também podem ser utilizados antibióticos para 

controlar uma possível diarreia bacteriana secundária. O uso de medicamentos como 
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loperamida, e fármacos anticolinoesterasicos não são recomendados (American Academy of 

Pediatrics, 1996). 

Recentemente, fragmentos de anticorpos (Ac) de cadeia simples derivados de lhama 

específicos para RVA-VP6, mostraram ter uma ampla reatividade cruzada, in vitro, levando a 

uma diminuição da excreção dos vírus em camundongos infectados (Garaicoechea et al., 

2008, Aladin et al., 2012). Estes anticorpos também foram eficazes no decréscimo da 

replicação de RVA em leitões gnotobióticos (Vega et al., 2013) e teve um efeito benéfico 

moderado na doença em humanos (Sarkers et al., 2013; Kang, 2013; Tokuhara et al., 2013). 

O fragmento deste Ac possui apenas 15 kDa de tamanho, permanece ativo após longo prazo 

(> 1 ano) de armazenamento e resiste ao aquecimento a 94°C por 90 minutos (Tokuhara et 

al., 2013). Os Ac fragmentados de lhama foram expressos em altos níveis em arroz 

transgênico (MucoRice-ARP1) (Tokuhara et al., 2013); em um estudo-piloto, este anticoropo 

suprimiu a carga de RV em camundongos tanto imunocompetentes quanto imunodeficientes 

e também conferiu proteção contra a infecção por RV (Tokuhara et al., 2013). Assim como 

este Ac, outras preparações semelhantes apresentam um potencial real para uso terapêutico e 

profilático em seres humanos (Kang, 2013). 

 

1.1.8. Resposta imune  

Após a infecção por RV, a resposta imune adquirida é obtida, tanto a partir de células B 

produzindo anticorpos dirigidos contra proteínas especificas do vírus, como de células T que 

reconhecem epítopos específicos de RV (Yuan e Saif, 2002; Jiang, Gentsch e Glass, 2012; 

Desselberger, 2014). Muitos anticorpos dirigidos contra VP7 e VP4 na superfície da partícula 

de RV são neutralizantes (NAc) in vitro e protetores in vivo, como foi demonstrado por 

transferência passiva em camundongos e leitões gnotobióticos (Offit, 1994; Feng, Franco e 

Greenberg, 1997; Franco e Greenberg, 1997; Jiang, Gentsch e Glass, 2012; Yuan e Saif, 

2002). A transferência passiva de células T CD8+ especificas para RV também mostrou ser 

protetora (Offit, 1994). Os Ac específicos contra RV adquiridos por via transplacentária 

provavelmente protegem os recém-nascidos da infecção e interferem com a resposta imune à 

vacinação contra RV (Johansson et al., 2008; Appaiahgari et al., 2014).  

A disponibilidade de vários mutantes knockout de camundongos tem permitido aos 

pesquisadores a dissecção da contribuição relativa das repostas imune humoral e celular: 

enquanto as células T específicas para RV ajudam a eliminar o vírus após a infecção 

primaria, são as células B de memória contra RV geradas depois da primoinfecção que 
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fornecem maior proteção a longo prazo (Franco, Angel e Greenberg, 2016). Os Ac humorais 

potencializados após uma reinfecção são dirigidos contra epítopos tipo-específicos e 

apresentam reação cruzada com moléculas de VP4 e VP7, proporcionado assim, uma 

proteção heterotípica (Franco, Angel e Greenberg, 2006). Foi confirmado que as células 

dendríticas plasmocitoides são necessárias e suficientes para induzir a ativação das células B 

após a infecção por RV em camundongos (in vivo) e em células humanas (in vitro) (Deal et 

al., 2013).  

A proteção contra a infecção por RV não está totalmente correlacionada com a 

concentração de NAc específicos para VP7 e VP4. Após a infecção natural ou vacinação com 

RV, infantes e crianças jovens desenvolvem anticorpos contra outras proteínas estruturais 

(VP6 e VP2) e não estruturais (NSP4) (Desselberger, 2014). Os anticorpos específicos para 

VP6, apesar de não terem se mostrado neutralizantes in vitro, mostraram ser protetores in 

vivo, quando camundongos foram inoculados com anticorpos específicos anti-VP6 da classe 

de IgA (Burns et al., 1996). Foi sugerido, e recentemente comprovado, que os anticorpos IgA 

VP6-específicos são capturados (transcitose) pelas células epiteliais intestinais através dos 

receptores da proteína J na membrana basolateral e formam complexos com novos DLP 

liberados do viroplasma, impedindo assim a sua maturação à TLP (neutralização intracelular) 

(Desselberg, 2014; Corthésy et al., 2006; Schwartz-Cornil et al., 2002; Aiyegbo et al., 2013; 

Sapparapu et al., 2014). No entanto, também foi demonstrado que camundongos e pacientes 

que são deficientes em IgA eliminam a infecção, provavelmente devido a uma imunidade 

protetora compensatória da IgG (Johansson et al., 2008; Jiang, Gentsch e Glass, 2012).  

A transferência passiva de anticorpos anti-NSP4 induz alguma proteção em 

camundongos (Hou et al., 2008), porém os anticorpos anti-NSP4 adquiridos de forma ativa 

não foram capazes de proteger leitões gnotobióticos desafiados com RVA. Estudos 

prospectivos mostraram que, após uma ou duas infecções naturais por RVA, as crianças 

parecem estar altamente protegidas contra doenças graves por RVA heterotípicos (Hou et al., 

2008). 

 

1.1.9. Epidemiologia molecular das estirpes de RVA 

Com o advento dos protocolos de genotipagem de RVA por RT-PCR (Gouvea et al., 

1990; Gentsch et al., 1992; Gouvea, Santos e, Timenetsky 1994ab), estudos detalhados de 

epidemiologia molecular tornaram-se possíveis. A genotipagem tem um enorme valor para 

avaliar a evolução e as vias epidemiológicas dos RV em seres humanos, bem como em outros 
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mamíferos e aves (Matthijnssens et al., 2011b; Matthijnssens e van Ranst, 2012). Contudo, a 

maioria dos estudos de epidemiologia molecular e diversidade genética de RVA ainda é 

focada principalmente nos genes que codificam as proteínas antigênicas de superfície VP7 e 

VP4. Entretanto, pelo fato de os RV possuírem um genoma composto de 11 segmentos de 

RNA f.d. vulnerável a eventos de reagrupamento de todos seus segmentos, a avaliação da 

variabilidade somente dos genes que codificam essas as proteínas, pode não ser suficiente 

para a obtenção de dados conclusivos sobre a diversidade global, ou ainda sobre a verdadeira 

origem das estirpes. Nos últimos anos, após o advento do sistema de classificação dos 

genótipos com base em todos os segmentos genômicos, o genoma completo de pelo menos 

167 estirpes de RVA de origem humana e 45 estirpes de RVA de origem animal foram 

analisados, fornecendo uma infinidade de novas e importantes informações sobre a origem 

complexa das estirpes, eventos de reagrupamentos inter e intra genogrupos, eventos de 

reagrupamentos interespécies, e linhagens genéticas envolvendo diferentes segmentos dos 

genes dos RVA (Martella et al., 2010; Ghosh e Kobayashi, 2011, 2014; Dóró et al., 2015; 

Phan et al., 2016). No que diz respeito às outras espécies de RV capazes de infectar seres 

humanos e animais, RVB, RVC e RVH, cabe mencionar que o número de genomas 

completos analisados é ainda muito pequeno, não permitindo assim uma avaliação confiável 

(Ghosh e Kobayashi, 2011, 2014; Phan et al., 2016).  

  

1.1.9.1 Epidemiologia e vigilância em seres humanos 

Os humanos são susceptíveis a infecções por RVA sem restrição de idade, embora as 

crianças de três meses a três anos sejam as que desenvolvam frequentemente a forma clínica 

mais grave da doença (Desselberger, 2014; Dóró et al., 2015). Os RVA são geneticamente e 

antigenicamente diversos e dados de vigilância epidemiológica indicam que diferentes 

estirpes cocirculam em algumas áreas em determinados períodos de tempo (Santos e 

Hoshino, 2005; Patel et al., 2013; Dóró et al., 2015). Os países industrializados apresentam 

comumente um genótipo predominante numa localização geográfica em uma única estação, 

enquanto as estirpes minoritárias podem apresentar uma variedade diferente de genótipos 

(Santos e Hoshino, 2005). Nos países em desenvolvimento, nem sempre é possível identificar 

uma única estirpe prevalente em virtude da cocirculação de uma vasta gama de diferentes 

genótipos (Santos e Hoshino, 2005; Bányai et al., 2012). É descrita uma alternância dos 

diferentes genótipos ao longo do tempo de forma que um genótipo predominante em um 

determinado ano pode ser menos frequente ou mesmo ausente no ano seguinte. Por outro 
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lado, as estirpes que não são detectadas em um ano podem se tornar importantes no ano 

seguinte (Santos e Hoshino, 2005; Bányai et al., 2005; Martella et al., 2010; Dóró et al, 

2015).   

Estudos de vigilância epidemiológica têm identificado 14 genótipos G (G1-G6, G8-

G12, G14, G20 e G26), 17 genótipos P (P[1] a P[11], P[14], P[15], P[19], P[24]; P[25] e 

P[28]) e perto de 90 combinações antigênicas G-P de RVA em crianças em todo o mundo 

(Santos e Hoshino, 2005; Bányai et al., 2012). Entre estes, no entanto, apenas alguns são 

responsáveis pela maioria das infecções clinicamente relevantes. Globalmente, as estirpes 

humanas mais comuns são G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] e G12P[8] (Santos e 

Hoshino, 2005; Bányai et al., 2012). Além disso, a diversidade das estirpes é influenciada, 

em parte, pelo reagrupamento dos segmentos genômicos entre as principais estirpes que 

circulam localmente podendo levar a combinações incomuns dos genótipos G-P (Gentsch et 

al., 1996; Gentsch et al., 2005, Santos e Hoshino, 2005; Martella et al., 2010; Ghosh e 

Kobayashi, 2011; Desselberger et al., 2014; Dóró et al., 2015). Por exemplo, as estirpes com 

os genótipos G1P[4] e G2P[8] são comumente reportados por cocircularem com as estirpes 

G1P[8] e G2P[4] (Dóró et al., 2014) (Figura 8).  

Notavelmente, a predominância epidemiológica das seis combinações G-P mais comuns 

parece não ter mudado após a introdução das vacinas. Contudo, foi observada a 

predominância de estirpes G2P[4] em diversos países logo após a introdução da vacina 

RotarixTM (G1P[8]) nos programas nacionais de imunização de rotina (Dóró et al., 2014). 

Atualmente, não está claro se uma imunidade heterotípica reduzida provocada pela vacina 

monovalente e, portanto, um mecanismo de seleção associado à vacina, é responsável por 

este fenômeno, ou se a predominância da estirpe G2P[4] é explicada pelas flutuações naturais 

das estirpes de RVA na população (Santos e Hoshino, 2005; Matthijnssens et al., 2009a).  

Além das seis principais estirpes de RVA, foram identificadas estirpes de importância 

regional em algumas áreas, como por exemplo as infecções por G5P[8] e G8P[6] em partes 

da América do Sul e da África subsaariana, respectivamente (Gouvea et al., 1994; Alfieri et 

al., 1996; Leite, Alfieri e Woods, 1996; Cunliffe et al., 1999; Santos e Hoshino, 2005). Além 

disso, após a introdução da vacina, as estirpes G6P[6] e G9P[4] parecem ter causado um 

número significativo de infecções na África e na América Latina (Quaye et al., 2013; Ndze et 

al., 2014). 
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Figura 8. Esquema do fenômeno de reagrupamento dos genes que codificam as proteínas 

superficiais das estirpes de RVA G1P[8] e G2P[4] que cocirculam na população.  
A figura mostra uma situação hipotética em que um único enterócito está replicando simultaneamente duas 

estirpes de RVA, G2P[4] e G1P[8]. Durante o processo de montagem das novas partículas pode ocorrer o 

reagrupamento dos segmentos genômicos destas estirpes, permitindo o surgimento de até quatro estirpes 

distintas: as duas estirpes parentais G2P[4] e G1P[8], além de duas estirpes reagrupadas G2P[8] e G1P[4]. 

 

Adaptado de: EuroRotaNet. Disponível em http://www.sabin.org/sites/sabin.org/files/jim_gray_ist.pdf. Acesso 

em 13/01/2017. 

 

Várias outras combinações antigênicas detectadas em seres humanos foram 

identificadas principalmente em casos esporádicos, espacialmente isolados (Dóró et al., 

2015). Algumas destas foram descritas pela primeira vez no período pós-licenciamento dos 

programas de vacinação contra RVA e por isso sua origem a partir da estirpe vacinal não 

pode ser descartada. Os genótipos G1P[5], G2P[5] ou G6P[8] compartilham o gene da VP7 

e/ou da VP4 com a estirpe parental bovina da vacina Rota-TeqTM (Dóró et al., 2014). Outras 

estirpes raras podem ter emergido dos reservatórios animais através dos eventos de 

transmissão interespécies (Santos e Hoshino, 2005). Exemplos disto são as estirpes G3P[9] 

de origem felina e as estirpes de G4P[6] de origem suína detectadas em seres humanos nas 

últimas duas décadas em vários países em todo o mundo (Ghosh e Kobayashi, 2011; Hwang 

et al., 2012; Quaye et al., 2013; Papp et al., 2013a; Dóró et al., 2015).  

 

1.1.9.2 Epidemiologia e vigilância em espécies animais de interesse neste estudo 

As infecções sintomáticas por RVA são frequentemente descritas em mamíferos jovens 

e aves (Dhama et al., 2009; Martella et al., 2010). Em muitos aspectos, a epidemiologia 

molecular dos RVA em animais é semelhante à epidemiologia observada em seres humanos. 
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Por exemplo, em gado doméstico a epidemiologia das rotaviroses também pode se 

caracterizar pela substituição sequencial de estirpes ao longo do tempo em qualquer 

localização geográfica (Ghosh e Kobayashi, 2011, 2014). As infecções por RVA mais 

minuciosamente estudadas são as que afetam animais da ordem Artiodactyla, principalmente 

suínos, bovinos e equinos, e parcialmente em caprinos, ovinos e camelídeos. Revisões 

recentes sobre RVA em suínos, bovinos e equinos indicam que existem alguns genótipos 

específicos globalmente importantes para cada uma destas espécies hospedeiras (Martella et 

al., 2010; Ghosh e Kobayashi, 2014; Pappet al., 2013abc; Papp et al., 2014; Papp et al., 

2015). 

Em caprinos e ovinos até o momento, poucas estirpes de RVA têm sido caracterizadas 

(Dhama et al., 2009). A análise de uma estirpe isolada de um ovino na China, RV/Sheep-

tc/CHN/Lamb-NT/xxxx/G10P[15] revelou a presença de novos genótipos nos genes VP4 

(P[15]) e VP6 (I10) com uma constelação genômica de RVA Artiodactyla-like ou seja, possui 

uma constelação genômica semelhantes a outros bovídeos como, antílopes, e bovinos (Chen 

et al., 2009). O sequenciamento do genoma de uma estirpe incomum ovina RV/Sheep-

tc/ESP/OVR762/2002/G8P[14] mostrou que esta compartilha uma constelação genotípica 

amplamente conservada com outras estirpes de RVA de origem Artiodactyla. O genoma 

completo de uma estirpe de RVA isolada em caprinos, RVA/Goat-

tc/BGD/GO34/1999/G6P[14], revelou uma estreita relação evolutiva com estirpes de RVA de 

origem Artiodactyla (Ghosh et al., 2010). Por outro lado, a análise parcial do genoma de uma 

estirpe incomum detectada em um caprino na Coréia, RVA/Goat-tc/KOR/GRV/1998/G3P[3], 

forneceu indícios de eventos de reagrupamento e/ou transmissão interespécies entre 

caninos/felinos e/ou símios - caprinos (Lee et al., 2003).  

Os RV têm sido detectados em alguns mamíferos ungulados exóticos, tais como alpaca, 

antílope, bisonte, javali, veado, camelo, gazela, guanacos, girafa e vicunha (Parreño et al., 

2001; Matthijnssens et al., 2009b; Papp et al., 2012; Badarracco et al., 2013; Ghosh e 

Kobayashi, 2014; Dóró et al., 2015; Garmendia et al., 2015). Poucos genomas das estirpes 

obtidas desses animais foram estudados até o momento, portanto as informações acerca dos 

padrões evolutivos desses vírus são muito limitadas. O sequenciamento do genoma completo 

de uma estirpe de antílope e de duas estirpes de guanacos evidenciou que estas possuem uma 

origem comum com estirpes de RVA de ovino e de outros ruminantes, corroborando a 

presença de uma constelação genotípica de consenso geral (G6/G8-P[14]-I2-(R2/R5)-C2-M2-

(A3/A11)-N2-T6-(E2/E12)-H3) que pode estar circulando entre ruminantes, camelídeos e 

outras espécies animais da ordem Artiodactyla (Matthijnssens et al., 2009b).  
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Recentemente, foi sequenciado o genoma completo de uma estirpe de RVA isolada em 

camelo, denominada s21 (RVA/Camel-wt/KUW/s21/2010/G10P[15]), os genes VP2, NSP2, 

NSP3 e NSP5 desta estirpe exibiram uma relação filogenética próxima com estirpes de RVA 

de ovinos e bovinos, enquanto a VP1 mostrou uma identidade de nucleotídeos menor que 

90% com estirpes suínas. Já os genes que codificam as proteínas VP4, VP6 e VP7 exibiram 

uma identidade de 88%, 82% e 83%, respectivamente, com estirpes de referência isoladas em 

ruminantes. O gene da NSP4 foi classificado como um genótipo distinto, denominado de E15 

(Papp et al., 2012). 

Outro estudo recente, analisou a constelação genômica parcial de uma estirpe 

proveniente de uma vicunha selvagem (RVA/Vicuña-wt/ARG/C75/2010/G8P[14]), uma das 

quatro espécies nativas de camelídeos sul americanos (CSA) (Badaracco et al., 2013), 

denominada de C75. Esta estirpe exibiu a constelação genotípica G8-P[14]-I2-R2-C2-M2-

Ax-N2-T6-E16-Hx, onde observou-se que, com exceção dos genes NSP3 e NSP4, o genoma 

parcial descrito compartilha uma relação evolutiva próxima com as estirpes de RVA de 

origem Artiodactyla, especialmente com a estirpe de guanaco RVA/Guanaco-

wt/ARG/Chubut/1999/G8P[14], em pelo menos cinco segmentos gênômicos (VP7, VP4, 

VP2, VP3 e NSP3). Já o gene da NSP4 foi classificado como um genótipo distinto, 

denominado de E16.  

 

1.1.9.3 Epidemiologia da rotavirose no Peru 

Estudos do Instituto Nacional de Salud del Nino em Lima, em 1987, 1991 e 1997 

detectaram RVA em amostras de fezes de 28%, 32% e 52%, respectivamente, de crianças 

com idades <5 anos hospitalizadas com gastroenterite grave (Greenberg et al., 1991; 

Figueroa-Quintanilla et al., 1993; Cama et al., 1999).  

Ehrenkranz e colaboradores (2001) estimaram o impacto da rotavirose em crianças 

peruanas baseado em seis estudos realizados em um período de 10 anos, cincos estudos 

realizados na capital, Lima (1984 - 1991), e um estudo realizado na região do Andes em 

Huaraz (1986-1987). Eles concluíram que aos cinco anos de idade, mais de 63% das crianças 

peruanas experimentavam um episódio de diarreia por rotavírus, uma em cada 10 procuraria 

atendimento médico, uma em cada 20 seria hospitalizada e uma em 375 morreria da doença. 

Por ano, isto representaria aproximadamente 384.000 casos, 64.000 visitas médicas, 30.000 

hospitalizações e 1.600 mortes. O custo anual dos cuidados médicos para essas crianças seria 
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de aproximadamente US$ 2,6 milhões —  sem levar em conta os custos indiretos ou sociais 

da doença e do óbito (Ehrenkranz et al., 2001). 

O programa de vacinação nacional antirrotavirose foi introduzido oficialmente no Peru 

em 2009, o qual utiliza as duas vacinas disponíveis no mercado, RotarixTM e RotaTeqTM 

(MINSA, http://www.minsa.gob.pe). Apesar de o programa oficial somente ter sido iniciado 

no ano de 2009, estas vacinas vinham sendo utilizadas no país, de forma não obrigatória, 

desde o ano de 2006.  

Chang e colaboradores (2015) avaliaram a distribuição e prevalência das infecções por 

RVA em uma comunidade periurbana no distrito de Independencia, Lima, no período de 

janeiro de 2008 a maio de 2011. Nesta comunidade a vacina contra rotavirose foi introduzida 

no início de 2009. O estudo mostrou uma redução significativa da incidência de rotavirose na 

comunidade (Chang et al., 2015). Embora não haja nenhuma informação em nível nacional 

dos índices de diarreia por RVA no Peru, parece haver uma tendência de redução da 

incidência de gastroenterite aguda em geral em todas as três regiões do país de 2008 a 2011 

(Grupo Tematico de Vigilancia de Enfermedades Diarreicas Agudas y Cólera, 2011) 

Contudo, a vigilância epidemiológica da rotavirose humana é incipiente e baseada em 

12 hospitais sentinelas, distribuídos em quatro hospitais na capital, Lima, e oito hospitais no 

interior do país: nas regiões de Arequipa, Cajamarca, Cusco, Junin e Loreto. Estes hospitais, 

seguindo os parâmetros da OMS e a Organização Pan-americana da Saúde (OPAS), fazem a 

seleção de amostras de crianças (< 5 anos de idade) hospitalizadas com quadros de diarreia 

aguda e diagnosticam a rotavirose utilizando o teste de ELISA de captura de antígeno em 

fezes (Luna, 2008).  

Estudos de epidemiologia baseados na vigilância dos genótipos de estirpes de RVA 

circulantes no Peru são quase inexistentes. No estudo de Cama e colaboradores (1999), 

realizado no Instituto Nacional de Salud del Nino, um hospital que atende crianças carentes 

da área urbana de Lima, no período de fevereiro de 1995 a fevereiro de 1997, 95 amostras 

positivas para RVA foram caracterizados por EIA utilizando anticorpos monoclonais para os 

sorotipos G1 – G4, sendo encontrado G1 (68%), G2 (21%), G4 (3%), G3 (1%) e em 5% das 

amostras o sorotipo não foi identificado. 

Em um estudo mais recente realizado em um hospital sentinela da região de Cajamarca, 

foi utilizada a metodologia de multiplex seminested RT-PCR para o genotipagem de amostras 

fecais positivas para RVA. Das 117 amostras testadas para RVA, 22 (18.8%) foram positivas 

por EIA e 42 (35.9%) foram positivas por RT-PCR, deixando evidente que o número de 

casos de crianças com rotavírus reportados pelos hospitais sentinelas é subestimado. Os 
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genótipos G mais prevalentes foram G9 (35,7%) e G12 (33,3%), seguidos de G3 (16,7%), G4 

(4,8%), G1 (2,4%) e G2 (2,4%). Os genótipos P mais frequentes foram P[6] (45,2%) e P[8] 

(26,2%), enquanto P[4] foi detectado em dois casos (4,8%). As combinações dos genótipos 

G-P mais comuns neste estudo foram G12P[6] (23,8%), G9P[6] (19%) e G9P[8] (11,9%); 

não foi possível identificar os genótipos G e P de 4,8% (2/42) e 23,8% (10/42) das estirpes, 

respectivamente (Espejo et al., 2014).  

Da mesma forma, estudos da epidemiologia molecular da rotavirose nas diferentes 

espécies animais são praticamente inexistentes, salvo uma única exceção nos camelídeos sul 

americanos, especificamente em alpacas no departamento de Cusco. Nesta espécie, em 2015, 

um estudo descreveu a genotipagem parcial de duas estirpes de RVA em alpacas, 

RVA/Alpaca-tc/Per/K’ayra/3368-10/2011/G3P[11] e RVA/Alpaca-tc/Per/K’ayra/3386-

10/2011/G3P[?] para VP7 e VP7 (Garmendia et al., 2015).  

 

1.1.10. Potencial zoonótico das estirpes de RVA 

A transmissão interespécie de RVA já foi considerada um evento raro. Durante a 

década de 1980, estudos de hibridização RNA-RNA produziram evidências convincentes de 

que a transmissão interespécies de RVA poderia ocorrer. Estes estudos revelaram uma 

relação genética muito próxima entre algumas estirpes incomuns de RVA de origem humana 

e animal (Nakagomi e Nakagomi, 1989, 2000). Utilizando a mesma metodologia, observou-

se que outras estirpes detectadas em seres humanos compartilham uma mesma constelação 

genética com estirpes de oriundas de outras espécies (Das et al., 1993; Alfieri et al., 1996; 

Esona et al., 2009). Coletivamente, estes estudos revelaram que a transmissão direta não é o 

único mecanismo utilizado para a quebra da barreira interespécies, já que um dos 

mecanismos descritos em associação a este tipo de transmissão é o reagrupamento, podendo 

contribuir para o aparecimento de estirpes potencialmente zoonóticas.  

Entretanto, à medida que as técnicas de sequenciamento se tornaram amplamente 

utilizadas, o número de sequências dos genes que codificam VP4 e VP7 das estirpes 

circulantes de RVA aumentou drasticamente. O acúmulo de informações oriundas das 

análises dessas sequências e de dados de prevalência das estirpes RVA, revelou que, pelo 

menos, 3/4 das combinações possíveis dos genótipos G-P detectados em seres humanos 

podem ser consideradas incomuns, e estas representam uma prevalência global de menos de 

1% (Dóró et al., 2015).    
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Esforços globais de vigilância epidemiológica forneceram evidências sólidas de que os 

reagrupamentos entre estirpes de RVA de origem humana e animal são cruciais para o 

intercâmbio de segmentos genéticos entre estes vírus, assim como para a eficiente 

transmissão e disseminação destas estirpes entre os novos hospedeiros não homólogos. Os 

exemplos mais proeminentes são as estirpes G9P[8] e G12P[8], que se tornaram globalmente 

comuns durante o final da década de 1990 e início da década de 2000 (Matthijnssens et al., 

2010a; Bányai et al.; 2012). Os genótipos G9 e G12 destas estirpes emergentes foram 

provavelmente adquiridos a partir de estirpes de RVA de origem animal, enquanto o outro 

antígeno de superfície (P) e o restante da constelação genotípica são de origem humana 

(Gentsch et al., 2005; Santos e Hoshino, 2005). Os genótipos G9 e G12 detectados em 

suínos, bovinos e humanos, mostram uma constelação genômica derivada de RVA suíno 

atestando a origem animal destes genes (Teodoroff et al., 2005; Ndze et al., 2013).  

Outras estirpes zoonóticas apresentam distribuição geográfica mais restrita. Por 

exemplo, verificou-se que algumas estirpes pertencentes aos genótipos G6, G8 ou G10, de 

origem bovina, causam epidemias regionais em humanos, em partes da África, Ásia e 

Europa, enquanto que em outras áreas são geralmente detectadas de forma esporádica, sem 

evidências de ligação epidemiológica com a variante epidêmica destes genótipos. Análises 

moleculares de G6, G8 e G10 revelaram heterogeneidade genética entre as estirpes 

circulantes, indicando que ocorrem múltiplos eventos de transmissão interespécies 

independentes em várias áreas geográficas; contudo, apenas algumas destas estirpes em 

tornaram-se clinicamente importantes em uma determinada área (Martella et al., 2010; Ghosh 

e Kobayashi, 2011; Dóró et al., 2015).  

A questão de por que certos tipos de genótipos de origem animal são mais 

frequentemente encontrados em seres humanos do que em outras espécies animais permanece 

aberta. Por exemplo, as combinações de genótipos G-P mais comumente detectados em 

suínos e bovinos são G5P[7] e G6P[11], respectivamente; estes genótipos foram detectados 

apenas em alguns poucos casos de infecção em humanos em todo o mundo. Entretanto, os 

genótipos G3/G9/G4P[6] de suíno e G6/G8/G10P[14] de ruminantes são relativamente mais 

comuns em seres humanos do que nos respectivos hospedeiros animais (Ghosh e Kobayashi, 

2011). 

Os mecanismos moleculares responsáveis pela variação antigênica dessas estirpes entre 

as diferentes espécies hospedeiras permanecem desconhecidos, contudo, alguns estudos têm 

fornecido informações relevantes que podem auxiliar na compreensão desses fenômenos. Foi 

levantada a possibilidade de que a composição genética da espécie hospedeira pode 
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determinar a suscetibilidade dos indivíduos à infecção por determinadas estirpes de RVA e 

consequentemente, pode favorecer ou inviabilizar a infecção por estirpes heterólogas (Ramig, 

1997; Iturriza-Gómara, Desselberger e Gray, 2003; Matthijnssens, Martella e van Ranst, 

2010). A VP4 é uma proteína chave neste processo, uma vez que funciona como receptor 

para a adsorção dos RV à célula. O domínio de ligação ao receptor celular da VP4 interage 

com porções de carboidratos na superfície celular.  

Foi demonstrado que algumas estirpes de RVA de origem animal dependem do ácido 

siálico para a interação inicial com as células, p.ex.: estirpes P[1] (bovino), P[2] e P[3] 

(símio) e P[7] (suíno) (Mendez, Arias e Lopez, 1993; Ciarlet e Estes, 1999; Ciarlet et al., 

2000). Para algumas estirpes de RVA suínos, o gangliosídeo GM3 sialidado foi proposto 

como o receptor celular. Estudos recentes indicam que os principais genótipos humanos P[4], 

P[6] e P[8] não dependem dos ácidos siálicos terminais para a ligação celular, uma vez que 

são capazes de se ligar aos ácidos siálicos internos presentes nos antígenos do grupo histo-

sanguíneo. A hipótese é que ocorre uma ligação preferencial das estirpes P[4] e P[8] com os 

antígenos B de Lewis ou antígenos tipo H-1. As crianças com polimorfismo no gene da 

fucosiltransferase 2 (FUT2), também chamadas de não secretoras da galactosídeo 2- -L-

fucosiltransferase 2, parecem ser resistentes a infecções por estirpes P[8] (Huang et al., 2012; 

Imbert-Marcille et al., 2014). Desta forma, para que as crianças sejam suscetíveis à estirpes 

P[8], os dois fenótipos (secretores FUT2 e antígeno B de Lewis) são necessários, enquanto 

que as estirpes P[6] infectam principalmente crianças Lewis-negativas, independente de seu 

fenótipo secretor (Huang et al., 2012; Imbert-Marcille et al., 2014).  

Notavelmente, a distribuição desproporcional de indivíduos Lewis-negativos entre as 

populações (4-6% da população europeia e norte americana versus 30% da população 

africana e latino-americana) poderia explicar a maior frequência de estirpes P[6] entre 

crianças africanas, enquanto P[4] e P[8] predominam na população caucasiana. 

Curiosamente, estirpes com genótipos P[9], P[14] e P[25] parecem depender de interações 

com antígenos histo-sanguíneos do tipo A para a ligação à superfície celular (Hu et al., 2012; 

Liu et al., 2012). Consequentemente, os indivíduos portadores de antígeno de tipo A podem 

ser mais susceptíveis à infecção por estirpes de RVA de origem animal que reconhecem este 

tipo de antígeno. 

As análises comparativas de sequências genômicas demostraram que a maioria das 

estirpes de RVA de origem humana pertencem a três constelações genotípicas, dos genes 

não-G, não-P a saber: I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 (Wa-like), I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-

E2-H2 (DS-1-like), and I3-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3 (AU-1-like) (Matthijnssens e van 
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Ranst, 2012). As estirpes humanas Wa-like compartilham sua constelação genotípica com 

estirpes suínas, as estirpes DS-1-like compartilham sua constelação genotípica com estirpes 

de RVA de origem bovina, enquanto as estirpes AU-1-like estão relacionadas com estirpes 

felinas (Gauchan et al., 2015).  

Estes estudos revelaram diversos cenários de eventos de transmissão interespécies, 

frequentemente sugerindo uma configuração do genoma oriunda de múltiplos hospedeiros. 

Por exemplo, uma estirpe detectada em uma criança com diarreia grave, na Hungria, contém 

em sua constelação genes oriundos de estirpes de RVA de búfalo, felino e bovino (Bányai et 

al., 2009). Outra estirpe detectada em uma criança assintomática, no Quênia, carregava genes 

de provável origem de RV de símio e um número de genes cuja origem não pode ser 

elucidada (Ghosh et al., 2011). Estirpes de RVA detectadas em crianças na Índia possuem 

genes provavelmente oriundos de estirpes de felinos, símios e caprinos (Mukherjee et al., 

2012). A análise filogenética de várias estirpes com genótipo G4P[6] detectadas na Hungria, 

sugere uma origem zoonótica destes vírus, possivelmente através do reagrupamento entre 

estirpes provenientes de suínos e de humanos (Papp, et al., 2013a). Uma estirpe G3P[14] 

isolada de uma criança australiana apresentou uma mistura de genótipos originário de 

morcego, felino/canino-like e bovino, enquanto uma estirpe detectada em Barbados pode ser 

produto de reagrupamento entre RVA de humano, de suíno e de bovino (Donato et al., 2014, 

Tam et al., 2014). Postula-se que os eventos que podem levar ao surgimento deste mosaico 

genético resultariam de uma possível aquisição sequencial de genes de um pool comum de 

genes circulantes em uma área geográfica em um único hospedeiro ou pela alternância de 

espécies hospedeiras (Figura 9). 
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Figura 9. Constelações genotípicas de estirpes incomuns de RVA de origem humana.  

 
Os dois mecanismos principais são mostrados: transmissão direta e transmissão interespécies associada a 

reagrupamento, que levam à aquisição de estirpes de RVA de origem animal ou dos seus segmentos genômicos. 

São também mostradas estirpes decorrentes do reagrupamento entre múltiplos hospedeiros com a presumida 

espécie hospedeira de origem.  

 

Adaptado de: Dóró et al., 2015. 

 

Conforme delineamos anteriormente, a transmissão zoonótica do RVA está 

frequentemente associada ao fenômeno de reagrupamento dos segmentos gênicos. Isto 

exigiria a ocorrência de coinfecção do hospedeiro por estirpes homólogas e heterólogas 

(Martella et al., 2010). A transmissão de estirpes de RVA heterólogas pode ocorrer 

diretamente via contato direto com animais, ou indiretamente por contato com fômites 

contaminados com material fecal. A água contaminada com fezes pode desempenhar um 

papel chave na transmissão do RVA, pois pode conter estirpes de RVA de origem humana e 

animal, facilitando assim coinfecções por estirpes homologas e heterólogas, criando a 

oportunidade de reagrupamento. Portanto, a transmissão por via hídrica poderia ser uma 

explicação alternativa para a ocorrência de estirpes de RV com uma constelação genotípica 

quimérica (Martella et al., 2010; Dóró et al., 2015). Pouco se sabe sobre a transmissão do 
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RVA por aerossol em condições naturais, embora a transmissão por via aérea tenha sido 

proposta por trabalhos epidemiológicos inicias e posteriormente demonstrada por 

experimentos com animais (Estes e Greengerb, 2013; Dóró et al., 2015).  
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2. Justificativa 

Apesar do acúmulo de evidências da ocorrência de transmissão interespécies, estudos 

epidemiológicos ainda são necessários. Poucos estudos relatam o contato direto ou indireto 

entre indivíduos infectados com RVA e animais de criação ou de companhia (Zeller et al., 

2012; Doan et al., 2013). Por isto quase nada se sabe sobre o modo e frequência da 

transmissão interespécies nestes casos. Dado que a vigilância se encontra focada 

principalmente em pacientes clinicamente doentes e que as estirpes de RVA de origem 

animal tendem a ser menos virulentas em seres humanos (Ghosh e Kobayashi, 2011, 2014; 

Dóró et al., 2015), é seguro especular que os casos documentados de eventos de transmissão 

interespécies provavelmente representam somente a ponta do iceberg. Além disso, as 

infecções zoonóticas por RVA ocorrem principalmente como eventos espacial e 

temporalmente separados, e a ligação epidemiológica entre os casos, se houver, permanece 

oculta. Vale ressaltar que os países em desenvolvimento tendem a relatar mais comumente a 

ocorrência de verdadeiras infecções associadas à RVA de origem animal em seres humanos 

do que os países industrializados. O abastecimento inadequado de água potável, a falta de 

serviços sanitários fundamentais e a coabitação com animais de criação, em países em 

desenvolvimento, poderiam explicar o maior risco de zoonoses por RV nesses países (Cook 

et al., 2004). Além disso, não apenas infecções por estirpes de origem animal são mais 

frequentemente detectadas nesses países, como também as coinfecções por diferentes estirpes 

de RVA dando lugar à geração e seleção de estirpes com reagrupamentos envolvendo 

diferentes segmentos gênicos (Ghosh e Kobayashi, 2011, 2014; Dóró et al., 2015; Phan et al., 

2016). Consequentemente, estas estirpes são mais comumente relatadas em países em 

desenvolvimento localizados nos continentes africano, asiático e na América latina (Gentsch 

et al., 2005; Bányai et al., 2012).   

Já no Peru, a vigilância epidemiológica do RVA em seres humanos e animais é 

praticamente inexistente. Não existem dados sobre os genótipos que circulam nas populações 

rurais que vivem em áreas carentes de serviços básicos e que coabitam com animais de 

criação e de companhia, além de animais silvestres nos campos de cultivo, florestas e 

desertos do país.   

A zona de criação de alpacas está geograficamente localizada acima dos 4000 masl. 

Apresenta um clima extremo e de pobre forragem para outras espécies animais que não sejam 

próprias do planalto andino, embora se possa observar a presença rara de gado tradicional 

(bovinos, ovinos, equinos e suínos) junto com os pastores, já que estes animais são de 
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importância econômica fora de sua atividade principal que é a agricultura e criação de CSA 

domésticos (alpacas e lhamas). Estima-se que no ano 2000, pelo menos um milhão e meio de 

pessoas das zonas alto andinas dos departamentos de Apurimac, Arequipa, Ayacucho, Cusco, 

Huancavelica, Junin, Lima e Puno, se dedicavam à criação de CSA como atividade principal. 

Contudo, a renda per capital nestas zonas produtoras de camelídeos são as menores do país 

(FAO, 2005).  

A situação econômica das comunidades camponesas como Silli, que estão dedicadas à 

criação de CSA, é caótica pela extrema pobreza que padecem, ficando ainda mais crítica sua 

situação pela falta de água potável, falta de serviços higiênicos vitais e de centros de saúde. 

Tudo isso é refletido na condição sanitária de seus animais, que sofrem maiores problemas 

sanitários, pelo manejo inadequado e por falta de programas profiláticos. O tipo de criação 

dos CSA nas comunidades é extensivo, utilizando zonas pantanosas regadas por riachos ou 

rios, e com um sistema de trabalho da época dos Incas denominado de minka (trabalho 

coletivo feito a favor da comunidade). Em outras palavras, as famílias que compõe as 

comunidades ficam encarregadas do pastoreio e cuidado dos animais no mínimo uma 

temporada durante o ano, e pelo observado, os pastores em sua maioria são crianças, 

mulheres e pessoas idosas. O contato dos pastores com os animais é muito estreito e estes têm 

o hábito de utilizar suas fezes como fertilizantes, assim como combustível para cozinhar, e as 

crianças menores até brincam com as fezes secas.  

Por outro lado, os animais do instituto de pesquisa do IVITA têm um sistema de criação 

semi-intensiva, são animais em condições sanitárias superiores quando comparados aos 

animais das comunidades rurais. Possuem mão de obra contratada junto com suas famílias 

para cuidar os animais, que trabalham em sistema de rodízio ao longo do ano. Os animais do 

IVITA ficam a 30 km de distância dos animais do Silli e não deveriam ter contato nenhum 

entre eles, contudo, durante as visitas de coletas observamos que os médicos veterinários 

encarregados do IVITA e seus trabalhadores, prestam atendimento, na ocorrência de 

epidemias com alta taxa de morbilidade e mortalidade de animais, nas comunidades como 

Silli, e quando voltam aos currais do IVITA não fazem a devida esterilização das roupas, 

botas e ferramentas de trabalho.  

Por estas razões tomamos amostras da comunidade camponesa de Silli e do IVITA para 

compará-las e saber se existem diferenças na circulação das estirpes de RVA entre ambos os 

locais, assim como para verificar se o tipo de manejo sanitário dos animais influencia na 

ocorrência e na incidência das infecções por RVA na região. 
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Os dados anteriores obtidos por nosso grupo sugeriram que as estirpes de RVA que 

circulam em alpacas de uma comunidade camponesa em Cusco, possuem um mosaico 

genético peculiar, nos levando a especular que estas estirpes possam ter emergido a partir de 

eventos de reagrupamento entre RVA de origem humana e animal, sugerindo uma 

característica zoonótica da infecção (Rojas, 2013). A genotipagem e sequenciamento 

completo ou parcial do genoma das estirpes de RVA, que circulam no planalto andino 

infectando ambas as populações, permitiria um melhor entendimento da frequência, evolução 

e da ecologia das infecções por RVA na região estudada e sua verdadeira importância como 

agente zoonótico. Além de proporcionar um parâmetro de comparação com as constelações 

genotípicas das duas vacinas de RVA utilizadas pelo Ministério da Saúde do Peru. 
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3. Objetivos 

3.1. Objetivo Principal 

O objetivo principal deste estudo foi realizar a detecção e genotipagem das estirpes de 

RVA provenientes de amostras fecais de animais e seres humanos que coabitam 

estreitamente, coletadas especificamente da zona de criação de alpacas do distrito de 

Maranganí no departamento de Cusco, no Peru, no período 2010-2014.  

 

3.2. Objetivos Específicos 

1. Detectar infecções por RVA, utilizando a RT-PCR, em amostras fecais de camelídeos, 

carneiros e seres humanos, nativos da serra sul do Peru. 

2. Identificar os genótipos das estirpes de RVA detectadas, através de multiplex seminested 

RT-PCR e por sequenciamento parcial do genoma viral, com base em pelo menos 3 genes: 

VP7, VP4, e/ou VP6 e/ou NSP4 e/ou NSP5. 

3. Isolamento em cultura de células de estirpes contendo possíveis novos genótipos e 

sequenciar o genoma completo destas estirpes. 

4. Avaliar a frequência dos diferentes genótipos identificados entre as espécies estudadas. 

5. Avaliar a ocorrência de infecções interespécies na população estudada. 
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4. Materiais e Métodos 

4.1. Questões éticas 

 O presente estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa em animal da 

Universidad Nacional Mayor de San Marco da Facultad de Medicina Veterinaria (UNMSM-

FMV), Lima, Peru e, pelo Instituto Veterinário de Investigaciones Tropicales y de Altura 

(IVITA), Cuzco, Peru. Para a obtenção das amostras das crianças foi solicitado a todos os 

pais dos indivíduos convidados a participar do estudo, uma autorização para coleta de 

espécime clínico, utilizando-se para tal um Termo de Consentimento proporcionado pelo 

IVITA. A importação das amostras fecais de seres humanos e animais foi aprovada pelo 

Instituto do Meio Ambiente Brasileiro (IBAMA; Brasília, DF, Brasil) mediante uma 

autorização com número de protocolo 14BR012948/DF 02/20/2014. 

 

4.2. Tipo de estudo 

Trata-se de um estudo de série de casos de caráter observacional transversal descritivo, 

tendo por objetivo descrever a ocorrência de dois eventos (1) circulação de RVA e (2) 

ocorrência de eventos de transmissão interespécies, em um determinado instante do tempo 

em populações distintas, compostas de seres humanos e animais nativos da região do planalto 

andino no Peru.   

 

4.3 População e amostras 

A população alvo foi aquela de animais e crianças com ou sem diarreia aguda, 

residentes na área do estudo.  

 

4.4. Critérios de inclusão e exclusão 

4.4.1. Critério de inclusão 

Crianças os quais os responsáveis concordaram em participar do estudo do estudo e 

animais que os proprietários autorizaram a coleta, com ou sem quadros de diarreia aguda 

residentes na área do estudo. 

 

4.4.2. Critérios de exclusão 

Crianças os quais os não responsáveis concordaram em participar do estudo do estudo 

e animais que os proprietários não autorizaram a coleta, com ou sem quadros de diarreia 

aguda residentes na área do estudo. 
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4.5. Coleta de amostras 

Foram coletadas 265 amostras fecais: 24 de crianças, 192 de alpacas neonatas, 40 de 

lhamas neonatas e nove de carneiros, com ou sem diarreia, localizados na zona de criação de 

alpacas (14°24’45.3’’S, 71°11’32.6’’W; ~4000 masl (metros acima do nível do mar, do 

inglês metres above sea level) do distrito de Maranganí, província de Canchis, no 

departamento de Cusco, Peru (Tabela 3). Por se tratar de série de casos, as amostras foram de 

conveniência. Os sujeitos (humanos ou animais) que atenderam aos critérios de inclusão nos 

dias e horários em que houve coleta de dados participaram do estudo. As coletas foram 

realizadas entre os meses de janeiro e fevereiro de cada ano, no período entre 2010-2014. Os 

meses das coletas coincidem com o período de nascimento das alpacas e lhamas, e de maior 

incidência de diarreia em crianças e animais na região. 

As amostras de humanos e animais são oriundas de dois centros de criação de 

camelídeos localizados na comunidade camponesa de Silli e no centro de pesquisa de alpacas 

do IVITA pertencente à FMV-UNMSM. A distribuição das amostras por sítio de coleta está 

apresentada na Tabela 3. 
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Tabela 3. Descrição das amostras fecais que foram analisadas neste estudo. 

Ano Espécie Sítio de 

coleta1 

Faixa etária Status No de 

amostras 

2010 Alpacas Silli 1 - 5 semanas Com diarreia 50 

    

Humanos 2 - 13 anos Com diarreia 14 

      

2012 Alpacas IVITA 
1 - 5 semanas 

Com diarreia 28 

Sem diarreia 40 

      

2014 Alpaca Silli 
1 - 5 semanas 

Com diarreia 22 

 Sem diarreia 22 

    

IVITA 
1 - 5 semanas 

Com diarreia 8 

 Sem diarreia 22 

     

Lhama Silli 1 - 5 semanas Sem diarreia 11 

    

IVITA 
1 - 5 semanas 

Com diarreia 2 

 Sem diarreia 27 

     

Carneiros Silli 3 – 6 meses Sem diarreia 4 

IVITA 3 meses Sem diarreia 5 

     

Humanos Silli 
1,6 – 6 anos 

Com diarreia 1 

 Sem diarreia 1 

    

IVITA 
2 - 13 anos 

Com diarreia 4 

 Sem diarreia 4 

Total     265 
1 Silli = Comunidade camponesa de Silli; IVITA = Instituto Veterinário de Investigaciones Tropicales y de 

Altura. 

 

No caso das amostras de animais, todas foram colhidas diretamente do reto dos animais 

reunidos no curral (Figura 10). Em crianças, foram colhidas pelos pais utilizando os 

coletores fornecidos para este fim. As amostras foram encaminhadas ao laboratório de 

diagnostico microbiológico do IVITA (Cusco-Peru) onde foram mantidas congeladas (-20°C) 

até o final da coleta. Posteriormente as amostras foram levadas para o Laboratório de 

Virologia Veterinária da FMV-UNMSM (Lima-Peru) e preservadas a -80°C para 

posteriormente serem trazidas para Laboratório de Viroses Respiratórias, Entéricas e 

Oculares (LAVIREO) do Departamento de Virologia, do Instituto de Microbiologia Paulo de 

Góes da UFRJ para seu processamento.  
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Figura 10. Coleta das amostras fecais das espécies animais.  
 

(A, B) Montanhas do departamento de Cusco (Distrito de Maranganí) a 4300 masl onde foi realizada a coleta de 

fezes dos animais de criação extensiva e semi-intensiva pertencentes a Silli e ao IVITA, respectivamente; (C) 

Pastoreio dos animais até os currais de manejo; (D) Curral de manejo; (E) Coleta de fezes de animais com e sem 

diarreia; (F) As fezes foram classificadas e congeladas a -20°C até seu envio à UFRJ-Brasil.  
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4.6. Processamento das amostras fecais  

Inicialmente, as amostras sofreram um processo de clarificação. Para tal, foram 

preparadas suspensões fecais 10-20% em PBS (tampão salina fosfato, do inglês phosphate-

buffered saline) pH 7.2, para depois serem submetidas a centrifugação a 2500x g por 5 

minutos. O sobrenadante fecal clarificado foi utilizado para a extração do RNA viral.  

 

4.7. Controles positivos 

Com o objetivo de testar e padronizar os novos oligonucleotídeos desenhados para este 

estudo foram utilizadas quatro estirpes de RVA de alpacas e suas sequências nucleotídicas 

previamente obtidas RVA/Alpaca-wt/PER/Alp11A/2010/G8P[?], RVA/Alpaca-

wt/PER/Alp11B/2010/G20P[?], RVA/Alpaca-wt/PER/Alp21A/2010/G1P[?], RVA/Alpaca-

wt/PER/Alp22/G8P[14]. O desenho dos iniciadores foi um requisito fundamental devido a ao 

fato de que os oligonucleotídeos disponíveis na literatura para a detecção e genotipagem de 

RVA em humanos e animais apresentam uma eficiência limitada na detecção das estirpes de 

camelídeos (Rojas, 2013). 

4.8. Extração do RNA viral  

A extração do RNA viral foi realizada utilizando o kit Totally RNA Kit (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos) de acordo com as recomendações do fabricante. 

Em tubos de 1,5 mL adicionou-se 300 µL da solução desnaturante juntamente com 300 µL da 

suspensão fecal e 300 µL de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico. Em seguida os tubos foram 

agitados em vórtex por 15 segundos. Posteriormente foram incubados em gelo por 5 minutos 

e após esse tempo os tubos foram centrifugados a 10000x g por 5 minutos. Após a 

centrifugação a fase aquosa foi transferida para outro tubo onde foram adicionados 60 µL de 

acetato de sódio e 300 µL de fenol ácido. Os tubos foram agitados em vórtex por 15 

segundos. Em seguida, os tubos foram novamente incubados em gelo por 5 minutos e após 

esse período foram centrifugados a 10000x g por 5 minutos. Após a centrifugação a fase 

aquosa foi transferida para outro tubo e adicionou-se 600 µL de isopropanol. Em seguida os 

tubos foram incubados a -20ºC por 15 minutos. Após esse período foi feita uma centrifugação 

a 12000x g por 15 minutos, o sobrenadante foi desprezado por inversão dos tubos e foi 

adicionado 300 µL de etanol 70% à temperatura ambiente em cada tubo. Os tubos foram 

homogeneizados por inversão e centrifugados a 12000x g por 10 minutos; o sobrenadante foi 

desprezado por inversão dos tubos e o sedimento de RNA foi seco a vácuo (Speed Vacuum 
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Concentrator, Thermo Fisscher, Waltham, MA, Estados Unidos). Por fim, o sedimento foi 

suspenso com 30 µL em água contendo DEPC (dietil etilenodiamino, do inglês 

diethylcarbonate) /EDTA (ácido tetra acético etilenodiamino, do inglês ethylenediamine 

tetraacetic acid) fornecida no kit. 

 

4.9. Detecção de RVA 

As amostras foram submetidas à RT-PCR e (semi)nested PCR utilizando 

oligonucleotídeos específicos para as amplificações dos genes que codificam as proteínas 

VP6, NSP4 e NSP5 dos RVA. Inicialmente produziu-se o DNA complementar (cDNA); 

(ácido desoxirribonucleico complementar, do inglês complementary deoxyribonucleic acid) 

como descrito a seguir. Posteriormente, 5 µl do cDNA foram misturados a 45 µl da mistura 

de PCR descrita posteriormente. 

 

4.9.1. Produção do DNA complementar viral (cDNA)  

Primeiramente foi feita a transcrição reversa (RT, do inglês reverse transcription) para 

a produção do cDNA utilizando iniciadores antissenso específicos (ver Quadro S1, material 

suplementar), separadamente para cada gene pesquisado. Para tal, foi adicionado em um 

tubo de PCR 5 µL do RNA extraído e aquecido a 97°C por 5 minutos. Após este período, 

resfriou-se a mistura por 5 minutos a 4oC e adicionou-se 5 µL da seguinte mistura: 1,4 µL de 

água estéril; 0,5 µL da mistura de desoxinucleotídeos trifosfato 10 mM (dNTP) (contendo 

desoxiadenosina trifosfato [dATP], desoxitimina trifosfato [dTTP], desoxicitidina trifosfato 

[dCTP] e desoxiguanosina trifosfato [dGTP]; concentração final 0,5 mM) (Ludwig Biotec, 

Porto Alegre, RS); 2 µL de tampão da enzima concentrado 5X; 0,6 µL de solução de cloreto 

de magnésio (50 mM; concentração final 3 mM), 0,4 µL da solução iniciadores específicos 

antissenso (20 µM; concentração final 80 pmol) e 0,2 µL (10 U) da enzima transcriptase 

reversa (ImProm-II Reverse Trascriptase, Promega, Madison, WI, Estados Unidos). As 

reações ocorream em um termociclador modelo Veriti 96 wells (Thermo Fisher Scientific), 

em uma temperatura inicial de 25oC por 5 minutos, seguida de uma temperatura de 42oC por 

45 min. Os cDNA obtidos foram submetidos à reação de PCR como descrito a seguir.  

 

4.9.2. Reação em cadeia da polimerase (PCR) e (semi)nested PCR 

Para as PCR foram adicionados ao cDNA produzido, 45 µL da seguinte mistura: 30 µL 

de água destilada estéril; 10 µL de tampão da enzima concentrado 5X; 2 µL de solução de 
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cloreto de magnésio (50 mM; concentração final 2 mM), 1 µL da mistura de dNTPs (10 mM; 

concentração final 0,2 mM); 1,6 µL da solução contendo os iniciadores senso e antissenso 

específicos (20 µM; concentração final 32 pmol) e 0,4 µL (2 U) da enzima Taq polimerase 

(Ludwig Biotec, Porto Alegre, RS). Na seminested PCR 5 µL do produto da primeira PCR 

foram adicionados 45 µL da mesma mistura de PCR utilizando-se iniciadores específico 

senso e antissenso (ver Quadro S1). As amplificações foram realizadas em termociclador 

modelo Veriti 96 wells, (Thermo Fisher Scientific). As condições da PCR e (semi)nested PCR 

para cada um dos genes pesquisados estão apresentadas no Quadro S2. 

A análise dos resultados das reações de PCR foi realizada por eletroforese em gel de 

agarose. Ao gel de agarose a 1,2% em TBE 0,5X (Tris 0,089 M; ácido bórico 0,0089 M; 

EDTA 0,025 M, pH 8,3) acrescido de 5 µL de brometo de etídio (0,5 µg/µL), foram 

aplicados 5 µL do produto da PCR ou da (semi)nested PCR e submetido em seguida à 

eletroforese a 100V por 1 hora com tampão TBE 0,5X. Por fim, os géis foram visualizados 

em um transiluminador com luz ultravioleta e fotografado com câmera digital. O tamanho do 

fragmento amplificado foi estimado por comparação com um padrão de tamanho molecular 

100 pares de base (pb) (Ludwig Biotec).  

 

 4.10. Genotipagem das amostras positivas para RVA 

As amostras positivas para RVA foram subsequentemente analisadas por 

sequenciamento ou multiplex RT-PCR para determinação dos genótipos G (VP7), P (VP4), I 

(VP6), E (NSP4) e H (NSP5).  

4.10.1. Genotipagem através de sequenciamento do genoma viral 

Para a seleção e desenho dos oligonucleotídeos foram utilizadas quatro estirpes de RVA 

de alpacas detectadas previamente em nosso laboratório: RVA/Alpaca-

wt/PER/Alp11A/2010/G8P[x], RVA/Alpaca-wt/PER/Alp11B/2010/G20P[x], RVA/Alpaca-

wt/PER/Alp21A/2010/G1P[x] e RVA/Alpaca-wt/PER/Alp22/G8P[14]. Utilizando as 

sequências parciais obtidas destas estirpes, além de sequências comumente descritas para os 

genótipos I, E e H de estirpes de origem humana e animal da ordem Artiodactyla, foram 

selecionados os iniciadores para a amplificação dos genes que codificam a VP7, VP4, VP6, 

NSP4 e NSP5.  

Os iniciadores selecionados amplificam regiões genômicas hipervariáveis dos genes 

que codificam as proteínas VP7 e VP4 que permitem a identificação das diferentes variantes 
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genéticas descritas na literatura (Quadro S3). Já para a VP6, foram selecionados iniciadores 

que amplificam a ORF completa deste gene (Quadro S3) com base no alinhamento das 

sequências de RVA obtidas no GenBank, utilizando-se o programa MegAlign (pacote 

Lasergene; DNASTAR Inc., Madison, WI, Estados Unidos). Cabe mencionar que para os 

genes que codificam as proteínas não estruturais NSP4 e NSP5 foram utilizados os mesmos 

iniciadores da PCR ou seminested PCR que amplificam a ORF completa destes genes 

(Quadro S1). As condições das amplificações estão descritas no Quadro S4.  

Os segmentos genômicos amplificados de estirpes randomicamente selecionadas foram 

enviados para sequenciamento pelo método de Sanger na empresa Macrogen Inc (Seul, 

Coreia), de acordo com o protocolo próprio da empresa. 

 

4.10.1.1. Análise das Sequências 

As sequências nucleotídica obtidas foram editadas utilizando os programas Chromas 

v.2.5.1[Technelysium Pty Ltd, Helensvalle, QLD - Austrália], SeqMan e EditSeq do pacote 

do software Lasergene v.7.0 [DNASTAR Inc., Madison, WI, EUA]. Posteriormente foram 

analisadas através do programa BLAST [www.ncbi.nlm.gov/BLAST] para identificação das 

sequências mais próximas, e alinhadas com sequências correspondentes obtidas do GenBank, 

utilizando o algorítimo MegaAlign do pacote do software Lasergene v.7.0 [DNASTAR Inc., 

Madison, WI, EUA]. O alinhamento é um procedimento computacional que faz 

correspondência entre as posições de sequências moleculares mantendo a ordem destas 

(Nahum e Ruiz, 2015).  

A identificação dos diferentes genótipos foi realizada utilizando a ferramenta RotaC2.0 

automated genotyping tool for Group A rotaviruses (http://rotac.regatools.be) (Maes et al., 

2009).  

As análises filogenéticas foram realizadas utilizando o programa MEGA v.7.0.14 

(Kumar, Stecher e Tamura, 2016). As distâncias de identidade de nucleotideos foram 

corrigidas usando Kimura 2-parameter, modelo padrão utilizado pela RCWG para as análises 

de sequencias de RVA.   

Os dendrogramas foram construídos pelo método de Maximum Likelihood (máxima 

verossimilhança), (A máxima verossimilhança é um método semelhante ao de máxima 

parcimônia no que diz respeito à atribuição de um score às diferentes topologias a serem 
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comparadas, porém trata-se de um método probabilístico. O método de máxima 

verossimilhança busca a árvore que maximiza a probabilidade dos dados observados. Neste 

método, calculam-se as probabilidades associadas a diferentes topologias e cada uma delas 

com as variações nos tamanhos dos ramos, considerando o modelo evolutivo escolhido. A 

árvore ótima é aquela com maior valor de verossimilhança, ou seja, maior probabilidade de 

os resultados terem se originado conforme o modelo de substituição de nucleotídeos ou de 

aminoácidos. Este é considerado um método de maior consistência e robustez, porém 

apresenta algumas desvantagens. Por ser um método complexo, tem um alto custo 

computacional, o que pode limitar as análises de bases de dados contendo um grande número 

de sequências. Além disso, é particularmente sensível a ambiguidades presentes no 

alinhamento) (Walsh e Sharma, 2009; Nahum e Ruiz, 2015). 

A significância estatística foi estimada pela análise de bootstrap com 1000 

pseudoreplicatas. Esta metodologia usa reamostragem aleatória de dados com a substituição 

para determinar o intervalo de confiança para um parâmetro da árvore. As reamostragens são 

comparadas e cada nó recebe um valor em porcentagem que indica quão frequente as duas 

sequências ou o grupo de sequências ocorrem juntas nas diferentes árvores (Walsh e Sharma, 

2009; Nahum e Ruiz, 2015). Na prática, valores de bootstrap superiores a 75% são 

considerados um apoio significativo para um clado (Walsh e Sharma, 2009). 

 

4.10.2. Genotipagem através da reação de multiplex seminested PCR 

Uma vez que foram obtidas sequências específicas dos genótipos circulantes na região 

do estudo, foram selecionados novos iniciadores tipo-específicos para serem utilizados na 

genotipagem das estirpes (Quadros S5). As reações de amplificação foram realizadas como 

descrito anteriormente, e as condições estão especificadas no Quadro S6. A análise dos 

resultados das reações de PCR foi realizada por eletroforese em gel de agarose visualizado 

em um transiluminador com luz ultravioleta e fotografado com câmera digital. O tamanho do 

fragmento amplificado foi estimado por comparação com um padrão de tamanho molecular 

100 pb (Ludwig Biotec). 

 

4.11. Isolamento de RVA em cultura de células  

Após o resultado do sequenciamento parcial do gene da VP4 da estirpe de alpaca 

RVA/Alpaca-tc/PER/SA44/2014G3P[?], observou-se que possivelmente tratava-se de um 
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novo genótipo P e, portanto, seria necessário sequenciar a OFR completa e submeter a 

sequência ao RCWG para confirmação. Devido a pequena quantidade de material fecal 

disponível, optamos por tentar realizar o isolamento desta estirpe em cultura de células. 

Inicialmente, foi feita a descontaminação da suspensão fecal 10% (v/v) em meio 

mínimo essencial de Eagle (MEM, do inglês Eagle's minimum essential medium) (Thermo 

Fischer Scientific) suplementado com penicilina e estreptomicina (concentração final de 

200U/mL) e fungizona (concentração final de 5 g/mL -Thermo Fischer Scientific), que foi 

clarificada por centrifugação à 2500x g por 5 minutos. O sobrenadante foi filtrado em filtros 

do tipo Millex® com poros de 0.22 µm (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha), tratado com 

10 µg/mL de tripsina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 37oC/30 minutos, com a 

finalidade de clivagem das espículas, facilitando a penetração das partículas virais nas 

células, e inoculadas em culturas de células de macaco verde africano (MA-104) mantidas em 

MEM-Eagle adicionado com 1 µg/ml de tripsina, e mantidas a 37oC em atmosfera de 5% 

CO2. A cultura foi examinada diariamente, e quando se observou o efeito citopático (CPE, do 

inglês cytopathic effect) em aproximadamente 75% da cultura de células, estas foram 

congeladas e descongeladas uma vez, o lisado foi tratado com 10 µg/mL tripsina e 

reinoculado em MA-104, conforme descrito anteriormente. O procedimento foi repetido três 

vezes. Os sobrenadantes da 3ª passagem foram corados com ácido fosfotúngstico a 2% e 

examinados por microscopia eletrônica de transmissão (TEM, do inglês transmission electron 

microscopy) (Tecnai G2 espírito; Thermo Fisher Scientific/FEI companhia; Hillsboro, OR, 

EUA) para confirmação do isolamento viral.  

Como a metodologia de evidenciação da propagação viral foi a observação de CPE, o 

controle de células (controle negativo – células não infectadas) também foi cultivado na 

presença de tripsina 1µg/ml, com o objetivo de evitar resultados falso positivos. 

O isolado viral foi caracterizado pelo sequencimaneto dos 11 segmentos genômicos. Os 

iniciadores utilizados para sequenciamento estão listados no Quadro S7. 

 

4.12. Análise Estatística 

 As análises estatísticas foram realizadas utilizando o cálculo de Chi-quadrado para 

associação de variáveis. A significância estatística foi acessada por p-valor <0,05. 
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5. Resultados  

5.1. Detecção de infecções por RVA, em amostras fecais de camelídeos, carneiros e seres 

humanos nativos da serra sul do Peru 

Para a detecção de RVA todas as amostras fecais foram submetidas à amplificação por 

RT-PCR utilizando-se iniciadores específicos para três segmentos genômicos distintos: VP6, 

NSP4 e NSP5. Este procedimento foi realizado devido à baixa taxa de sucesso da maioria dos 

iniciadores comumente utilizados para a detecção e genotipagem de RVA em alpacas 

peruanas (Rojas, 2013; Garmendia et al., 2015). Desta forma, a pesquisa de diferentes genes 

aumenta a sensibilidade da análise reduzindo resultados falsos-negativos e evitando 

subestimar a real incidência do RVA na região do estudo. 

Das 265 amostras de fezes coletadas das diferentes espécies estudadas, 91 (34,3%) 

foram positivas para RVA. Observamos que os iniciadores que amplificam a NSP5 

apresentaram a melhor performance com 100% (91/91) de sensibilidade, seguido dos 

iniciadores para NSP4, 88% (80/91) e para VP6, 44% (40/91). 

Não houve diferença significativa na positividade observada nos diferentes sítios de 

coleta (p = 0,448). Foram detectadas amostras positivas durante todo o período do estudo, 

entre todas as espécies estudadas e entre indivíduos sintomáticos e assintomáticos (Tabela 4).  

A incidência da infecção por RVA entre as diferentes espécies foi similar, entre os dois 

sítios de coleta, exceto para as lhamas onde foi observada uma positividade 

significativamente mais elevada entre os animais do IVITA (p = 0,022). Os percentuais de 

amostras positivas, por espécies hospedeiras e sítio de coleta estão apresentados na Figura 

11. No geral, a distribuição das amostras positivas entre as diferentes espécies foi 20,3% 

(39/192) positividade entres as alpacas, 47,5% (19/40) entre as lhamas, 100% (9/9) entre os 

carneiros e 33,3% (8/24) entre os humanos. 

 

 



50 

 

Tabela 4. Distribuição geral das amostras positivas para RVA entre as diferentes espécies 

hospedeiras analisadas no período 2010-2014. 

 

Ano Espécie Sítio de 

coleta1 

Status No de 

amostras 

testadas  

No de 

amostras 

positivas 

2010 Alpacas Silli Com diarreia 50 17 

    

Humanos Com diarreia 14 4 

      

2012 Alpacas IVITA Com diarreia 28 8 

Sem diarreia 40 3 

      

2014 Alpaca Silli Com diarreia 22 6 

 Sem diarreia 22 5 

    

IVITA Com diarreia 8 5 

 Sem diarreia 22 11 

     

Lhama Silli Sem diarreia 11 2 

    

IVITA Com diarreia 2 2 

 Sem diarreia 27 15 

     

Carneiros Silli Sem diarreia 4 4 

IVITA Sem diarreia 5 5 

     

Humanos Silli Com diarreia 1 1 

 Sem diarreia 1 1 

    

IVITA Com diarreia 4 1 

 Sem diarreia 4 1 

Total    265 91 (34,3%) 
1 Silli = Comunidade camponesa de Silli; IVITA = Instituto Veterinário de Investigaciones Tropicales y de 

Altura. 
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Figura 11. Percentual de amostras fecais positivas para RVA, por sítio de coleta, entre as 

diferentes espécies estudas.  
 

Silli = Comunidade camponesa de Silli; IVITA = Instituto Veterinário de Investigaciones Tropicales y de 

Altura. Na comunidade de Silli 29,9% (28/44) das amostras de alpaca, 18,2% (2/1) de lhamas, 100% (4/4) de 

carneiros e 37,5% (6/16) de humanos foram positivas para RVA. Dentre as amostras do IVITA 27,6% (27/98) 

das amostras de alpaca, 58,6 (17/29) de lhamas, 100% (5/5) de carneiro e 25% (2/8) de humanos foram positivas 

para RVA. 

 

 

5.2. Identificação dos genótipos das estirpes de RVA detectadas 

5.2.1. Identificação dos genótipos G (VP7), P (VP4), I (VP6), E (NSP4) e H (NSP5) por 

sequenciamento 

A opção de genotipagem por sequenciamento inicialmente deveu-se ao fato de que os 

iniciadores descritos na literatura para a amplificação dos diversos genótipos G, P, I, E e H, 

não funcionarem adequadamente para amostras de camelídeos (Rojas, 2013; Garmendia et 

al., 2015).  

Foi obtida a amplificação, de pelo menos um gene, de 55 estirpes de RVA detectadas 

neste estudo (oito estirpes detectadas em humanos, 38 de camelídeos [21 de alpacas e 17 de 

lhamas] e nove de ovinos), os quais foram sequenciados. As sequências foram analisadas 

utilizando a ferramenta RotaC2.0 que permite a rápida identificação dos 11 segmentos 

genômicos de RVA de acordo com as diretrizes do RCWG.   

Para evitar contaminação cruzada as reações de amplificação das estirpes de diferentes 

espécies foram realizadas em dias diferentes. Também não foram utilizados controles 

positivos durante as reações de RT-PCR. Finalmente, após a obtenção das sequências, estas 
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foram comparadas às sequências das estirpes de referência pertencentes ao LAVIREO. Não 

foi observada a ocorrência de contaminação cruzada em nossos experimentos. 

Para as análises filogenéticas as sequências obtidas neste estudo foram alinhadas com 

sequências de referência de todos os genótipos de RVA disponíveis no GenBank. Entretanto, 

para tornar a árvore final menos “poluída” e amis didática decidimos reduzir o número de 

amostras de referência. Os resultados, contudo, permaneceram inalterados. 

 

5.2.1.1. Identificação dos genótipos G (VP7) 

Foram obtidas sequências do gene que codifica a VP7 de 15 estirpes detectadas em 

alpacas, 10 de lhamas, duas de carneiros e seis de humanos. Foram identificados os genótipos 

G1(alpaca, lhama e carneiro), G3 (alpaca, lhama e humano), G8 (alpaca) e G20 (alpaca). 

Uma amostra de alpaca apresentou coinfecção de duas estirpes pertencentes aos genótipos G3 

e G8 (Figura 12). 

A análise filogenética das sequências das estirpes G1 (três de alpacas, seis de lhamas e 

duas de carneiros) revelou que estas apresentam de 99,8 a 100% de identidade nucleotídica 

com estirpes de RVA detectadas em humanos no Brasil (R245) e na Argentina (ARG1437), 

respectivamente.  

A análise das estirpes do genótipo G3 revelou a circulação de duas linhagens. A maioria 

das estirpes foram classificadas na linhagem G3.1 (nove de alpacas, duas de lhamas e seis de 

humanos), as quais apresentam 97,9 a 100% de identidade nucleotídica dentre si. As estirpes 

da linhagem G3.1 são filogeneticamente próximas de outras estirpes de alpaca, detectadas na 

mesma região do estudo, 3368-10 e 356, de uma estirpe de morcego, GKS-912 (Gabão), e de 

uma estirpe de humanos, RCH272 (Austrália), com identidade nucleotídica de 99% e 98,6%, 

95,8% e 95,3%, respectivamente. As estirpes da linhagem G3.2 foram detectadas em lhamas 

(L33 e L34), são idênticas entre si e apresentam 100% de identidade filogenética com as 

estirpes SA11-N2 (África do Sul) e SA11-C411 (Espanha), detectadas em símios e 

apresentam identidade de 82,7% com as estirpes da linhagem G3.1 

O genótipo G8 foi identificado em duas estirpes de alpacas, Alp11A e Alp22, as quais 

possuem 97,1% de identidade nucleotídica entre si e são filogeneticamente próximas a estirpe 

humana 69M (Índia) com 97,1% e 96,4% de identidade nucleotídica, respectivamente. 

Uma estirpe, Alp11B, foi identificada como G20. Contudo, de acordo com a análise da 

ferramenta RotaC2.0, esta estirpe apresenta apenas 79% de identidade nucleotídica com a 

estirpe de referência (Ecu534,) detectada em uma criança no Equador, ficando assim abaixo 
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do valor de corte para ser considerado o mesmo genótipo que é 80% de identidade 

nucleotídica. Por outro lado, a estirpe Alp11B apresentou 92,7% de identidade nucleotídica 

com uma estirpe de morcego, KCR10-93, detectada recentemente na Costa Rica, a qual 

possui 80% de identidade nucleotídica com a estirpe Ecu534. Desta forma, é possível que as 

estirpes Alp11B e KCR10-93 representem uma linhagem distinta dentro do genótipo G20. 
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Figura 12. Dendrograma construído a partir das sequências parciais da VP7 de estirpes de 

RVA. 
As distâncias foram corrigidas usando o modelo de Kimura 2-parameter. O dendrograma foi construído pelo 

método de Maximum Likelihood e o apoio estatístico foi fornecido por bootstrapping de 1000 pseudoreplicatas. 

Valores de bootstrap acima de 75% são dados nos nós do ramo. A escala das distâncias está em 

substituições/sítio. A amostra Alp22 (vermelho) contém coinfecção de estirpes G3 e G8. As amostras de 

referência estão identificadas pelo número de acesso no GenBank. 
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5.2.1.2. Identificação dos genótipos P (VP4) 

Foram obtidas sequências do gene que codifica a VP4 (VP8*) de 12 estirpes detectadas 

em alpacas, 10 de lhamas, duas de carneiros e seis de humanos. Foram identificados os 

genótipos P[2] (lhama), P[6] (humano), P[8] (alpaca, lhama e carneiro), P[14] (alpaca), e um 

novo genótipo, P[40] (alpaca, lhama e humano). Duas amostras apresentaram coinfecção de 

duas estirpes pertencentes aos genótipos P8[8] e P[? - não identificado] (lhama) e P[40] e 

P[?] (alpaca) (Figura 13).  

Uma estirpe de lhama, L250114, foi identificada como genótipo P[2] e apresenta, 

respectivamente, 99,9% e 100% de identidade nucleotídica com as estirpes símias SA11-

C411 e SA11-N2.  

 Uma estirpe de humano, JCRQ, apresentou o genótipo P[6], com identidade 

nucleotídica de 99,3% e 99,8% com as estirpes de origem humana Se585 (Estados Unidos) e 

5001DB97 (África do Sul), respectivamente. 

 Onze estirpes (três de alpaca, seis de lhama e duas de carneiro) apresentaram o 

genótipo P[8]. Estas estirpes apresentam identidade nucleotídica de 99,8% a 100% entre si e 

são filogeneticamente próximas as estirpes de origem humana R214 (Brasil), BE0005 

(Bélgica) e CK20004 (Austrália), com identidade nucleotídica de 99,8%, 99,3% e 99,3%, 

respectivamente. 

 Uma estirpe de alpaca, Alp22, apresentou o genótipo P[14] sendo filogeneticamente 

próxima a duas outras estirpes da mesma espécie, 356 (98,5% identidade nucleotídica) e 562 

(98,7% identidade nucleotídica), recentemente descritas na mesma região do Peru.   

 Surpreendentemente, 14 estirpes (sete de alpacas, duas de lhamas e cinco de 

humanos) foram identificadas com pertencentes a um genótipo distinto, definido pelo RCWG 

como P[40]. Maiores detalhes sobre a identificação deste genótipo serão apresentados 

posteriormente. As estirpes P[40] apresentam entre 99,5% e 100% de identidade nucleotídica 

entre si e apresentaram 98,7% de identidade nucleotídica com a sequência de uma estirpe de 

alpaca, 3386-10, posteriormente identificada na mesma região de Cusco (Garmendia et al., 

2015).  

 A estirpe de alpaca, Alp11B, assim como para o genótipo G, apresentou uma 

sequência distinta. Esta sequência apresenta uma identidade nucleotídica máxima de 75,9% 

com a estirpe Ecu534 pertencente ao genótipo P[28], sendo este valor muito abaixo do valor 
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de corte para a identificação dos genótipos P (80%). A sequência foi enviada para avaliação 

pelo RCWG que sugeriu que possivelmente representa um novo genótipo P[?]. Contudo, é 

necessário o sequenciamento da ORF completa para que este dado seja confirmado. 

Sequências semelhantes, apresentando 98% a 100% de identidade nucleotídica, foram 

encontradas em duas estirpes que apresentaram coinfecção: SA28, de alpaca, P[40] e P[?] e 

L27, de lhama, P[8] e P[?]. 
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Figura 13. Dendrograma construído a partir das sequências parciais da VP4 (VP8*) de 

estirpes de RVA. 
 

As distâncias foram corrigidas usando o modelo de Kimura 2-parameter. O dendrograma foi construído pelo 

método de Maximum Likelihood e o apoio estatístico foi fornecido por bootstrapping de 1000 pseudoreplicatas. 

Valores de bootstrap acima de 75% são dados nos nós do ramo. A escala das distâncias está em 

substituições/sítio. As amostras SA28 e L27 (vermelho) contém coinfecções de estirpes P[40]/P[?] e P[8]/P[?], 

respectivamente. As amostras de referência estão identificadas pelo número de acesso no GenBank. 
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5.2.1.3. Identificação dos genótipos I (VP6) 

Foram obtidas sequências do gene que codifica a VP6 de 15 estirpes detectadas em 

alpacas, sete de lhamas, uma de carneiros e cinco de humanos. Foram identificados os 

genótipos I1 (alpaca, lhama e humano), I2 (alpaca, lhama e carneiro), I8 (alpaca, lhama e 

humano) e I13 (alpaca) (Figura 14). Não foram identificadas coinfecções. 

Sete estirpes (duas de alpacas, quatro de lhamas e uma de humano) pertenciam ao 

genótipo I1 e apresentaram identidade nucleotídica de 99,9% a 100% com estirpes de origem 

humana provenientes do Paraguai (1638SR) e dos Estados Unidos (US8970), 

respectivamente. 

 A análise filogenética das estirpes pertencentes ao genótipo I2 revelou a circulação de 

duas linhagens distintas. A linhagem I2.1, representada pela estirpe de alpaca Alp22, 

apresenta identidade nucleotídica de 93,8% com as estirpes de bovino, KJ9-1 (Coreia do Sul) 

e KK3 (Japão), e 93,5% com a estirpe de guanaco, Rio Negro (Argentina), respectivamente. 

A linhagem I2.2, formada pela estirpe de lhama L27 e de carneiro OVI.4, idênticas entre si, 

apresentam identidade nucleotídica de 85,9% com a estirpe de alpaca Alp22 e 100% com as 

estirpes símias SA11-N2 e SA11-H96 (África do Sul).  

 Foram identificadas 16 estirpes do genótipo I8 (10 de aplacas, duas de lhamas e 

quatro de humanos). Estas estirpes apresentaram 99,7% a 100% de identidade nucleotídica 

entre si e 89.7%, 87.3% e 85.5% com as estirpes MSLH14 e MYAS33 de morcego (China) e 

CM079 de humano (Tailândia), respectivamente. 

Por último, duas estirpes de alpaca pertenciam ao genótipo I13 (Alp11A e Alp11B), as 

quais são idênticas entre si e apresentam 89% de identidade nucleotídica com a única estirpe 

pertencente a este genótipo descrita até o momento, Ecu534, isolada de humano. 
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Figura 14. Dendrograma construído a partir das sequências parciais da VP6 de estirpes de 

RVA. 
As distâncias foram corrigidas usando o modelo de Kimura 2-parameter. O dendrograma foi construído pelo 

método de Maximum Likelihood e o apoio estatístico foi fornecido por bootstrapping de 1000 pseudoreplicatas. 

Valores de bootstrap acima de 75% são dados nos nós do ramo. A escala das distâncias está em 

substituições/sítio. As amostras de referência estão identificadas pelo número de acesso no GenBank. 
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5.2.1.4. Identificação dos genótipos E (NSP4) 

Foram obtidas sequências do gene que codifica a NSP4 de 17 estirpes detectadas em 

alpacas, 14 de lhamas, três de carneiros e sete de humanos. Foram identificados os genótipos 

E1 (alpaca, lhama e carneiro), E2 (alpaca e lhama), E3 (alpaca, lhama e humano) e E16 

(alpaca) (Figura 15). Não foram identificadas coinfecções. 

 Dezesseis estirpes (duas de alpacas, 11 de lhamas e três de carneiros) foram 

identificadas como pertencentes ao genótipo E1. Estas estirpes apresentaram identidade 

nucleotídica de 99,4% a 100% entre si e 99,3% e 98,8% com estirpes as de humanos 1095 

(Estados Unidos) e Maltab36 (Bangladesh), respectivamente.  

 As estirpes SA28 (alpaca), L25 e L28 (lhama) pertencem ao genótipo E2, as quais 

apresentam 100% de identidade nucleotídica entre si e com a estirpe símia SA11-H96. 

 Dezenove estirpes foram identificadas como E3 (11 de alpacas, uma de lhama, e sete 

de humanos). Elas apresentam 98,8% a 100% de identidade nucleotídica entre si e 90,3% 

com as estirpes de humanos M2-102 (China) e K8 (Japão) e com a estirpe de morcego 

MYAS33. 

Três estirpes de alpaca (Alp11A, Alp11B e Alp22) foram identificadas como E16 com 

90% a 100% de identidade nucleotídica entre si. A única estirpe do genótipo E16 descrita 

previamente, C75, detectada em vicunha na Argentina, apresentou 91,1% de identidade 

nucleotídica com as estirpes Alp11A e Alp11B e 96,1% com a estirpe Alp22. 
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Figura 15. Dendrograma construído a partir das sequências parciais da NSP4 de estirpes de 

RVA. 
As distâncias foram corrigidas usando o modelo de Kimura 2-parameter. O dendrograma foi construído pelo 

método de Maximum Likelihood e o apoio estatístico foi fornecido por bootstrapping de 1000 pseudoreplicatas. 

Valores de bootstrap acima de 75% são dados nos nós do ramo. A escala das distâncias está em 

substituições/sítio. As amostras de referência estão identificadas pelo número de acesso no GenBank. 
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5.2.1.5. Identificação dos genótipos H (NSP5) 

Foram obtidas sequências do gene que codifica a NSP5 de 17 estirpes detectadas em 

alpacas, 16 de lhamas, nove de carneiros e sete de humanos. Foram identificados os 

genótipos H1 (alpaca, lhama, carneiro e humano), H5 (lhama e carneiro) e H6 (alpaca, lhama, 

carneiro e humano) (Figura 16). Não foram identificadas coinfecções. 

 Vinte e duas estirpes (três de alpacas, 13 de lhamas, uma de carneiro e cinco de 

humanos) foram identificadas como H1. As quais apresentam identidade nucleotídica entre 

97,2% e 100% dentre si e 99,3% com as estirpes de humanos CNMA e VU12-13-101 

(Estados Unidos) e Y128 (China). 

 As estirpes H5 foram detectadas em lhama (L34) e carneiro (OVI.2) as quais são 

idênticas entre si e à estirpe símia SA11-N2. 

 O genótipo H6 foi identificado em 25 estirpes (14 de alpacas, duas de lhamas, sete de 

carneiros e duas de humanos). Estas estirpes apresentaram 99,5% a 100% de identidade 

nucleotídica entre si, 97,3% com a estirpe símia TUCH (Estados Unidos), 96,7% com a 

estirpe de morcego 4754 (Brasil) e 95,7% com a estirpe humana QUI-35-F5 (Brasil). 
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Figura 16. Dendrograma construído a partir das sequências parciais da NSP5 de estirpes de 

RVA. 
As distâncias foram corrigidas usando o modelo de Kimura 2-parameter. O dendrograma foi construído pelo 

método de Maximum Likelihood e o apoio estatístico foi fornecido por bootstrapping de 1000 pseudoreplicatas. 

Valores de bootstrap acima de 75% são dados nos nós do ramo. A escala das distâncias está em 

substituições/sítio. As amostras de referência estão identificadas pelo número de acesso no GenBank. 
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5.2.2. Identificação dos genótipos G (VP7), P (VP4), I (VP6), E (NSP4) e H (NSP5) por 

multiplex RT-PCR 

 As sequências obtidas de diferentes genótipos codificados pelos genes VP7, VP4, 

VP6, NSP4 e NSP5 circulantes na região do estudo, foram utilizadas para a seleção de 

iniciadores capazes de identificar estes genótipos, para serem utilizados em reações de 

multiplex RT-PCR a fim de completar a identificação das estirpes. Foram também utilizadas 

sequências de referência para os diversos genótipos depositados no GenBank. 

 Inicialmente, foi realizada a padronização das reações de multiplex RT-PCR 

utilizando as estirpes de referência dos diversos genótipos disponíveis no LAVIREO 

identificadas por sequenciamento, para confirmar a especificidade dos iniciadores. Os 

resultados demostraram a especificidade dos iniciadores selecionados. As reações foram 

realizadas individualmente, para cada gene, utilizando pool de iniciadores para os diversos 

genótipos: VP7: pool A (G1/G3/G8) e pool B (G20); VP4: pool A (P[1], P[14], P[40] e P[?]) 

e pool B (P[2], P[6] e P[8]); VP6: pool A (I1 e I2) e pool B (I8 e I13); NSP4: pool E (E1, E2, 

E3 e E16) e NSP5: pool A (H1, H2 e H6) e pool B (H3 e H5) (Quadro S5).  

Foram selecionadas 39 amostras fecais positivas para serem reanalisadas utilizando 

esta metodologia. A escolha das amostras foi realizada com base nos seguintes critérios: (i) 

que a amostra tivesse, pelo menos, três genes identificados por sequenciamento; e/ou (ii) que 

apresentasse algum genótipo incomum e/ou (iii) que apresentasse uma combinação 

genotípica incomum. Com base nestes critérios foram selecionadas 16 amostras de alpaca, 11 

de lhamas, quatro de carneiros e oito de humanos. 

Os resultados foram inesperados e surpreendentes, uma vez que 33 (84,5%) das 39 

amostras analisadas apresentaram coinfecções, demostradas pela detecção de dois ou mais 

genótipos para algum dos genes analisados: alpacas 68,8% (11/16), lhamas 81,8% (9/11), 

carneiros 100% (4/4) e humanos 75% (6/8) (Figura 17, Tabela 5). Foram ainda detectadas 

estirpes contendo genótipos não identificados no sequenciamento como P[1] e H3. Os 

iniciadores para estes genótipos foram incluídos na análise porque havia sequências de 

camelídeos depositadas no GenBank com estas especificidades.  

Na Tabela 5 está apresentado o resumo dos genótipos das estirpes detectadas neste 

estudo, identificados por sequenciamento e multiplex RT-PCR. São mostradas apenas as 

estirpes para as quais, pelo menos, três genótipos foram identificados. 
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Figura 17. Figura Genotipagem das estirpes de RVA por multiplex PCR. 

 
A - Amplificação dos genótipos G (VP7). Pool A: linhas 1 – 3 amostras XLR, Alp11B e 5403 (G3); Linhas 4 – 7 amostras H008, 250114, S005 e L14 (G1+G3). Pool B: 

linhas 8 – 11 amostras Alp11, S005, OVI.3 e OVI.4 (G20). Tamanho esperado dos produtos amplificados para cada genótipo: G1 - 586 pb, G3 - 408 pb e G20 - 941 pb. B - 

Amplificação dos genótipos P (VP4). Pool A: linhas 1, 4 e 8 amostras Alp11, 250114 e L47 (P[?]+P[14]); linhas 2, 3, 5 – 7, 9 e 10 amostras H39, XLR, H26, HSN, SL10, 

H008 e ADR (P[40]). Pool B: linhas 11 e 12 amostras L47 e OVI.4 (P[8]); Linha 13 amostra XLR (P[2]) e Linha 14 amostra 250114 (P[2]+P[8]). Tamanho esperado dos 

produtos amplificados para cada genótipo: P[2] – 420 pb, P[8] – 599 pb, P[1] – 815 pb, P[40] – 587 pb e P[?] – 701 pb. C - Amplificação dos genótipos I (VP6). Pool A: 

Linhas 1 – 3 amostras L14, L34 e S005 (I1); linhas 4 e 6 amostras Alp22 e OVI.4 (I2) e linha 5 amostra L27 (I1+I2). Pool B: linhas 7 e 8 amostras 5403 e SA44 (I8). 

Tamanho esperado dos produtos amplificados para cada genótipo: I1 – 381 pb, I2 – 682 pb e I8 – 404 pb. D - Amplificação dos genótipos E (NSP4). Pool E: linhas 1 e 2 

amostras Alp11B e Alp22 (E16); linhas 3 e 4 amostras H008 e L14 (E1); linha 5 amostra AAC (E3); linha 6 amostra H24 (E1+E2) e linha 6 amostra H39 (E1+E2+E3). 

Tamanho esperado dos produtos amplificados para cada genótipo: E1 – 505 pb, E2 – 643 pb, E3 – 312 pb e E16 – 440 pb. E - Amplificação dos genótipos H (NSP5). Pool A: 

linhas 1 e 2 amostras Alp22 e H39 (H6); linhas 3 e 4 amostras AAC e H008 (H1); linhas 5 e 6 amostras Alp22 e AAC (H3) e linhas 7 – 9 amostras H008, Alp21A e L25 

(H5). Tamanho esperado dos produtos amplificados para cada genótipo: H1 – 191 pb, H3 – 436 pb, H5 – 387 pb e H6 – 272 pb. TM = marcador de tamanho molecular 100 

pb (Ludwig Biotec); o fragmento de maior intensidade corresponde a 500 pb. 
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Tabela 5. Genótipos G, P, I, E e H identificados nas estirpes de RVA detectadas no estudo. 

 

Estirpe Sítio de coleta1 
Genótipo 

G P I E H 
RVA/Alpaca-wt/PER/Alp11A/2010 Silli G8 P[x]3 I13 E16 H6 
RVA/Alpaca-wt/PER/Alp11B/2010 Silli G3/G20 P[2]/P[8]/P[14]/P[?]4 I13 E16 H3/H6 
RVA/Alpaca-wt/PER/Alp21A/2010 Silli G1 P[x] Ix E2/E16 H5/H6 
RVA/Alpaca-wt/PER/Alp22/2010 Silli G3/G8 P[2]/P[14]/P[40]/P[?] I2 E16 H3/H6 
RVA/Alpaca-wt/PER/Alp5403/2010 Silli G3 P[40] I8 E1/ E2/E3 H5/H6 
RVA/Alpaca-wt/PER/H008/2012 IVITA G1/G3 P[40] I1/I8 E1 H1/H5 
RVA/Alpaca-wt/PER/S005/2012 IVITA G1/G3/G20 P[2]/P[8]/P[40]/P[?] I1 E1/E2/E3 H1/H5/H6 
RVA/Alpaca-wt/PER/H15/2014 IVITA G3 P[x] Ix E3 H6 
RVA/Alpaca-wt/PER/H24/2014 IVITA G1 P[2]/P[8]/P[40] I1/I2/I8 E1/E2 H6 
RVA/Alpaca-wt/PER/H26/2014 IVITA G1/G3 P[1]/P[40] I1/I8 E1/E2/E3 H6 
RVA/Alpaca-wt/PER/H31/2014 IVITA G3 P[2]/P[8] I8 E3 H1/H6 
RVA/Alpaca-wt/PER/H39/2014 IVITA G3 P[40] I8 E1/E2/E3 H6 
RVA/Alpaca-wt/PER/HSN/2014 IVITA G3 P[40] I1/I8 E1/E2/E3 H6 
RVA/Alpaca-wt/PER/SA25/2014 Silli Gx P[x] I1/I8 E3 H6 
RVA/Alpaca-wt/PER/SA28/2014 Silli G3 P[2]/P[8]/P[40]/P[?] I8 E2 H1/H3/H6 
RVA/Alpaca-tc/PER/SA44/2014 Silli G3 P[40] I8 E3 H6 
RVA/Lhama-wt/PER/L14/2014 IVITA G1/G3/G8 P[8]/P[40] I1 E1 H1 
RVA/Lhama-wt/PER/L25/2014 IVITA G1 P[8]/P[40] Ix E2/E3 H1/H5 
RVA/Lhama-wt/PER/L27/2014 IVITA G1 P[8]/P[?] I1/I2/I13 E1 H1 
RVA/Lhama-wt/PER/L28/2014 IVITA Gx P[x] I1 E2 H1 
RVA/Lhama-wt/PER/L32/2014 IVITA G1 P[2]/P[8] Ix E1 H1 
RVA/Lhama-wt/PER/L33/2014 IVITA G3 P[8]/P[40] I1 E1 H1 
RVA/Lhama-wt/PER/L34/2014 IVITA G3 P[8] I1/I8 E1 H5 
RVA/Lhama-wt/PER/L47/2014 IVITA G1 P[8]/P[14]/P[?] I1 E1 H1 
RVA/Lhama-wt/PER/250114/2014 IVITA G1/G3 P[2]/P[8]/P[14]/P[?] Ix E1 H1/H3 
RVA/Lhama-wt/PER/SL7/2014 Silli G3 P[1]/P[6]/P[40] I8 E1 H6 
RVA/Lhama-wt/PER/SL10/2014 Silli G3 P[1]/P[40] I8 E3 H6 
RVA/Carneiro-wt/PER/OVI.3/2014 IVITA G1/G3/G20 P[8]/P[14]/P[?] Ix E1 H1/H3 
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RVA/Carneiro-wt/PER/OVI.4/2014 IVITA G1/G3/G20 P[8] I2 E1 H1 
RVA/Carneiro-wt/PER/SOV.1/2014 Silli Gx P[1]/P[40] I1 Ex H1 
RVA/Carneiro-wt/PER/SOV.2/2014 Silli Gx P[1]/P[40] I1 E1 H1 
RVA/Humano-wt/PER/LAO/2010 Silli G3 P[40] I8 E3 H6 
RVA/Humano-wt/PER/ADR/2010 Silli G3 P[40] I8 E3 H1 
RVA/Humano-wt/PER/XLR/2010 Silli G3 P[2]/P[40] I1/I13 E3 H1 
RVA/Humano-wt/PER/YD/2010 Silli Gx P[x] I1 E3 H1/H3 
RVA/Humano-wt/PER/FRNM/2014 Silli G3 P[8]/P[14]/P[40]/P[?] I1/I8 E3 H1 
RVA/Humano-wt/PER/TDNM/2014 Silli G3 P[40] I1/I8 E1/E2/E3 H1 
RVA/Humano-wt/PER/AAC/2014 IVITA G3 P[40] Ix E3 H1/H3 
RVA/Humano-wt/PER/JCRQ/2014 IVITA G3 P[6]/P[40]/P[?] Ix E3 H1/H3/H6 
 

Os genótipos em negrito foram identificados por sequenciamento.1 Silli = Comunidade camponesa de Silli; Instituto Veterinário de Investigaciones Tropicales y de Altura. * 

P[?] = genótipo não identificado. 3 A letra x indica que não foi possível a identificação do genótipo. 4 P[?] = genótipo não identificado.  
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5.3. Avaliação da incidência dos diferentes genótipos identificados entre as espécies 

estudadas 

Para esta avaliação os genótipos presentes em coinfecções foram somados 

individualmente. No geral, entre as diferentes espécies estudas, foram genotipadas 52 estirpes 

para o genótipo G (VP7). O genótipo G3 foi detectado em maior frequência, 52% (27/52), 

seguido de G1 (25%, 13/52), G20 (7,7%, 4/52) e G8 (5,8%, 3/52); o genótipo de uma estirpe 

não foi identificado (Tabela 5).  

Para a VP4 (P) foram genotipadas 78 estirpes sendo identificados seis diferentes 

genótipos: P[40] (30,8%, 24/78), P[8] (20,5%; 16/78), P[?; possível novo genótipo] (12,8%, 

10/78), P[2] (11,5%, 9/78), P[14] (7,7%, 6/78), P[1] (6,4%, 5/78), P[6] (2,6%, 2/78); o 

genótipo de seis estirpes não foi identificado (Tabela 5).  

Para VP6 (I) foram genotipadas 49 estirpes sendo identificados quatro genótipos: I1 

(34,7%, 17/49), I8 (32,7%, 16/49), I2 (8,2%, 4/49) e I13 (8,2%, 4/49); o genótipo de oito 

estirpes não foi identificado (Tabela 5).  

Para NSP4 (E) foram genotipadas 54 estirpes sendo identificados quatro genótipos: E1 

(35,2%, 19/54), E3 (35,2%, 19/54), E2 (20,4%, 11/54), e E16 (7,4%, 4/54); o genótipo de 

uma estirpe não foi identificado (Tabela 5).  

 Finalmente, para NSP5 foram genotipadas 56 estirpes sendo identificados quatro 

diferentes genótipos: H1 (41,1%, 23/56), H6 (33,9%, 19/56), H3 (14,3%, 8/56) e H5 (10,7%, 

6/56) (Tabela 5).  

A distribuição dos genótipos individualmente por espécie hospedeira está mostrada na 

Figura 18. Entre as alpacas os genótipos mais frequentes foram G3 (54,6%), P[40] (31,2%), 

I8 (45%), E3 (32,1%) e H6 (57,7%). Entre lhamas os genótipos mais frequentes foram G1 

(42,9%) e G3 (42,9%), P[8] (33,3%), I1 (43%), E1 (66,6%) e H1 (61,5%). Entre carneiros os 

genótipos mais frequentes foram G1 (25%), G3 (25%) e G20 (25%), P[1] (25%) e P[8] 

(25%), I1 (50%), E1 (75%) e H1 (80%). E entre humanos os genótipos mais frequentes foram 

G3 (87,5%), P[40] (50%), I1 (36,4%) e I8 (36,4%), E3 (80%) e H1 (54,5%). 

Com base nesses dados poderíamos sugerir que as estirpes de RVA circulando no 

departamento de Cusco, Peru, possivelmente apresentam as seguintes constelações 

genômicas majoritárias: alpaca – G3-P[40]-I8-E3-H6; lhamas - G1/G3-P[8]-I1-E1-H1; 

carneiros - G1/G3/2G0-P[1]/P[8]-I1-E1-H1 e humanos – G3-P[40]-I1/I8-E3-H1.  
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Figura 18. Distribuição dos diferentes genótipos G, P, I, E e H das estirpes de RVA, por espécie estudada. 
 

A, B, C, D e E = distribuição dos genótipos G (VP7), P (VP4), I, (VP6), E (NSP4) e H (NSP5), respectivamente.  

Os genótipos G3, P[40], I1, E1 e H1 foram detectados em todas espécies estudas em frequência elevada. Para 9,6%, 7,7%, 16,3%, 1,9% e 0% das estirpes não foram 

identificados os genótipos G, P, I, E e H, respectivamente. 
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5.3. Isolamento, em cultura de células, de estirpes contendo possíveis novos genótipos e 

sequenciamento do genoma completo destas estirpes 

 Os resultados da genotipagem indicavam a circulação de, pelo menos, dois novos 

genótipos P (VP4) entre diferentes espécies do departamento de Cusco. Com a finalidade de 

realizar a identificação destes novos genótipos, as amostras de alpaca Alp11B e SA44 foram 

inoculadas em cultura de células MA-104 para obtenção de massa viral. A amostra SA44 foi 

isolada em cultura de células com sucesso, como foi demostrado por microscopia eletrônica 

(Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Micrografia eletrônica da estirpe RVA/Alpaca-tc/PER/SA44/2014/G3P[40].   
 

Sobrenadante da 3ª passagem da amostra SA44 em cultura de células MA-104 corado com ácido fosfotúngstico 

a 2% e examinados por microscopia eletrônica de transmissão. 

 

 

 Foi realizada a extração do RNAf.d. viral a partir do sobrenadante da 3ª passagem da 

amostra SA44 em cultura de células e foi realizada a amplificação e sequenciamento dos 11 

segmentos genômicos da estirpe viral. As sequências obtidas foram enviadas para o RCWG 

para identificação dos genótipos e depositadas no GenBank sob os números de acesso 

KT935476-KT935485 e KU168341.  

 A comparação da sequência da estirpe SA44 com sequências de estirpes de referência 

de RVA sugeriu que a composição genômica desta estirpe possuía uma combinação de genes 

de diferentes origens (Tabela 6, Figura 20). 

Os genes que codificam VP1, VP2, NSP1 e NSP2 mostraram uma identidade de 

nucleotídeos maior com estirpes RVA de origem humana RVA/Human-
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wt/AUS/RCH272/2012/G3P[14], RVA/Human-wt/US/2012841174/2012/G8P[14], e 

RVA/Human-wt/US/09US7118/2009/G14P[24]. Os genes VP3 e NSP5 foram mais 

estreitamente relacionados com a estirpe símia RVA/Rhesus-tc/EUA/TUCH/2002/G3P[24]. 

Os genes VP6 e NSP4 apresentaram identidade de nucleotídeos elevada com estirpes RVA de 

morcego RVA/Bat-tc/CHN/MSLH14/2012/G3P[3] e RVA/Bat-

tc/CHN/MYAS33/2013/G3P[10]. O gene da VP7 estava intimamente relacionado com a 

estirpe de camelídeos peruano RVA/Alpaca-tc/Per/K'ayra/3368-10/G3P[11] (99% de 

identidade de nucleotídeos e 99,7% identidade de aminoácido) e de RVA de humano, estirpe 

RVA/Human-wt/AUS/RCH272/2012/G3P[14] (95% de identidade de nucleotídeos e 99% de 

identidade de aminoácido). O gene da NSP3 foi mais relacionado com a estirpe equina 

RVA/Horse-wt/ARG/E3198/2008/G3P[3]. 

A sequência de nucleotídeos do 4ª segmento genômico, que codifica o gene da VP4, 

não era relacionado a qualquer tipo RVA disponível no GenBank (Tabela 6, Figura 21). A 

maior identidade observada (75,7%) foi com a estirpe RVA/Simian-

tc/USA/RRV/1975/G3P[3], porém a estava abaixo do valor de corte de 80% proposto pelo 

RCWG (Matthijnssens et al., 2011). A sequência de nucleotídeos foi enviada ao RCWG para 

análise sendo atribuído o novo genótipo P[40]. A constelação genômica da estirpe SA44 foi 

G3-P[40]-I8-R3-C3-M3-A9-N3-T3-E3-H6, que difere completamente das outras constelações 

anteriormente relatadas para estirpes de RVA de camelídeos ou qualquer outra espécie da 

ordem Artiodactyla (Tabela 7).  

Antes do isolamento em cultura de células tínhamos apenas o sequenciamento de 

aproximadamente 700pb correnpondentes a porção VP8*.  Após o isolamento, nós 

sequenciamos o gene completo somente da 3ª passagem. Isto porque nas 1ª e 2ª passagens a 

quantidade de vírus era baixa (determinada pela intensidade da banda da PCR). Contudo, 

comparamos a sequência obtida antes e depois do isolamento em cultura de células e eram 

idênticas. 
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Tabela 6. Porcentagem de identidade de nucleotídeos e aminoácidos dos segmentos do genoma completo da estirpe RVA/Alpaca-

tc/PER/SA44/2014/G3P [40] comparado a sequência do gene cognato das estirpes mais próximas filogeneticamente presentes da base de dados 

do GenBank. 

 

Gene Valor de 

corte % 

Estirpe de referência Nucleotídeo 

% 

Aminoácido % Genótipo No de acesso 

VP1 83 RVA/Human-wt/US/2012841174/2012/G8P[14] 92.9 98.0 R3 KJ411432 

VP2 84 RVA/Human-wt/AUS/RCH272/2012/G3P[14] 88.9 97.8 C3 KF690126 

VP3 81 RVA/Rhesus-tc/USA/TUCH/2002/G3P[24] 87.5 94.1 M3 EF583012 

VP4 80 RVA/Simian-tc/USA/RRV/1975/G3P[3] 75.7 88.5 P[40]§ EU636927 

VP6 85 RVA/Bat-tc/CHN/MSLH14/2012/G3P[3] 89.2 99.2 I8 KC960623 

VP7 80 RVA/Alpaca-tc/Per/K’ayra/3368-10/2011 /G3P[11] 99.0 99.7 G3 KT250942 

NSP1 79 RVA/Human-wt/AUS/RCH272/2012/G3P[14] 86.4 89.1 A9 KF690131 

NSP2 85 RVA/Human-wt/US/09US7118/2009/G14P[24] 89.3 98.6 N3 KF541288 

NSP3 85 RVA/Horse-wt/ARG/E403/2006/G14P[12] 94.8 96.1 T3 JF712585 

NSP4 85 RVA/Bat-tc/CHN/MYAS33/2013/G3P[10] 90.3 95.4 E3 KJ020890 

NSP5 91 RVA/Rhesus-tc/USA/TUCH/2002/G3P[24] 97.3 98.5 H6 FJ816617 

 Valores de corte percentual de nucleotídeo definidos pelo RCWG (Matthijnssens et al., 2011). § Novo genótipo VP4 determinado pelo RCWG. 
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Tabela 7. Constelação genômica da estirpe RVA/Alpaca-tc/PER/SA44/2014/G3P[40] comparada com estirpes de referência e de outros 

camelídeos.  

Estirpe 
Genótipo 

VP7 VP4 VP6 VP1 VP2 VP3 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5 

RVA/Alpaca-tc/PER/SA44/2014/G3P[40] G3 P[40] I8 R3 C3 M3 A9 N3 T3 E3 H6 

RVA/Bat-tc/CHN/MSLH14/2012/G3P[3] G3 P[3] I8 R3 C3 M3 A9 N3 T3 E3 H6 

RVA/Bat-tc/CHN/MYAS33/2013/G3P[10] G3 P[10] I8 R3 C3 M3 A9 N3 T3 E3 H6 

RVA/Human-wt/THA/CMH079/05 /2005/G3P[10] G3 P[10] I8       E3 H6 

RVA/Human-wt/THA/CMH222/2001/G3P[3] G3 P[3] I8       E3  

RVA/Horse-wt/ARG/E3198/2008/G3P[3] G3 P[3] I3 R3 C3 M3 A9 N3 T3 E3 H6 

RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P[9] G3 P[9] I3 R3 C3 M3 A3 N3 T3 E3 H3 

RVA/Dog-tc/ITA/RV198-95/1995/G3P[3] G3 P[3] I3 R3 C2 M3 A9 N2 T3 E3 H6 

RVA/Dog-tc/USA/A79-10/1979/G3P[3] G3 P[3] I3 R3 C2 M3 A9 N2 T3 E3 H6 

RVA/Dog-tc/AUS/K9-10/1981/G3P[3] G3 P[3] I3 R3 C2 M3 A9 N2 T3 E3 H6 

RVA/Alpaca-tc/Per/K’ayra/3368-10/2011 /G3P[11] G3 P[11]          

RVA/Human-wt/AUS/RCH272/2012/G3P[14] G3 P[14] I2 R3 C3 M3 A9 N2 T6 E2 H3 

RVA/Rhesus-tc/USA/TUCH/2002/G3P[24] G3 P[24] I9 R3 C3 M3 A9 N1 T3 E3 H6 

RVA/Simian-tc/USA/RRV/1975/G3P[3] G3 P[3] I2 R2 C3 M3 A9 N2 T3 E3 H6 

RVA/Human-wt/US/2012841174/2012/G8P[14] G8 P[14] I2 R3 C2 M2 A3 N2 T6 E2 H3 

RVA/Guanaco-wt/ARG/RíoNegro/1998/G8P[1] G8 P[1] I2 R5 C2 M2 A11 N2 T6 E12 H3 

RVA/Guanaco-wt/ARG/Chubut/1999/G8P[14] G8 P[14] I2 R5 C2 M2 A3 N2 T6 E12 H3 
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RVA/Vicuña-wt/ARG/C75/2010/G8P[14] G8 P[14] I2 R2 C2 M2  N2 T6 E16  

RVA/Camel-wt/SDN/MRC-PRU47/2002/G8P[11] G8 P[11] I2 R2 C2 M2 A18 N2 T6 E2 H3 

RVA/Camel-wt/KUW/s21/2010/G10P[15] G10 P[15] I1 R1 C2   N2 T2 E15 H3 

RVA/Camel-wt/ /CRV/VRLCU/Egypt1/2004/G10 G10           

RVA/Horse-wt/ARG/E403/2006/G14P[12] G14 P[12] I2 R2 C2 M3 A10 N2 T3 E12 H7 

RVA/Human-wt/US/09US7118/2009/G14P[24] G14 P[24] I9 R2 C3 M3 A9 N3 T3 E3 H6 

As áreas em cor cinza indicam sequências de genes cognatos com identidade nucleotídica mais elevada. 
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Figura 20-1 
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Figura 20-2 
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Figura 20-3 
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Figura 20-4 
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Figura 20-5 



80 

 

Figura 20. Dendrogramas construídos a partir da sequência nucleotídica das OFR completas 

dos genes que codificam VP1-VP3, VP6, VP7 e NSP1-NSP5 da estirpe RVA/Alpaca-

tc/PER/SA44/2014/G3P[40] e estirpes de referência. 

 
As distâncias foram corrigidas usando o modelo de Kimura 2-parameter. O dendrograma foi construído pelo 

método de Maximum Likelihood e o apoio estatístico foi fornecido por bootstrapping de 1000 pseudoreplicatas. 

Valores de bootstrap acima de 75% são dados nos nós do ramo. A escala das distâncias está em 

substituições/sítio. Estirpes marcadas com triângulo preto indicam segmentos genômicos da estirpe SA44. 

Estirpes de outros camelídeos estão marcadas com círculo preto. 20-1: dedrogramas construídos a partir da 

sequência nucleotídica de VP1 e VP2; 20-2: dedrogramas construídos a partir da sequência nucleotídica de VP3 

e VP6; 20-3: dedrogramas construídos a partir da sequência nucleotídica de VP7 e NSP1; 20-4: dedrogramas 

construídos a partir da sequência nucleotídica de NSP2 e NSP3; 20-5: dedrogramas construídos a partir da 

sequência nucleotídica de NSP4 e NSP5. As amostras de referência estão identificadas pelo número de acesso 

no GenBank. 
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Figura 21. Dendrograma construído a partir da sequência completa da VP4 de estirpes de 

RVA. 
As distâncias foram corrigidas usando o modelo de Kimura 2-parameter. O dendrograma foi construído pelo 

método de Maximum Likelihood e o apoio estatístico foi fornecido por bootstrapping de 1000 pseudoreplicatas. 

Valores de bootstrap acima de 75% são dados nos nós do ramo. A escala das distâncias está em 

substituições/sítio. Estirpes marcadas com triângulo preto indicam segmentos genômicos da estirpe SA44. 

Estirpes de outros camelídeos estão marcadas com círculo preto. As amostras de referência estão identificadas 

pelo número de acesso no GenBank. 
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5.5. Avaliação da ocorrência de infecções interespécies na população estudada 

 Estirpes apresentando os genótipos G1 ou G3, P[8] ou P[40], I1, ou I8, E1 ou E3, H1, 

ou H6, foram detectadas em, pelo menos, três das espécies estudadas. As análises 

filogenéticas destas estirpes revelaram um elevado grau de identidade entre elas. Este fato, 

associado a ocorrência de um número extremamente elevado de coinfecções (77%) e de 

condições sanitárias precárias, incluindo a coabitação de diferentes espécies, cria um 

ambiente propício para a ocorrência de infecções interespécies e reagrupamento entre estirpes 

homólogas e heterólogas. 
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6. Discussão  

Antes da introdução dos programas de vacinação contra a rotavirose, a diarreia causada 

por RVA resultava em aproximadamente meio milhão de óbitos em crianças menores de 

cinco anos de idade em todo o mundo, o que corresponde a 37% dos óbitos atribuídos à 

diarreia e 5% de todos os óbitos entre crianças menores de cinco anos de idade (Tate et al., 

2012).  A utilização em larga escala das vacinas contra rotavirose tem sido eficiente na 

redução da hospitalização devido à doença em diversos países (Braeckman et al., 2012; 

Payne et al., 2013; Hemming-Harlo et al., 2016; Luchs et al., 2016; Velázquez et al., 2017). 

Entretanto, a despeito do sucesso da vacinação entre crianças menores de cinco anos, estudos 

têm demostrado que a rotavirose continua persistindo na população, entre crianças mais 

velhas não vacinadas, idosos e indivíduos imunocomprometidos de todas as idades 

(Anderson et al., 2012; Markkula et al., 2017). Além disso, a vacinação parece exercer 

pressão seletiva nas estirpes circulantes de RVA e, consequentemente, genótipos novos e 

incomuns têm emergido (Markkula et al., 2017). Por exemplo, na América Latina, 

particularmente no Brasil, estirpes G2P[4], que normalmente circulavam na região em baixa 

frequência (Santos e Hoshino, 2005), tornaram-se predominantes por muitos anos após a 

introdução da vacina RotarixTM (Gurgel et al., 2007; Correia et al., 2010; Sá et al., 2015). 

Após a introdução da vacina RotaTeqTM estirpes com características incomuns como G3P[8], 

e o novo genótipo G12P[8] tornaram-se comuns nos Estados Unidos e na Finlândia, 

respectivamente (Hemming et al., 2013; Payne, et al., 2013). Entretanto, as vacinas 

disponíceis são eficientes contra a diarreia grave associada a estes novos genótipos (Correia 

et al., 2010; Payne, et al., 2015; Hemming-Harlo et al., 2016; Markkula et al., 2017). 

O potencial zoonótico dos RVA tem sido demonstrado através da vasta diversidade de 

estirpes detectadas em humanos que possuem alto grau de identidade genética com estirpes 

de origem animal (Matthijnssens et al., 2010a; Ghosh e Kobayashi, 2011 e 2014; Bányai et 

al. 2012 Dóró et al., 2015; Marton et al., 2017; Yodmeeklin et al., 2017). Este fato, aliado a 

pressão seletiva exercida pela vacinação, torna fundamental a vigilância contínua das estirpes 

de RVA circulantes na população humana e animal.  

Este estudo teve como principal objetivo realizar a detecção e identificação das estirpes 

de RVA circulantes entre animais e seres humanos que coabitam estreitamente no 

departamento de Cusco, no Peru. Embora a vacinação contra a rotavirose tenha sido 

oficialmente introduzida no Peru em 2009, não existe nenhum estudo sistemático de 

avaliação de eficácia da vacina no país, entretanto os poucos dados existentes sugerem uma 

redução no número de casos de gastrenterite aguda no período pós-vacinação (Grupo 
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Tematico de Vigilancia de Enfermedades Diarreicas Agudas y Cólera, 2011; Chang et al., 

2015). Da mesma forma, informações sobre a epidemiologia das estirpes de RVA circulantes 

antes ou depois da vacina ser introduzida, são bastante limitadas.  

A região do estudo compreende uma área rural onde coabitam seres humanos, animais 

de criação e de companhia, e carente de serviços básicos de saneamento e saúde. Nossos 

dados demostraram uma ampla circulação deste patógeno em todas as espécies estudas na 

região.  

Infecções por RVA já foram descritas entre CSA (alpacas, lhamas, guanacos e 

vicunhas). Na Argentina, Badarraco e colaboradores (2013), demostraram uma taxa de 

infecção de 3,4% (2/59) entre vicunhas criadas em cativeiro, utilizando EIA para detecção de 

antígenos virais. Contudo, um estudo soroepidemiológico realizado na mesma região 

demostrou 100% (n = 44) de positividade para anticorpos anti-RVA, indicando a ampla 

disseminação desta infecção entre estes animais (Marcoppido, Parreño e Vilá, 2010). Nesta 

mesma região, Marín (2009), demostrou 100% de positividade para anticorpos anti-RVA em 

lhamas (n = 430). Também na Argentina, Parreño e colaboradores (2001), mostraram a 

circulação do vírus em 3,8% (2/53) dos guanacos utilizando PAGE, embora anticorpos anti-

RVA tenham sido detectados em 95% dos animais (45/47). Entre alpacas, no Peru, estudos 

prévios realizados no departamento de Cusco, demostraram a infecção por RVA, através de 

EIA, com taxas de infecção variando de 3,1 a 16% (Morales, Paredes e Pezo, 2007, López, 

Chamorro e Garmendia, 2011).  

Neste estudo, foi empregada a técnica de RT-PCR, sendo encontrada uma frequência de 

20,3% (39/192) e 47,5% (19/40) entre alpacas e lhamas, respectivamente, um valor 

significantemente mais elevado em relação aos estudos anteriores. Possivelmente esta 

diferença deve-se a utilização de metodologias de detecção distintas, sendo os métodos 

moleculares empregados mais sensíveis. 

A caracterização genotípica do RVA detectado em camelídeos, até o momento, foi 

realizada para um número muito limitado de estirpes. A única estirpe de vicunha 

caracterizada (C75) possui os genótipos G8P[14]. Duas estirpes detectadas em guanacos 

possuem os genótipos G8P[14] (chubut) e G8P[1] (Rio Negro) (Matthijnssens et al., 2009). 

Até o momento, foi publicada a caracterização de apenas duas estirpes de alpaca as quais 

possuem os genótipos G3P[11] (3368-10) e G3P[x] (3386-10) (Garmendia et al., 2015). Nós 

encontramos uma predominância de estirpes contendo os genótipos G3P[40] entre alpacas e 

G1P[8] e G3P[8] entre lhamas. Entretanto, nós observamos uma grande diversidade 

genotípica e um número significativo de coinfecções: 81,3% (13/16) entre as alpacas e 90,1% 
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(10/11) entre lhamas. Não existe relato na literatura de identificação de genótipos de RVA de 

lhama, sendo este, portanto, um estudo pioneiro. 

Em carneiros foi detectado um 100% (9/9) de positividade para RVA. A frequência 

deste patógeno em ovinos na América Latina não é conhecida. Estudos em outras áreas do 

mundo descrevem incidência de até 60%, dependendo das condições epidemiológicas e 

técnicas de detecção utilizadas, com taxas de mortalidade estimadas em 10 a 15% (Kaminjolo 

e Adesiyun, 1994; Wani et al., 2004, Wani, Bhat e Ishaq, 2007; Galindo-Cardiel et al., 2011; 

Gazal et al., 2011, Gazal, Taku e Kumar, 2012; Papp et al., 2014). 

As informações sobre os genótipos de RVA detectados em ovinos são muito limitadas. 

Na índia, a caracterização de 52 estirpes de RVA ovino demostrou uma prevalência do 

genótipo G6 (48%) seguido de G10 (36%) e a maioria das estirpes apresentavam o genótipo 

P[11] (Gazal et al., 2012). Três estirpes caracterizadas na China (Lp14, Lamb-NT e CC0812), 

apresentavam os genótipos G10P[15] (Shen, Burke e Desselberger, 1993; Chen et al., 2009; 

Zhang et al., 2011). Na Espanha, foi demonstrada a presença de anticorpos anti-RVA G3, G6 

e G10 (Muñoz et al., 1996). Ainda na Espanha foram caracterizadas estirpes apresentando os 

genótipos G8P[1] (Aragon) (Galindo-Cardiel et al., 2011) e G8P[14] (OVR762) 

(Matthijnssens et al., 2009b). No Reino Unido, quatro estirpes foram caracterizadas como 

G3P[1] (LRV1), G6P[11] (LRV2a), G9P[8] (LRV2c) e G10P[14] (K923) (Fitzgerald et al., 

1995). Nós encontramos os genótipos G1, G3 e G20 e P[1], P[8], P[14] P[40], além de um 

possível novo genótipo P[?]; todas as amostras apresentavam coinfecções.  

No caso de seres humanos, a frequência descrita para RVA entre crianças peruanas 

varia de 28%-52%, sendo estes dados predominantemente obtidos a partir de crianças 

hospitalizadas nas áreas urbana e periurbana de Lima (Greenberg et al., 1991; Figueroa-

Quintanilla et al., 1993; Cama et al., 1999; Luna et al., 2008). Por outro lado, estudos 

realizados na região dos Andes, descrevem uma positividade para RVA, demostrada por EIA, 

de 19,7% (Ehrenkranz et al., 2001) e 35,9% por RT-PCR (Espejo et al., 2014). Neste estudo, 

realizado entre habitantes da população de uma área rural dos Andes, foi observada 

positividade de 33,3%. Entretanto, é importante considerar que o número de amostras fecais 

humanas analisadas em nosso estudo foi pequeno (n = 24). 

Infelizmente, informações sobre os genótipos de RVA circulantes na população humana 

no Peru são escassos, não permitindo uma avaliação robusta sobre a diversidade deste vírus 

no país. Um estudo realizado entre crianças hospitalizadas em Lima, no período de fevereiro 

de 1995 a fevereiro de 1997, descreveu a predominância dos genótipos G1 e G2 (68% e 21%), 

G3 foi detectado em 1% das amostras (Cama et al., 1999). Um estudo realizado entre crianças 
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hospitalizadas na cidade de Cajamarca, localizada na região nordeste dos Andes, no período 

de janeiro de 2010 e dezembro de 2012, após a introdução da vacina no Peru, encontrou uma 

predominância dos genótipos G9 e G12 (35,7% e 33,3%, respectivamente); G3 foi o terceiro 

genótipo mais comum (16,7%) (Espejo et al., 2014); contudo, o estudo não fornece dados 

mais específicos sobre a população avaliada, assim não sabemos se estas crianças eram 

moradoras de áreas rurais ou se tinham contato direto com animais de companhia ou criação.  

Nosso estudo envolveu crianças, não hospitalizadas, habitantes de uma comunidade 

rural e em permanente contato íntimo com animais de companhia e criação. O genótipo G3 

(87,5%; 7/8) foi o único identificado entre as amostras de RVA detectadas em humanos. Para 

VP4 foi observada uma maior diversidade sendo o novo genótipo P[40] predominante 

(87,5%; 7/8). Os genótipos P[2], P[6], P[8] e P[14] foram encontrados em menor frequência, 

além de um possível novo genótipo P[?]. A combinação G-P mais frequente foi G3P[40] 

(87,5%, 7/8) e 75% das amostras apresentaram coinfecção entre diferentes estirpes de RVA. 

No estudo de Espejo e colaboradores (2014), foram encontrados os genótipos P[6] (45,2%), 

P[8] (26,2%) e P[4] (4,8%). As combinações G-P mais frequentes foram G12P[6] (23,8%), 

G9P[6] (19%) e G9P[8] (11,9%), não tendo sido descrito a ocorrência de coinfecções.  

 Um achado importante deste trabalho foi a descrição de um novo genótipo P, 

circulando entre todas as espécies estudadas. Este novo genótipo foi inicialmente detectado na 

estirpe SA44, isolada de uma amostra fezes de uma alpaca neonata com diarreia, pertencente 

ao rebanho de Silli, colhida em fevereiro de 2014. A estirpe SA44 foi adaptada em cultura de 

células MA-104 e o genoma completo foi sequenciado.  

Como mencionado anteriormente, poucas estirpes de RVA detectadas em camelídeos 

foram completamente caracterizadas. A estirpe C75, detectada em vicunha na Argentina, 

exibe a constelação genômica bovino-like G8-P[14]-I2-R2-C2-M2-Ax-N2-T6-E16-Hx, 

semelhante às estirpes encontradas em cabras, carneiros, antílopes, búfalos e várias estirpes 

P[14] de origem humana (Badaracco et al., 2013). As estirpes chubut e Rio Negro, detectadas 

em guanaco, também na Argentina, exibem as constelações genômicas, G8-P[14]-I2-R5-C2-

M2-A3-N2-T6-E12-H3 e G8-P[1]-I2-R5-C2-M2-A11-N2-T6-E12-H3, respectivamente, 

possuem vários genótipos em comum com estirpes de humanos e animais, incluindo bovino, 

ovino e antílopes (Matthijnssens et al., 2009b). As estirpes MRC-PRU47 e s21, detectadas em 

camelos no Sudão e no Kuwait, exibem as constelações genômicas G8-P[11]-I2-R2-C2-M2-

A18-N2-T6-E2-H3 e G10-P[15]-I1-R1-C2-Mx-Ax-N2-T2-E15-H3, respectivamente (Papp et 

al., 2012; Jere et al., 2014), sugestivo de uma estreita relação entre estirpes RVA de 
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camelídeos e outros membros da ordem Artiodactyla, particularmente bovinos. Curiosamente, 

nenhum dos segmentos do genoma da SA44 foi representativo de um genótipo bovino-like. 

A constelação genética da estirpe SA44 se mostrou quase idêntica (10/11 segmentos, 

G3-I8-R3-C3-M3-A9-N3-T3-E3-H6) às de estirpes de morcegos detectadas na Ásia 

RVA/Bat-tc/MSLH14/2012/G3P[3] e RVA/Bat-tc/CHN/MYAS33/2013/G3P[10] (He et al., 

2013; Xia et al., 2014). SA44 possui nove dos seus 11 segmentos genômicos (G3-R3-C3-M3-

A9-N3-T3-E3-H6) semelhantes a uma estirpe incomum detectada em cavalo na Argentina, 

RVA/Horse-wt/ARG/E3198/2008/G3P[3] (Miño et al., 2013). O genótipo I8 (VP6) da estirpe 

SA44 é um genótipo raro previamente identificado somente em quatro estirpes: duas de 

morcego MSLH14 e MYAS33 (He et al., 2013; Xia et al., 2014), e duas estirpes morcego-like 

detectadas em humanos na Tailândia CMH079 e CMH222 (Khamrin et al., 2006; 2009). 

Todavia, a análise filogenética mostrou uma relação próxima entre SA44 e as estirpes 

humanas RCH272 detectada na Austrália (Donato et al., 2014), 2012841174 e 09US7118 

detectadas nos Estados Unidos (Mijatovic-Rustempasic et al., 2015) em quatro dos 11 

segmentos gênicos (VP1, VP2, NSP1 e NSP2). Estes achados sugerem que a estirpe SA44 

emergiu de múltiplos eventos de reagrupamento entre estirpes morcego-like, cavalo-like e 

humanos-like. Supreendentemente, o genótipo P[40] foi detectado entre todas as espécies 

estudadas (alpacas, 31,2%; lhamas 21%, carneiros 25% e humanos 50%), nos dois sítios de 

coleta. 

Uma segunda estirpe de alpaca, Alp11B, também possui um genótipo P distinto. 

Contudo, como a adaptação desta estirpe em cultura de células não foi bem-sucedida, ainda 

não foi possível completar o sequenciamento deste segmento do RNA. Mas, já conseguimos 

obter aproximadamente 76% da ORF da VP4 (1799 de 2362 pb). Esperamos brevemente 

concluir a ORF completa para submetermos ao RCWG para confirmação de um novo 

genótipo. A sequência da Alp11B foi filogeneticamente mais próxima 75,9% de identidade 

nucleotídica, do genótipo P[28] identificado em uma estirpe de RVA (Ecu534) detectada em 

uma criança com diarreia no Equador em 2009, a qual possui a peculiar constelação 

genômica, G20-P[28]-I13, sendo a única estirpe já descrita, até então, contendo os genótipos 

P[28] e I13 (Solberg et al., 2009). Curiosamente, a estirpe Alp11B também apresenta o 

genótipo I13, bem como a estirpe Alp11A. Duas estirpes SA28 (alpaca) e L27 (lhama) 

apresentaram um genótipo P semelhante à estirpe Alp11B. Estas amostras foram obtidas em 

um intervalo relativamente curto de tempo (2010-2014), as sequências são bastante 

conservadas, apresentando 98% a 100% de identidade nucleotídica, não havendo, portanto, 

grande variação intra genotípica. 
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Outro achado inesperado foi a detecção dos genótipos G20, I8 e E16. O genótipo G20 

foi identificado em quatro amostras (duas de alpaca e duas de carneiro). Este genótipo foi 

encontrado anteriormente na estirpe Ecu534 (G20-P[28]-I13-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx) 

(Solberg et al., 2009), em uma estirpe detectada em morcego no Brasil (3081, G20-P[x]-Ix-

Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-T15-Ex-H15) (Asano et al., 2016) e na estirpe morcego KCR10-93 G20-

P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx) detectada na Costa Rica (Corman, Everling e Drexler, 

2014). Infelizmente, somente conseguimos obter a sequência da estire Alp11B, que 

apresentou 79% de identidade nucleotídica com a estirpe de referência Ecu534, e 79,2% com 

a estirpe 3081, abaixo do valor de corte de 80% para identificação de genótipo G, embora 

tenha apresentado 92,7% de identidade com a estirpe KCR10-93, podendo representar uma 

linhagem distinta dentro do genótipo G20. É preciso analisar um número maior de sequências 

para esclarecer este fato. No momento, já obtivemos 840 pb da ORF da VP7 (1069 pb) e 

esperamos brevemente concluir a ORF completa para submetermos a avaliação do RCWG.  

O genótipo I8 foi identificado em 16 amostras (10 de alpacas, duas de lhamas e quatro 

de humanos) e somente havia sido detectado anteriormente em quatro estirpes na Ásia 

(Khamrin et al., 2006; 2009; He et al., 2013; Xia et al., 2014). Desta forma, com os dados 

deste estudo, o genótipo I8 já foi encontrado em humanos, camelídeos e quirópteros, 

sugerindo que estas estirpes possam ter se originado a partir de múltiplos eventos de 

recombinação interespécies. De fato, a análise filogenética da estirpe CMH222 (G3-P[3]-I8-

E3), revelou uma origem evolutiva comum dos genes que codificam VP4 e VP6, com estirpes 

de símio e VP7 e NSP4 com estirpes de caprino (Khamrin et al., 2006). Por outro lado, a 

estirpe CMH079 (G3-P[10]-I8-E3-H6), apresentou uma origem evolutiva comum com 

estirpes de caprinos (VP7 e VP6) e humanos (VP4, NSP4 e NSP5) (Khamrin et al., 2009).   

A única estirpe anteriormente descrita contendo o genótipo E16 foi detectada em 

vicunha na Argentina (C75) (Badaracco et al., 2013). Nós encontramos três estirpes de 

alpacas (Alp11A, Alp11B e Alp22), coletadas em Silli em 2010, contendo este genótipo.  

 A análise filogenética também revelou a circulação de diferentes linhagens dos 

genótipos G3 e I2. As estirpes do genótipo G3.1, foram filogeneticamente mais próximas de 

estirpes originárias de humanos, alpacas e morcego e as estirpes do genótipo G3.2 mais 

próximas de estirpes símias. As estirpes do genótipo I2.1 foram filogeneticamente mais 

próximas de estirpes de origem bovina, enquanto as estirpes I2.2 foram mais próximas de 

estirpes símias. Estas diferentes linhagens comumente emergem a partir do acúmulo de 

mutações pontuais que resultam em variações intratípicas que podem resultar da adaptação do 

vírus a novos hospedeiros (Dóró et al., 2016), e já foram anteriormente descritas para os 
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genes que codificam as proteínas VP6 (Iturriza-Gómara et al., 2002), NSP4 (Kirkwood, 

Gentsch e Glass, 1999; Ciarlet et al., 2000), VP7 e VP4 (Gouvea e Santos, 1999; Iturriza-

Gómara et al., 2000, 2001, Dóró et al., 2016). 

Outro dado peculiar deste estudo foi a elevada taxa de coinfecções encontrada (84,5%); 

33 das 39 amostras genotipadas por multiplex PCR apresentaram infecções por duas, três ou 

quatro diferentes estirpes. A ocorrência de coinfecção é o requisito fundamental para que 

possam ocorrer eventos de reagrupamentos dos segmentos de RNA genômico entre estirpes 

homólogas e/ou heterólogas (Ramig 1997, Iturriza-Gómara, Desselberger e Gray, 2003; Dóró 

et al., 2015). A alta taxa de coinfecção associada à coabitação de diferentes espécies em uma 

mesma área cria um cenário propício para a ocorrência de transmissão interespécies de 

patógenos 

No sistema de criação de CSA intenta-se sempre manter separadas as alpacas e as 

lhamas para evitar o acasalamento indesejado entre elas, o que resulta na baixa qualidade da 

fibra nas crias, assim as alpacas ficam confinadas em um setor e as lhamas e os ovinos ficam 

juntos em outro. Contudo, em comunidades rurais como Silli, este sistema não é respeitado 

devido à falta da infraestrutura apropriada. Outra particularidade destas comunidades é que os 

pastores ficam em contato íntimo com os animais, particularmente os ovinos, que por serem 

de pequeno porte, pelo pequeno número de animais por rebanho (quatro a cinco animais) e 

pelo fato de estes não suportarem o frio no campo, são mantidos dentro das casas durante a 

noite. Este ambiente cria as condições necessárias para a ocorrência de infecções 

interespécies. 

Como existe uma escassez de informações sobre as estirpes de RVA que comumente 

infectam camelídeos, ovinos e humanos no Peru, é difícil precisar com segurança a origem 

das estirpes detectadas neste estudo. Contudo as análises filogenéticas apontam para a 

ocorrência de estirpes reagrupadas e para a ocorrência de transmissão interespécies. Por 

exemplo, estirpes pertencentes aos genótipos G1, P[8], E1 e H1 são comumente detectadas 

entre humanos (Matthijnssens et al., 2011a), mas foram detectadas em alpacas, lhamas e 

carneiros; estirpes I1, também comumente encontradas em seres humanos (Matthijnssens et 

al., 2011a) foram detectadas em alpacas e lhamas. Da mesma forma, estirpes pertencentes aos 

genótipos I8, E3, H1 e H6, que são comumente detectadas em animais (Matthijnssens et al., 

2011a) foram detectadas em seres humanos. O genótipo P[40], que parece ter emergido a 

partir de recombinações entre estirpes de diferentes espécies, foi detectado alpacas, lhamas, 

carneiros e humanos.  
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Dentre as seis amostras apresentando infecção por uma única estirpe (Alp11A, H15, 

SA44 [alpacas], L28 [lhama], LAO e ADR [humanos]), pelo menos cinco delas apresentam 

constelação genômica sugestiva de estirpes zoonótica: Alp11A (G8-P[x]-I13-E16-H6), L28 

(G1-P[x]-I1-E1-H1), SA44 (G3-P[40]-I8-E3-H6), LAO (G3-P[40]-I8-E3-H6) e ADR (G3-

P[40]-I8-E3-H1). Destas, as estirpes SA44 e LAO possuem homologia entre os todos genes 

estudados a entre quatro dos cinco genes com a estirpe ADR. Este dado é fortemente 

indicativo da ocorrência de transmissão interespécies. 

Phan e colaboradores (2016) estudaram a diversidade genotípica das estirpes de RVA 

entre humanos e suínos na região do delta do rio Mekong, Vietnã, e demonstraram a 

circulação de estirpes apresentando a constelação genômica G4-P[6]-I1-R1-C1-M1-A8-N1-

T7-E1-H1 entre seres humanos e animais, evidenciando assim a transmissão zoonótica do 

vírus. Coinfecções foram detectadas em 14,3% das amostras positivas para RVA. Uma 

característica importante do estudo é a proximidade das espécies estudadas e o uso comum da 

água do rio Mekong (Phan et al., 2016).  

Em virtude das características da população humana e animal de nosso estudo, isto é, 

coabitação entre diferentes espécies hospedeiras em condições de saneamento e higiene 

precárias, a ocorrência de zoonoses é uma possibilidade real. Desta forma, esperamos que os 

dados gerados neste trabalho, possam de alguma forma, influenciar na melhoria da qualidade 

de vida desta população, através da implantação de medidas de prevenção e controle de 

doenças infecciosas e combate a pobreza. 
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7. Conclusões 

1. Das 265 amostras de fezes coletadas das diferentes espécies estudadas, 91 (34,3%) foram 

positivas para RVA. 

2. A distribuição das amostras positivas entre as diferentes espécies foi 28,6% positividade 

entre as alpacas, 47,5% entre as lhamas, 100% entre os carneiros e 33,3% entre os humanos. 

3. Para a VP7 (G) os genótipos identificados foram: G3 (52%; 27/52), G1 (25%, 13/52), G20 

(7,7%, 4/52) e G8 (5,8%, 3/52). 

4. Para a VP4 (P) foram identificados seis diferentes genótipos: P[40] (30,8%, 24/78), P[8] 

(20,5%; 16/78), P[?; possível novo genótipo] (12,8%, 10/78), P[2] (11,5%, 9/78), P[14] 

(7,7%, 6/78), P[1] (6,4%, 5/78) e P[6] (2,6%, 2/78). 

5. Para VP6 (I) foram identificados quatro genótipos: I1 (34,7%, 17/49), I8 (32,7%, 16/49), 

I2 (8,2%, 4/49) e I13 (8,2%, 4/49). 

6. Para NSP4 (E) foram identificados quatro genótipos: E1 (35,2%, 19/54), E3 (35,2%, 

19/54), E2 (20,4%, 11/54), e E16 (7,4%, 4/54).  

7. Para NSP5 foram identificados quatro diferentes genótipos: H1 (41,1%, 23/56), H6 

(33,9%, 19/56), H3 (14,3%, 8/56) e H5 (10,7%, 6/56).  

8. As estirpes de RVA circulando no departamento de Cuzco, Peru, possivelmente 

apresentam as seguintes constelações genômicas majoritárias: alpaca – G3-P[40]-I8-E3-H6; 

lhamas - G1/G3-P[8]-I1-E1-H1; carneiros - G1/G3/2G0-P[1]/P[8]-I1-E1-H1 e humanos – 

G3-P[40]-I1/I8-E3-H1. 

9. Foi identificado um novo genótipo de RVA, P[40], circulando entre alpacas, lhamas, 

carneiros e humanos no departamento de Cusco, Peru. 
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Quadro S1. Iniciadores que foram utilizados nas reações de RT-PCR e (semi)nested PCR para detecção dos genes VP6, NSP4 e NSP5 dos RVA. 

Iniciador Sentido Sequência 5’3’ Posição 

(nt)1 

Tamanho do 

fragmento 

(pb)2 

Referência 

VP6 

VP6-Fdeg Senso CTACDTGGTATTTYAAYCCAGT 757 - 778 
370 

Este estudo 

VP6-R Antissenso GTCCAATTCATNCCTGGTGG 1106 - 1126 Iturriza-Gómarra et al., 2002 

VP6-F1deg-seminested Senso TKAGACCACCAAAYATGACRCCMG 907 - 930 
220 

Este estudo 

VP6-R Antissenso GTCCAATTCATNCCTGGTGG 1106 - 1126 Iturriza-Gómarra et al., 2002 

NSP4 

NSP4-1a Senso GCCTTTTAAAAGTTCTGTTCCG 1 - 22 
750 Kudo et al.., 2001 

NSP4-2b Antissenso GGTCACATTAAGACCGTTCC 731 - 750 

NSP4-FM-seminested Senso GAGAGAGCGCGTGCGGAAAGATGG 22 - 45 
729 

Este estudo 

NSP4-2b Antissenso GGTCACATTAAGACCGTTCC 731-750 Kudo et al.., 2001 

NSP5 

GEN_NSP5F Senso GGCTTTTAAAGCGCTACAG 1-19 
667 Matthijnssens et al., 2008a 

GEN_NSP5R Antissenso CCTGTTCTTTATAACCAGCC 651-667 

MAX_1FM-nested Senso GGTAACTAGACCAGTTGACG 95 - 121 
562 Este estudo 

MAX_4RM-nested Antissenso GTGGGGAGCTCCCTAGT 637 - 656 
Oligonucleotídeos degenerados; R= A/G, K= G/T, Y= C/T, M= A/C, D = A/G/T, N = aNy base; 1 nt = nucleotídeo; 2 pb = pares de base. 
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Quadro S2. Ciclos da PCR e (semi)nested PCR que foram aplicados para cada gene 

pesquisado. 

Gene 
Ciclo 

RT-PCR (Semi)nested PCR 

VP6 

95oC/3 min 

 

94oC/40 segundos 

40oC/1min                          x 40 

72oC/1min 20 segundos 

 

72oC/10 min 

94ºC/3 min 

 

94ºC/40 segundos 

45ºC/1min                           x 35 

72ºC/1 min 

 

72oC/10 min 

NSP4 

 

95oC/10 min 

 

94oC/1 min 

40oC/1 min                         x 40 

72oC/1 min 40 segundos 

 

72oC/10 min 

95oC/10min 

 

94oC/1 min 

50oC/1 min                          x 35 

72oC/1 min 40 segundos 

 

72oC/10 min 

NSP5 

95oC/10 min 

 

94oC/1 min 

50oC/1 min                          x 40 

72oC/1 min 40 segundos 

 

72oC/10 min 

95oC/10 min 

 

94oC/1 min 

54oC/1 min                          x 35 

72oC/1 min 30 segundos 

 

72oC/10 min 
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Quadro S3. Iniciadores que foram utilizados nas reações de RT-PCR e seminested PCR para sequenciamento dos genótipos G (VP7), P (VP4) e 

I (VP6). 

Iniciador Sentido Sequência 5’3’ Posição 

(nt)1 

Tamanho do 

fragmento 

(pb)2 

Referência 

VP7 

sBeg9 Senso GGCTTTAAAAGAGAGAATTTC 1-21 
1062 Gouvea et al., 1990 

End9 Antissenso GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 1036 - 1062 

sBeg9 Senso GGCTTTAAAAGAGAGAATTTC 1-21 
941 

Gouvea et al., 1990 

G922-seminested Antissenso GTRTARAAIACTTGCCACCA 922 - 941 Chizhikov et al., 2002 

VP4 

CON3 Senso TGGCTTCGCTCATTTATAGACA 11 - 31 
1457 

Gentsch et al., 1992 

C8 Antissenso ATTGGIGTYTGATAITCRTC 1446 - 1467 Honma et al., 2007 

CON3 Senso TGGCTTCGCTCATTTATAGACA 11 - 31 
877 Gentsch et al., 1992 

CON2-seminested Antissenso ATTTCGGACCATTTATAACC 868 - 887 

VP6 

GEN_VP6F Senso GGCTTTWAAACGAAGTCTTC  1 - 20 
1356 Matthijnssens et al., 2008a 

GEN_VP6R Antissenso GGTCACATCCTCTCACT 1340 - 1356 

GEN_VP6F Senso GGCTTTWAAACGAAGTCTTC  1 - 20 
1126 

Matthijnssens et al., 2008a 

VP6.R-seminested Antissenso GTCCAATTCATNCCTGGTGG 1106 - 1126 Iturriza-Gómarra et al., 2002 
Oligonucleotídeos degenerados; R= A/G, W= A/T, Y= C/T, I = Inosine aNy base; 1 nt = nucleotídeo; 2 pb = pares de base. 
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Quadro S4. Ciclos utilizados para a genotipagem dos genes VP7, VP4 e VP6 por 

sequenciamento das estirpes de RVA nas reações de RT-PCR e seminested PCR. 

Gene 

(Genótipo) 

Ciclo 

RT-PCR Seminested PCR 

VP7 

(G) 

95 oC / 3 min 

 

94 oC / 40 segundos 

40 oC / 1 min                         x 40 

72 oC / 2 min 

 

72 oC / 10 min 

95 oC / 3 min 

 

94 oC / 40 segundos 

40 oC / 1 min                         x 35 

72 oC / 1 min 50 segundos 

 

72 oC / 10 min 

VP4 

(P) 

 

95 oC / 3 min 

 

94 oC / 40 segundos 

40 oC / 1 min                          x 40 

72 oC / 2 min 30 segundos 

 

72 oC / 10 min 

95 oC / 3 min 

 

94 oC / 40 segundos 

40 oC / 1 min                         x 35 

72 oC / 1 min 50 segundos 

 

72 oC / 10 min 

VP6 

(I) 

95 oC / 3 min 

 

94 oC / 40 segundos 

40 oC / 1 min                          x 40 

72 oC / 2 min 20 segundos 

 

72 oC / 10 min 

95 oC / 3 min 

 

94 oC / 40 segundos 

40 oC / 1 min                         x 35 

72 oC / 2 min 

 

72 oC / 10 min 
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Quadro S5. Iniciadores utilizados nas reações de multiplex seminested PCR para a identificação dos genótipos G (VP7), P (VP4), I (VP6), E 

(NSP4) e H (NSP5) das estirpes de RVA detectadas no estudo. 

Iniciador Sentido Sequência 5’3’ Posição (nt)1 Tamanho do 

fragmento (pb)2 

(Genótipo) 

Referência 

VP7 

RT-PCR 

sBeg9 Senso GGCTTTAAAAGAGAGAATTTC 1-21 
1062 Gouvea et al., 1990 

End9 Antissenso GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 1036 - 1062 

Genotipagem  

Pool G A 

End9 Antissenso GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 1036 - 1062  Gouvea et al., 1990 

VP7.G1-477 Senso GTATGATCAAAATCTTGAATTA 477 - 499 586 (G1) 

Este estudo VP7.G8-162 Senso GCTTTTTGTTGTTATTGTCA 162 - 182 901 (G8) 

VP7.G3-655 Senso TCTTGGAATTGGMTGCTTGAC 655 - 676 408 (G3) 

Pool G B 

End9 Antissenso GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 1036 - 1062 
941 (G20) 

Gouvea et al., 1990 

VP7.G20 Senso TAGAGGACAAAATTATGGCCT 122-143 Este estudo 

VP4 

RT-PCR 

CON3.mod Senso TGGCTTCRCTGATHTAYAGACA 11-31 
877 Este estudo 

CON2.mod Antissenso AYTTCTGACCAYTTATAHCC 868 - 887 

Genotipagem 

Pool P A 

CON2.mod Antissenso AYTTCTGACCAYTTATAHCC 868 - 887  

Este estudo 
VP4.P14-73 Senso GTTAGTGAAATCGGAGCTAG 73-92 815 (P[14]) 

VP4.P?-187 Senso TATTCAACCTACATTAGATGG 187-207 701 (P[?]) 

VP4.P40-301 Senso CTCAAACAGATGGCTAGCAAT 301-320 587 (P[40]) 

VP4.P1-449 Senso CAAGATGGTAATTATTCACAG 449-469 493 (P[1]) 

Pool P B 

CON3.mod Senso TGGCTTCRCTGATHTAYAGACA 11-31  
Este estudo 

VP4.P6-279 Antissenso TTGTTGATTAGTTGGATTCAAT 258 - 279 269 (P[6]) 
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VP4.P2-430 Antissenso TAAATTTCCACTGGTCTTGTGAAGT 406 - 430 420 (P[2]) 

VP4.P8-609 Antissenso AATTGTAATTGATATACCGTTCA 587 - 609 599 (P[8]) 

VP6 

RT-PCR 

GEN_VP6F Senso GGCTTTWAAACGAAGTCTTC 1-20 
1356 Matthijnssens et al., 2008a 

GEN_VP6R Antissenso GGTCACATCCTCTCACT 1340 - 1356 

Genotipagem 

Pool I A 

GEN_VP6F Senso GGCTTTWAAACGAAGTCTTC 1-20  Matthijnssens et al., 2008a 

VP6.I1-381 Antissenso CTAGCTTTCTCAATGCCTCA 361 - 381 381 (I1) 
Este estudo 

6END.682.mod Antissenso GTAGTTAACACTCTCCGG 664 - 682 682 (I2) 

Pool I B 

GEN_VP6R Antissenso GGTCACATCCTCTCACT 1340 - 1356  Matthijnssens et al., 2008a 

VP6.I8-953 Senso TGCTCAACCTTTTGTTAATCAC 953 - 975 404 (I8) 
Este estudo 

VP6.I13-842 Senso TGCTGCACGTTATGGAACC 842 - 861 515 (13) 

NSP4 

RT-PCR 

NSP4-1a Senso GCCTTTTAAAAGTTCTGTTCCG 1 - 22 
750 Kudo et al.., 2001 

NSP4-2b Antissenso GGTCACATTAAGACCGTTCC 731 - 750 

Genotipagem 

Pool E 

NSP4-2b Antissenso GGTCACATTAAGACCGTTCC 731 - 750  Kudo et al.., 2001 

NSP4.E16-311 Senso AAATAAGGATGAAATTGAAAAACAG 311 - 336 440 pb / E16 

Este estudo 
NSP4.E3-439 Senso TGCTGATAATTAGACCAGTTGAT 439 - 462 312 (E3) 

NSP4.E1-246 Senso GATCAAGTATTGTATAGTCACA 246 - 268 505 (E1) 

NSP4.E2-108 Senso ACAATACTAGAGGATCCAGGA 108 - 129 643 (E2) 

NSP5 

RT-PCR 

GEN_NSP5F Senso GGCTTTTAAAGCGCTACAG 1-19 
667 Matthijnssens et al., 2008 

GEN_NSP5R Antissenso CCTGTTCTTTATAACCAGCC 651-667 

Genotipagem 

Pool H A 
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GEN_NSP5R Antissenso CCTGTTCTTTATAACCAGCC 651-667  Matthijnssens et al., 2008a 

NSP5.H6-396 Senso TATTTCAGTATCCACAGTTTCT 396 - 418 272 (H6) 

Este estudo NSP5.H1-477 Senso TTCTGATTCTGAAGATTATATTT 477 - 500 191 (H1) 

NSP5.H2-108* Senso TCTAAACAAGAAAACAGAAA 108 - 450 393 (H2) 

Pool H B 

GEN_NSP5F Senso GGCTTTTAAAGCGCTACAG 1-19  Matthijnssens et al., 2008a 

NSP5.H5-387 Antissenso CAAATTAGCTTTTACTTTTAAGC 364 - 387 387 (H5) 
Este estudo 

NSP5.H3-436 Antissenso TTTTGGATTTCTCTTTCTTTAAATTAGTT 407 - 436 436 (H3) 
Oligonucleotídeos degenerados; R= A/G, W= A/T, Y= C/T, M= A/C, H= A/C/T; 1 nt = nucleotídeo; *= o gene que codifica a proteína NSP5 especificamente o genótipo H2 é 

produto de uma recombinação que faz que o gene completo seja maior a 650 pb. 
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Quadro S6. Ciclos utilizados para a genotipagem por multiplex seminested PCR. 

Gene 

(Genótipo) 

RT-PCR Pool A Pool B 

VP7 

(G) 

95 oC / 3 min 

 

94 oC / 40 segundos 

40 oC / 1 min                          x 40 

72 oC / 2 min 

 

72 oC / 10 min 

95 oC / 3 min 

 

94 oC / 40 segundos 

50 oC / 1 min                               x 35 

72 oC / 1 min 50 segundos 

 

72 oC / 10 min 

95 oC / 3 min 

 

94 oC / 40 segundos 

50 oC / 1 min                           x 35 

72 oC / 1 min 50 segundos 

 

72 oC / 10 min 

VP4 

(P) 

95 oC / 3 min 

 

94 oC / 40 segundos 

40 oC / 1 min                            x 40 

72 oC / 1 min 50 segundos 

 

72 oC / 10 min 

95 oC / 3 min 

 

94 oC / 40 segundos 

50 oC / 1 min                               x 35 

72 oC / 1 min 50 segundos 

 

72 oC / 10 min 

95 oC / 3 min 

 

94 oC / 40 segundos 

50 oC / 1 min                               x 35 

72 oC / 1 min 30 segundos 

 

72 oC / 10 min 

VP6 

(I) 

95 oC / 3 min 

 

94 oC / 40 segundos 

40 oC / 1 min                            x 40 

72 oC / 2 min 20 segundos 

 

72 oC / 10 min 

95 oC / 3 min 

 

94 oC / 40 segundos 

49 oC / 1 min                               x 35 

72 oC / 1 min 30 segundos 

 

72 oC / 10 min 

95 oC / 3 min 

 

94 oC / 40 segundos 

49 oC / 1 min                               x 35 

72 oC / 1 min 30 segundos 

 

72 oC / 10 min 

NSP4 

(E) 

95 oC / 10 min 

 

94 oC / 1 min 

40 oC / 1 min                            x 40 

72 oC / 1 min 40 segundos 

 

72 oC / 10 min 

95 oC / 10 min 

 

94 oC / 1 min 

52 oC / 1 min                            x 35 

72 oC / 1 min 30 segundos 

 

72 oC / 10 min 

 

NSP5 95 oC / 10 min 95 oC / 10 min 95 oC / 10 min 
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(H)  

94 oC / 1 min 

50 oC / 1 min                            x 40 

72 oC / 1 min 40 segundos 

 

72 oC / 10 min 

 

94 oC / 1 min 

50 oC / 1 min                            x 35 

72 oC / 1 min 20 segundos 

 

72 oC / 10 min 

 

94 oC / 1 min 

48 oC / 1 min                            x 35 

72 oC / 1 min 30 segundos 

 

72 oC / 10 min 
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Quadro S7. Iniciadores utilizados para amplificação e sequenciamento dos 11 segmentos genômicos da estirpe RVA/Alpaca-

tc/PER/SA44/2014/G3P[40].  

Gene Iniciador Sequência 5’3’ Posição (nt)1 Referência 

VP1 

VP1.4F GGCTATTAAAGCTAACAAT 1-20 

 

 

Matthijnssens et al., 2008a 

VP1.14R GGTCACATCTAAGCGCTCT 3284-3302 

VP1.3R TGGTTTATCTTTCATCACA 600-618 

VP1.1F TAGTCAAATATGCGAAAGGTAAAC 284-307 

VP1.5F ATGAAGAGTTAGAATTAGAGTTTT 809-832 

VP1.8R TTATCATCACCGTCAACT 1899-1916 

VP2 

VP2.1F GGCTATTAAAGGCTCAATGG 1-20 

 

 

 

 

 

Matthijnssens et al., 2008a 

VP2.12R TYTACARTTCGTTCATGATGC 2670-2690 

VP2.2R TTGGATGTAATATTGATGGAT 763-782 

VP2.4R CCGTCAATAGCCACATAC 1266-1283 

VP2.5F GTCACAAGATTTGCAATTAGA 1093-1113 

VP2.6R TGATCTYTTATAATCAAYTGG 1610-1630 

VP2.8R AATGTTTGTGGACTTGGTA 1827-1845 

VP2.7F ACACCGTTTCAGATAGCAG 1406-1424 

VP2.11F RGAGGGATTTCAACAGATA 238-256 

VP2.12R TYTACARTTCGTTCATGATGC 2670-2690 

VP3 

GEN_VP3.FM GTAGTGYGTTTTACCTCTGATGGTGT 20-45 

 

 

 

 

 

Este estudo 

VP3.R AADGTAAACATAGATTCATTHC 684-705 

GEN_VP3.2RM GTCACATCRTGACTRGTGTGTTAAGT 2565-2590 

VP3.F GGATGGAAATTAACRTATGT 410-429 

VP3.1R TCTGATCTRACTTCAGTWGTTGGATG 1247-1272 

VP3.1F TGTTGTGTGAAAATGACTGCHATGGA 1187-1212 

VP3.3R TTTGCRAATTGATCCAAYTTAWAATA 1718-1743 

VP3.2F ACDTTTAAAGATGAACCRAAAGT 1526-1548 

VP3.4R TCTATHGGAGCGTGYTCATAATA 1988-2010 

GEN_VP3.2RM GTCACATCRTGACTRGTGTGTTAAGT 2565-2590 

VP4 

F4 TATAAAATGGCTTCIYTVAT 4-23 Homma et al, 2007 

VP4.M1.R CTNGGTAHAATATAAAANTCA 618-638  

Este estudo VP4.M2.R TTGGTTGTTGAGTAATATCCG 567-587 
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CON3 TGGCTTCGCTCATTTATAGACA 
11-31 Gentsh et al., 1992 

 

CON2 ATTTCGGACCATTTATAACC 
868-887 Santos et al., 2008 

F1 TRCCDCCAATACARAAYACNA 697-717  

Este estudo 

 
F2 

TDTGGAAAGARATGCARTATAA 800-821 

C8 ATTGGIGTYTGATAITCRTC 1446-1467 Homma et al., 2007 

S.1368 CCRGCHGCNAATCCAAA 1368-1384 
 

 

Este estudo 

 

A.2027 ATRAATTTYTCTGAYGMTTCAG 2006-2027 

S.1609 TDGAYATGTTCTCHATGTT 1591-609 

S.1732 TRTCDGAHGCGGCWTCATC 1714-1732 

P28 GGTCACATCCTATGACAA 2341-2361 

VP6 
GEN_VP6F GGCTTTWAAACGAAGTCTTC 1-20 

Matthijnssens et al., 2008a 
GEN_VP6R GGTCACATCCTCTCACT 1340-1356 

 

VP6.F-Deg CTACDTGGTATTTYAAYCCAGT 757-778  

Este estudo VP6.F.1.Deg TKAGACCACCAAAYATGACRCCMG 907-930 

 

VP6.R GTCCAATTCATNCCTGGTGG 
1106-1126 Iturriza-Gómarra et al., 2002 

VP7 

Beg9F GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG 1-21 
Gouvea et al., 1990 

End9R GGTCACATC ATACAATTCTAATCTAAG 1036-1062 

9Con1 TAGCTCCTTTTAATGTATGG 37-56 Das et al., 1994 

G922R GTRTARAAIACTTGCCACCA 922-941 Chizhikov et al., 2002 

NSP1 

GEN_NSP1.3FM AGCCATGGCTACTTTYAAAGA 29-49 
 

Este estudo 
MAX_NSP1.4FM AAAGGDTGGTGCTTGGATTGYTGTCA 147-172 

GEN_NSP1.4RM TGCTGNCTAGGCGCTACTC 1577-1595 

NSP2 
GEN_NSP2.1F GGCTTTTAAAGCGTCTCAG 1-19 

Matthijnssens et al., 2008a 
GEN_NSP2.2R GGTCACATAAGCGCTTTC 993-1010 

NSP3 
GEN_NSP3.1F GGCTTTTAATGCTTTTCAGTG 1-21 

Matthijnssens et al., 2008a 
GEN_NSP3.2R ACATAACGCCCCTATAGC 1054-1074 

NSP4 

NSP4-1aF GCCTTTTAAAAGTTCTGTTCC 1-22 
Kudo et al., 2001 

NSP4-2bR GGTCAC ATT AAG ACC GTT CC 731-750 

NSP4.F.M GAGAGAGCGCGTGCGGAAAGATGG 22-45 Este estudo 
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NSP5 
GEN_NSP5F GGCTTTTAAAGCGCTACAG 1-19 

Matthijnssens et al., 2008a 
GEN_NSP5R GGTCACAAAACGGGAGT  651-667 

Oligonucleotídeos degenerados; R= A/G, W= A/T, Y= C/T, M= A/C, H= A/C/T; I = inosina. 
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