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RESUMO 

 
A aplicação da metagenômica na detecção de vírus entéricos em comunidades 

ribeirinhas do Município de Santana, Amapá, Amazônia Oriental. 
 

RESUMO 
 
Introdução: A incidência da diarreia aguda permanece sendo um grave problema de saúde 
pública no mundo, principalmente em paises em desenvolvimento onde o impacto da 
doença na população afeta o desenvolvimento infantil, sendo a segunda causa de morte 
entre crianças menores de cinco anos. Apesar do surgimento de vacinas os casos de 
diarreia continuam persistentes nas populações pobres. Geralmente, muitos casos de 
surtos de diarreia continuam sem uma definição do seu agente etiológico, provavelmente 
trata-se de agentes infecciosos ainda não identificados por métodos tradicionais, 
dificultando diagnósticos claros e nas estratégias epidemiológicas que promovam ações de 
prevenção a partir do conhecimentos destes agentes. Neste sentido, a aplicação da 
metagenômica viral contribui para a detecção de vírus entéricos, na identificação de novos 
vírus, na vigilância de vírus emergentes e na compreensão do viroma gastrintestinal 
humano. Objetivo: Nesta perspectiva, o objetivo deste trabalho foi Identificar vírus 
entéricos em amostras fecais de pacientes residentes de comunidades ribeirinhas do 
município de Santana, Amapá, Amazônia Oriental. Metodologia: Foram coletadas 50 
amostras fecais de pacientes que buscavam atendimento médico em quatro Unidades 
Básica de Saúde - UBS de distintas comunidades ribeirinhas seguindo um rigor ético, e um 
protocolo preciso para a armazenagem e transporte das amostras, de forma de manter - se 
os vírus ativos. Em laboratório, as amostras foram submetidas a purificação, extração e 
amplificação do DNA e RNA, na preparação das bibliotecas de metagenômica viral, 
sequenciamento, e na análise de dados por bioinformática. Resultados e discussões: 
Foram detectadas 227.502 leituras de sequências analisadas e identificadas, relacionadas 
a 20 famílias virais. Apenas três famílias estão diretamente relacionadas com a ocorrência 
de diarreia e foram detectadas nas amostras de três crianças menores de dois anos: As 
famílias Astroviridae, Caliciviridae e Picornaviridae. Outros vírus que causam infecções em 
humanos foram identificados, porém ainda é deconhecida a sua relação gastrointestinal. 
Conclusões: Neste contexto, este estudo contribui diretamente para a compreensão do 
viroma humano, a técnica metagenômica viral se demostra sensível e eficaz na definição 
dos surtos de diarreia, permitindo associar adequadamente com seus agentes etiológicos. 
 
Palavras-Chave: Vírus; Diarreia; Metagenôma viral. 
 
Agradecimentos: CAPES. 
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ABSTRACT 

The application of metagenomics in the detection of enteric viruses in riverside 
communities in the Municipality of Santana, Amapá, Eastern Amazon. 

 
 
 
Introduction: The incidence of acute diarrhea remains a serious public health problem 
worldwide, especially in developing countries where the impact of the disease on the 
population affects child development, being the second leading cause of death among 
children under five years of age. Despite the emergence of vaccines, cases of diarrhea 
remain persistent in poor populations. Generally, many cases of diarrheal outbreaks still do 
not have a definition of their etiological agent, probably they are infectious agents not yet 
identified by traditional methods, making clear diagnoses and epidemiological strategies that 
promote preventive actions based on the knowledge of these agents difficult. In this sense, 
the application of viral metagenomics contributes to the detection of enteric viruses, the 
identification of new viruses, the surveillance of emerging viruses and the understanding of 
the human gastrointestinal viroma. Objectives: In this perspective, the aim of this study was 
to identify enteric viruses in fecal samples from patients residing in riverine communities in 
the municipality of Santana, Amapá, Eastern Amazon. Methodology: Fifty fecal samples 
were collected from patients seeking medical care in four Basic Health Units - UBS in 
different riverside communities, following an ethical strictness and a precise protocol for the 
storage and transport of the samples, in order to keep the virus active. In the laboratory, the 
samples were subjected to purification, extraction and amplification of DNA and RNA, in the 
preparation of viral metagenomic libraries, sequencing, and data analysis by bioinformatics. 
Results and discussions: 227,502 readings of analyzed and identified sequences were 
detected, related to 20 viral families. Only three families are directly related to the occurrence 
of diarrhea and were detected in samples of three children under two years old: the 
Astroviridae, Caliciviridae and Picornaviridae families. Other viruses that cause infections in 
humans have been identified, but their gastrointestinal relationship is still unknown. 
Conclusions: In this context, this study directly contributes to the understanding of the 
human viroma, the viral metagenomic technique proves to be sensitive and effective in 
defining diarrhea outbreaks, allowing it to be properly associated with its etiological agents. 
 
Key words: Virus; Diarrhea; Viral metagenome. 
 
Acknowledgement: CAPES. 
 
 

 



Introdução 1 

1 INTRODUÇÃO 

No Brasil, a ocorrência da diarreia aguda permanece sendo um sério problema de 

saúde pública, que está relacionado diretamente com a ausência de saneamento básico, e 

afeta principalmente a população mais pobre, desprovida de recursos hídricos de qualidade 

e de condições sanitárias adequadas, acometida clinicamente por agentes etiológicos como 

bactérias, protozoários e vírus.  

Segundo estimativa da Organização Mundial da Saúde (OMS), os fatores ambientais 

são responsáveis por 5,4% das doenças diarreicas e apresenta correlação com a falta de 

saneamento básico e, o aumento das taxas de morbidade e mortalidade por doenças 

infecciosas, representa um grave problema de saúde pública, afetando principalmente, 

crianças de países em desenvolvimento. O saneamento básico é fundamental no controle 

da disseminação de vírus patológicos no ambiente, diminuindo os riscos de transmissão 

(PRADO; MIAGOSTOVICH, 2014).  

Neste contexto, a situação estrutural de serviços básicos na Região Norte encontra- 

se em calamidade, sendo perceptível que as condições socioeconômicas e sanitárias 

propiciam a disseminação de agentes etiológicos causadores da diarreia. A realidade 

cultural e ambiental é totalmente diferente de outras regiões do Brasil, as moradias, o 

consumo de água dos rios muitas vezes contaminada, o contato com fossas sépticas 

abertas no quintal das casas, o contato direto de fezes com a água do rio, e a poluição por 

resíduos sólidos, atribuindo a agentes etiológicos infecciosos o protagonismo no número 

alarmante de surtos de diarreia (GAMA et al., 2018; IMADA et al., 2016; MACHADO et al., 

2010). 

Segundo Vasconcelos et al (2018), geralmente os casos de diarreia estão 

associados ao rotavirus, representando a causa mais comum de diarreia grave na infância, 

sendo que temos cerca de 125 milhões de casos, onde 500.000 a 600.000 culminam em 

óbitos no mundo. Partindo desta analise se observa a importância de se combater estes 

agentes infecciosos, e na necessidade de promover através da ciência, avanços 

tecnológicos viáveis para esta problemática.  

Desta forma, a metagenômica permite o estudo, caracterização e classificação dos 

vírus emergentes e reemergentes das amostras de fezes humanas, sem o uso prévio da 

cultura. Os estudos metagenômicos relacionados aos vírus vem atribuindo com sucesso a 
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descoberta de novos vírus pela eficácia do método que abrange o isolamento do DNA ou 

RNA até o seu sequenciamento genômico (HANDELSMAN, 2004). 

Com os avanços nos estudos da metagenôma viral é possível identificar a ocorrência 

de outros vírus que causam a diarreia, o que permite manter uma vigilância em relação aos 

vírus que circulam em uma determinada região, e que venham contribuir para a ocorrências 

de diarreia em um determinado ambiente. As fezes de indivíduos com diarreia podem trazer 

importantes informações a respeito da epidemiologia molecular e da diversidade viral do 

local por meio da utilização do Sequenciamento de Segunda Geração (NGS) e das análises 

das sequencias obtidas através das ferramentas de bioinformática, isto ajuda a reconhecer 

um futuro espalhamento de novos vírus que ainda estão desconhecidos e não estudados 

na região.  

O NGS tem facilitado o entendimento da diversidade viral, devido a capacidade de 

analisar amostras com profundidade e cobertura, possibilitando o estudo de todos os vírus 

no âmbito de diversidade e variabilidade gênica em diferentes amostras biológicas.  Este 

fato, associado com a rapidez das novas descobertas virais por meio da metagenômica 

viral, têm se tornado uma ferramenta metodológica importante em relação às técnicas 

existentes, que são limitadas, para um melhor entendimento dos vírus que infectam 

humanos e suas inter-relações (DELWART, 2007).   

A adesão na implantação da técnica de metagenômica contribui na resolução 

etiológica de casos clínicos, pois se prevê a possibilidade da identificação de novos vírus 

ou na detecção de vírus conhecidos causando um quadro clínico ainda não associado a ele 

na literatura (CASTRIGNANO; NAGASSE-SUGAHARA, 2015). 

Nesta conjuntura, este trabalho tem importância cientifica na área da saúde, e pode 

colaborar para o desenvolvimento de vacinas, bem como o desenvolvimento de futuras 

drogas antivirais, assim como estudo da diversidade viral na região, partindo da 

necessidade de contribuir com futuros trabalhos científicos, formando uma base literária 

coesa e robusta, além de atribuir valor social. 

1.1 ASPECTOS CLÍNICOS DA DIARREIA 

Os alarmantes casos da Doença Diarreica Aguda (DDA) é uma preocupação de 

saúde em todo o mundo, principalmente em países em desenvolvimento onde o impacto 

da doença na população afeta no desenvolvimento infantil, no alto custo com serviços 

médicos e ambulatoriais. Na última década se apontou o declínio da mortalidade ocorrida 

por diarreia, porém permanece sendo a segunda causa de morte entre as crianças menores 

de 5 anos, no mundo, e se destaca pela morbidade associada à diarreia que atinge crianças 
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um a 10 vezes por ano (BRASIL, 2019; MENEGUESSI et al., 2015; VASCONCELOS et al., 

2018). 

A DDA é uma doença infecciosa e transmissível, provocada por diferentes 

enteropatógenos, principalmente por bactérias, vírus e protozoários (BÜHLER et al., 2014). 

As fezes aquosas ou de pouca consistência, e as vezes com a presença de muco e sangue 

apresenta uma consistência aquosa caracterizada pela perda de grande quantidade de 

água durante a evacuação, promovendo o estabelecimento rapidamente de um quadro de 

desidratação. A diarreia sanguinolenta (disenteria) é caracterizada pela presença de 

sangue nas fezes, podendo haver presença de muco e pus, sugerindo inflamação ou 

infecção do intestino (MACEDO et al., 2018). 

A diarreia é uma manifestação clínica comum de doenças do foro gastrointestinal 

sendo definida em termos de volume, frequência e características das dejecções. Em 

termos empíricos, a diarreia é a passagem anormal de fezes moles ou líquidas, mais de 

três vezes ao dia e/ou de volume de fezes maior do que 200 g / dia, sendo considerada 

crônica quando os sintomas persistem para além das quatro semanas. Estima-se que a 

prevalência da diarreia crónica seja 4 a 5% nos países ocidentais (PIRES et al., 2015; 

POULAIN et al., 2021). 

Desta forma, a diarreia aguda é uma doença infecciosa e transmissível, provocadas 

por diferentes agentes enteropatógenos, principalmente de ocorrência Bacteriana, Viral e 

Parasitaria ou de protozoários. Apresento no quadro 1, os principais agentes etiológicos 

atribuídos a diarreia. 

Quadro 1: Agentes etiológicos causadores da diarreia. 

 
Infecções que causam diarreia 

 
Bacterianas Virais Parasitas ou protozoários 

Aeromonas spp. Adenovírus Criptosporidia 
Campylobacter spp. Norovírus Cyclospora 
Clostridium difficile Rotavírus Entamoeba histolytica 
Plesiomonas spp.  Giardia lamblia 
Salmonella spp.  Microsporidia 
Shigella spp.   
Escherichia coli (êntero-hemorrágica, 
enterotoxigênica, êntero-invasiva) 

  

Fonte: adaptado Moraes e Castro (2014). 
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1.2 A OCORRÊNCIA DA DIARREIA AGUDA NO MUNDO E NO BRASIL 

O relatório divulgado pelo Fundo da ONU para a Infância (UNICEF) em 2015, 

intitulado “Níveis e Tendências em Mortalidade Infantil”, aponta a diarreia como uma das 

principais causas de mortalidade que atinge crianças menores de cinco anos. Lamentável 

que o progresso mundial referido a sobrevivência infantil continua distante a muitas crianças 

em situações vulneráveis, representando cerca de 16.000 crianças com menos de cinco 

anos continuam a morrer todos os dias em 2015, e a causa são doenças que podem ser 

evitadas, como pneumonia, diarreia e malária. Segundo o relatório, enfatizou que o Brasil 

cumpriu o quarto Objetivo de Desenvolvimento do Milênio (ODM), apresentou uma queda 

de 73% de mortes, porém em 32 municípios o índice de mortes infantis supera 80 para 

cada 1.000 crianças nascidas, e enfatiza que as crianças indígenas no país têm o dobro de 

chances de morrer comparado com as outras crianças brasileiras. (ONU, 2015).  

Vale ressaltar que a doença diarreica aguda ainda contribui diretamente nos indicies 

de morbilidade e mortalidade no Brasil, devido a relação com as precárias condições de 

vida, visível na ausência de saneamento básico, de desastres naturais e da desnutrição 

crônica (RUFINO et al, 2016). Se reforça também o conhecimento da interação da diarreia 

e má nutrição como causa de mortalidade havendo a necessidade de desenvolver 

programas de intervenção e de tratamento baseado em terapia de reidratação oral 

(BRASIL, 2019). 

As medidas direcionadas para a redução da incidência de doenças diarreicas é um 

consenso entre a comunidade cientifica, que enfatiza a necessidade da melhoria das 

condições ambientais, a oferta de água potável, o tratamento adequado dos dejetos 

humanos, educação e segurança alimentar. Destaca - se ainda a importância do 

aleitamento materno por no mínimo seis meses e complementado até dois anos, 

impactando na redução da incidência e gravidade da doença. E pontuam sobre a 

importância da universalização da cobertura vacinal impactando na incidência da diarreia 

aguda, na redução das formas graves e no número de hospitalizações e reduzindo assim 

o risco de morte por essa doença (BRANDT; ANTUNES; SILVA, 2015). 

As orientações indicadas por meio do Guia de Vigilância em Saúde, Brasil (2019) 

destacam a importância da realização da investigação em conjunto com a vigilância 

sanitária, vigilância ambiental, laboratório de saúde pública e outras áreas conforme 

necessário, e especifica sobre os surtos causados por água e alimentos. As investigações 

se baseiam nas especificações contidas no Manual Integrado Vigilância, Prevenção e 
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Controle de Doenças Transmitidas por Alimentos, questionando os participantes da refeição 

para definir o alimento de risco e inspeção sanitária para identificar os fatores que 

contribuíram para a contaminação do alimento. 

Bühler et al (2014) buscaram investigar os indicadores integrados de saúde e 

ambiente para morbimortalidade por diarreia infantil no Brasil, e concluíram que a diarreia 

infantil ainda permanece como o principal problema de Saúde Pública no Brasil, em relação 

às doenças infecciosas e parasitárias. Diante das microrregiões investigadas, as 

localizadas nas Regiões Norte e Nordeste do país concentraram os piores valores para os 

indicadores de saúde, tanto quanto para os indicadores integrados de saúde e ambiente 

analisados, ficando evidente a priorização do saneamento básico como medidas de 

prevenção e proteção à saúde infantil, na execução de políticas públicas socioambientais 

nas regiões com piores condições socioeconômicas do país. 

As Regiões Norte e Nordeste concentram a maioria dos óbitos em menores de cinco 

anos, e apresentam a maior vulnerabilidade de óbito para os menores de um ano, apesar 

dos dados oficiais apontarem para a queda da mortalidade infantil no Brasil. A Região Norte 

é a segunda região mais pobre do país, depois da Nordeste, e apresenta também a maior 

proporção de residências sem coleta de lixo e com esgotamento sanitário a céu aberto, 

agravado por uma falta de tratamento correto de água, fatores sociais ambientais, 

econômicos e culturais, caracterizam certos grupos populacionais, de menor poder 

aquisitivo, levam a serem mais suscetíveis à doença, e eleva o índice de óbitos (BÜHLER 

et al., 2014; MACEDO et al., 2018; PEREIRA et al., 2014). 

Diante da problemática dos altos índices de óbitos entre as crianças menores de um 

ano, é apontado o aleitamento materno como uma importante estratégia na prevenção das 

diarreias, conduta que deve ser estimulada pelos profissionais de saúde, como uma prática 

propicia para as diminuições das internações hospitalares (MENEGUESSI et al., 2015; 

REGO et al., 2014). E em beneficio geral para toda a comunidade, a melhoria da qualidade 

da água diminuiu as ocorrências de doenças diarreicas de transmissão e veiculação hídrica, 

reduzindo os custos hospitalares em relação a doenças diarreicas, melhorando a qualidade 

dos rios (MENDES et al., 2015; MENEGUESSI et al., 2015). 

A pesquisa de Paiva; Souza (2018) intitulada “Associação entre condições 

socioeconômica sanitárias e de atenção básica e a morbidade hospitalar por doenças de 

veiculação hídrica no Brasil” apresentou o índice de internações por contaminação hídrica, 

nos seguintes percentuais apresentados logo abaixo: 

 



Introdução 6 

Tabela 1: Indicadores de saúde para doenças infectoparasitárias (DIP) e doenças relacionadas à poluição 
hídrica. 

DIP Doenças relacionadas à poluição 
hídrica 

 Taxa de 
internação 

Proporção 
de 

internações 

Proporção 
de gastos 

Taxa de 
internação 

Proporção 
de 

internações 

Proporção 
de gastos 

Brasil 430,38 7,74 6,82 175,55 3,15 0,99 

Norte 690,32 11,67 8,93 358,09 6,05 2,88 

Nordeste 623,28 11,40 8,00 337,88 6,18 2,23 

Sul 353,11 5,34 5,21 114,45 1,73 0,48 

Sudeste 275,74 5,37 6,82 56,08 1,09 0,34 

Centro 
oeste 

437,72 7,43 5,82 155,12 2,63 0,88 

Fonte: Paiva e Souza (2018) elaborado a partir de DATASUS. 

É importante salientar a relação desta pesquisa com a doença diarreica ao analisar 

os dados apresentados sobre os Indicadores de saúde para doenças infecto parasitárias 

(DIP) e das doenças relacionadas à poluição hídrica. Desta forma é perceptível que a 

Região Norte se destaca com uma alta taxa de internação por doenças veiculadas pela 

água, sendo que no período foi de 358,09 casos por 100 mil habitantes, mais que o dobro 

da média nacional de 175,55. O número de internações por doenças associadas à poluição 

hídrica respondeu por cerca de 6% das hospitalizações totais nessas regiões. É um valor 

considerado elevado quando comparado à média nacional (3,2%) e ainda quando se 

entende que muitos desses casos poderiam ser evitados com a adoção de medidas que 

contribuíssem com a melhoria das condições de vida da população (PAIVA; SOUZA, 2018). 

Em relação ao Estado do Amapá, o crescimento populacional urbano principalmente 

na Região Metropolitana de Macapá impulsionou condições insalubres para a vida humana, 

que reflete na porcentagem de apenas 14,8% da população com acesso a rede de esgoto 

ou fossa séptica, 52,8% a rede geral de água e 89,2% com coleta de lixo. Os serviços de 

infraestrutura, abastecimento de água, esgotamento sanitário, limpeza urbana, drenagem 

urbana, manejos de resíduos sólidos e de águas pluviais englobam o entendimento de 

Saneamento básico, e na sua ausência, a população se torna vulnerável a doenças 

infectocontagiosas, elevando os principalmente a incidência dos casos de diarreia 

(ESTADO DO AMAPÁ, 2020). 

O Estado do Amapá está localizado no extremo Norte do Brasil nos limites com a 

Guiana Francesa ao norte, o Oceano Atlântico ao leste, o Pará ao sul e oeste e o Suriname 

a noroeste. A sua população é estimada de 861.773 habitantes em 2020, a capital Macapá, 

concentra 503.327, habitantes mais da metade da população estadual (IBGE, 2020). Suas 

peculiaridades se dá principalmente pela natureza exuberante e preservada, e por suas 

populações tradicionais. Comumente, o crescimento econômico depende de estratégias 
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que visem a manutenção do meio ambiente, que representa 70% do território protegido por 

reservas biológicas e extrativistas, parques nacionais e terras indígenas que impedem o 

avanço do desmatamento e outras formas de degradação (TOSTES; SOUZA; FERREIRA, 

2016) 

Segundo dados do SINAN - Sistema de Informação e Agravos de Notificação, no 

ano de 2018 foram notificados 185.066 casos de Doença Diarreia Aguda no Estado e a 

incidência na população variou de 39,4 a 52,6/1.000 habitantes. Observa-se que os maiores 

números de casos de diarreia se concentra nas cidades de Macapá e Santana, onde habita 

a maior parte da população amapaense (ESTADO DO AMAPÁ, 2020). Nestas cidades o 

aglomerado urbano se desenvolveu rápido e sem um planejamento urbano, implicando em 

invasões em áreas de ressacas, nas margens dos rios e nos arredores de rodovias, sem 

nenhum tipo de acesso a serviços essenciais (TOSTES; FEIJÃO; MOURA, 2017). 

A realidade do estado do Amapá não é diferente da realidade de outros estados da 

Região Amazônica, onde a ocorrência de diarreia nas comunidades ribeirinhas é sempre 

associada a incidência de enteroparasitas, isto devido as condições que implicam no baixo 

nível socioeconômico, a precariedade das habitações, escassez de água tratada e, de 

diferentes fatores que contribuem para disseminação de agentes infecciosos, como hábitos 

de higiene pessoal, os cuidados no preparo e a forma de consumo de alimentos, e com o 

uso e manipulação da água nos domicílios. Desse modo, o acesso aos serviços básicos de 

saneamento e atendimento de saúde com qualidade continua sendo um desafio constante 

da população ribeirinha (SILVA et al., 2014). 

Há uma escassez de estudos que tenha como objetivo analisar a ocorrência da 

diarreia no Amapá, principalmente na investigação de vírus entéricos. A ausência de 

políticas públicas voltadas para o saneamento básico e de uma gestão hídrica de qualidade. 

Em muitos casos a diarreia aguda permanece com etiologia desconhecida, podendo ter 

influência direta com vírus ainda desconhecidos. Desta forma, as comunidades ribeirinhas 

localizadas no Município de Santana são propicias para uma investigação de agentes 

infecciosos que podem ocasionar surtos de diarreia aguda. 
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1.3 ETIOLOGIA VIRAL 

Van Regenmortel (2007) conceitua os vírus como um arranjo molecular, formado por 

proteínas e ácidos nucleicos, eventualmente com um envelope lipídico, cuja a função desta 

estrutura é levar a informação genética a salvo para dentro da próxima célula a ser 

infectada. Os vírus são pequenos, menores que bactérias, eles não podem ser cultivados 

em meio artificial, pois são estruturas dependentes de metabolismo celular ativo para a 

amplificação de seu material genético e progênie, por este motivo fora da célula animal ou 

vegetal o vírus é incapaz de realizar replicação. Contém somente um tipo de ácido nucleico, 

DNA ou RNA como código genético. Os vírus são mantidos na natureza somente se 

puderem serem transmitidos de um hospedeiro para o outro, da mesma espécie ou não, 

esta transmissão pode ocorrer de forma horizontal ou vertical. Segue abaixo as formas de 

transmissão dos vírus. 

Quadro 2: Formas de transmissão dos vírus. 

 
TRANSMISSÃO HORIZONTAL 

(Indivíduo da mesma espécie ou não). 
 

 
 

Contato 

Pode ocorrer diretamente de um indivíduo infectado para um hospedeiro 
suscetível. 

Contato sexual. 

Saliva. 

Diretamente com a pele infectada. 

Indiretamente por meio de objetos ou perdigotos (aerossóis de secreções 
respiratórias ou saliva). 

Veiculo Agua ou alimentos contaminados. 

 
Vetores 

Animais vertebrados. 

Animais invertebrados, classificados como vetores biológicos (o vírus é 
replicado no vetor) ou vetores mecânicos (o vetor apenas carreia o vírus) 

 
TRANSMISSÃO VERTICAL 

 

 
Transmissão do vírus da mãe para o embrião/ feto. Pode ocorrer durante a gestação ou durante o 
nascimento. 

Fonte: adaptado de Santos (2013). 

 Neste âmbito, destacam-se as patogêneses das infecções virais, especificamente 

aquelas de ocorrência diarreica. Estudos anteriores defendem que a maioria dos casos de 

gastroenterite são causados por vírus, especificamente a quatro agentes virais causadores 

de gastroenterite aguda: norovírus, rotavírus, adenovírus entérico e astrovírus (MARTÍNEZ 

AZCONA et al., 2017).  

Conforme o Guia de Vigilância em Saúde, Brasil (2019) apresenta-se os principais 

vírus envolvidos nas doenças diarreicas agudas: 
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 Quadro 3: Principais vírus envolvidos nas doenças diarreicas agudas. 

Agente etiológico Grupo etário dos 
casos 

Modo de transmissão e principais 
fontes 

Reservatório 

Astrovírus Crianças e idosos Fecal oral, alimento, água Provavelmente 
humanos 

Calicivírus Todos Fecal oral, alimento, nosocomial Provavelmente 
humanos 

Adenovírus entérico Crianças Fecal oral, nosocomial Provavelmente 
humanos 

Norwalk Todos Fecal oral, alimento, água, pessoa a 
pessoa 

Provavelmente 
humanos 

Rotavírus grupo A Crianças Fecal oral, nosocomial, alimento, 
água, pessoa a pessoa 

Humanos 

Rotavírus grupo B Todos Fecal oral, água, pessoa a pessoa Humanos 

Rotavírus grupo C Todos Fecal oral, Humanos 

Fonte: Guia de Vigilância em Saúde, Brasil (2019). 

As manifestações clinicas dos principais vírus envolvidos nas doenças diarreicas 

agudas tendem a discernir a compreensão da doença diante de um quadro inflamatório de 

mínima intensidade, mas suficiente para o aparecimento de diarreia. Com o mesmo intuito, 

o Guia de Vigilância em Saúde, Brasil (2019) apresenta mais um quadro elencando as 

principais manifestações clínicas, período de incubação e duração da doença: 

Quadro 4: As manifestações clinicas dos principais vírus envolvidos nas doenças diarreicas agudas. 

Agente etiológico Manifestações clinicas Período de 
incubação 

Duração de 
doença DIARREIA FEBRE VÔMITO 

Astrovírus Aquosa Eventual Eventual 1 a 14 dias 1 a 14 dias 

Calicivírus Aquosa Eventual Comum em 
crianças 

1 a 3 dias 1 a 3 dias 

Adenovírus entérico Aquosa Comum Comum 7 a 8 dias 8 a 12 dias 

Norwalk Aquosa Rara Comum 18h a 2 dias 12h a 2 dias 

Rotavírus grupo A Aquosa Comum Comum 1 a 3 dias 5 a 7 dias 

Rotavírus grupo B Aquosa Rara Variável 2 a 3 dias 3 a 7 dias 

Rotavírus grupo C Aquosa Ignorado Ignorado 1 a 2 dias 3 a 7 dias 

Fonte: Guia de Vigilância em Saúde, Brasil (2017). 

Estima-se que na ocorrência de diarreia aguda no mundo, cerca de 30 a 40% são 

causados por vírus, predominantemente por rotavírus, norovírus, adenovírus e astrovírus. 

A seguir na figura 1, temos a representação gráfica dos diferentes agentes que causam a 

diarreia.  
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Figura 1: Agentes etiológicos da diarreia em países desenvolvidos e em desenvolvimento.  
 

 
Fonte: Santos (2015) 
 

Na figura 1, o rotavírus é o principal agente etiológico de diarreia grave levando à 

hospitalização, em comparação com outros patógenos, tanto em países desenvolvidos, 

como em países em desenvolvimento. A incidência de vírus desconhecidos também chama 

a atenção, e alerta para a importância de estudos que busquem identificar e conhecer, para 

a vigilância destes vírus. 

1.3.1 Astrovírus  

É um vírus RNA de fita simples, sem envelope, de 28–41 nm de diâmetro. O genoma 

RNA tem tamanho entre 6,4 e 7,7 kb, dependendo do subtipo e espécie, e contém 

uma proteína VPg ligada covalentemente no final de 5’’ o que provavelmente contribui para 

a infectividade do vírus. Pertencentes à família Astroviridae dividida em dois gêneros: 

Mamastrovirus e Avastrovirus (FINKBEINER et al., 2009b; OLORTEGUI et al., 2018; VU et 

al., 2016). 

Os astrovírus são classificados em oito tipos de antígenos com base em técnicas de 

imunofluorescência com anticorpos policlonais e monoclonais contra vírus isolados em 

cultura.  Estima-se que sejam responsáveis por 2% a 9% da diarreia infantil não bacteriana 

aguda, com novas cepas ligadas às consequências do sistema nervoso central (incluindo 

meningite e encefalite) em crianças. A doença ocorre principalmente em crianças pequenas 

e adultos imunocomprometidos, e embora os sintomas em adultos sejam raros, a 

soroprevalência para cepas comuns é alta (FINKBEINER et al., 2009a; OLORTEGUI et al., 

2018). 
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Figura 2: Representação esquemática do astrovírus humano. 

 

Fonte: Toh et al (2016) 

1.3.2 Calicivirus 

Estes vírus são membros da família Caliciviridae e possuem dois gêneros 

descritos. Os norovírus (anteriormente denominados "vírus parecidos com Norwalk") e 

os sapovírus (anteriormente denominados "vírus semelhantes a Sapporo"). Os noro- e 

sapovírus humanos são classificados em 5-6 genogrupos (I-VI), cada grupo contendo 1-19 

genótipos diferentes. Norovírus de diferentes genótipos co-circulam, mas os norovírus 

genótipo II-4 predominam em todo o mundo. A recombinação genética entre as cepas de 

norovírus e sapovírus não é infrequente (DESSELBERGER, 2017). 

São compostos de uma única proteína estrutural do capsideo com simetria 

icosaédrica. Esta proteína, composta por 180 moléculas, dobra-se em 90 dímeros, que 

formam uma concha contínua com protuberâncias em forma de arco. Uma característica 

fundamental é a existência de 32 depressões em forma de taça, situadas nos eixos do 

icosaedro, cuja designação latina, cálice, o nome do vírus (VINJÉ et al., 2019). 
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Figura 3: Estrutura dos Calicivirus. 

 

Fonte: Chen et al (2006) 

1.3.3 Adenovírus entérico  

Pertencem à família Adenoviridae e, dentro do gênero, a maioria dos adenovírus 

entéricos pertencente ao subgênero F. Eles são vírus DNA sem envelope, diâmetro de 70 

nm e simetria icosaédrica. O capsídeo proteico é composto de 252 capsômeros - 

240 hexones e 12 pentones - e estruturas chamadas fibras que se projetam para o 

exterior. Os hexones contêm as proteínas II, VI, VIII e IX, que participam da estabilidade e 

montagem da partícula viral. As proteínas pentones (III e IIIa) têm a função de penetração 

celular, e as fibras são hemaglutininas e são responsáveis por ligar o vírus aos 

receptores. Existem pelo menos oito proteínas que compõem o núcleo; estas mantêm a 

integridade do genoma e participam da atividade enzimática. O genoma consiste em uma 

molécula linear de DNA de fita dupla que representa 15% da massa viral 

(DESSELBERGER, 2017; FERREIRA et al., 2014; QIU et al., 2018). 
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Figura 4: Estrutura esquemática de uma partícula de adenovírus entérico. 

 

Fonte: Santos (2019) 

1.3.4 Norwalk 

Os vírus pertencentes ao gênero Norovirus são responsáveis pela maioria de todas 

as epidemias de gastroenterites não bacterianas e uma das principais causas de diarreia 

global. A infecção pelo vírus Norwalk induz uma resposta específica de anticorpos 

IgG, IgA e IgM, mesmo que tenha ocorrido exposição prévia (MANUEL; MOORE; JAYKUS, 

2018). 

As partículas virais do vírus Norwalk (VLPs) se ligam menos aos antígenos do grupo 

histoquímico B do que aos antígenos do grupo histoquímico A ou H, e as pessoas em quem 

os antígenos do grupo B são expressos têm menor probabilidade de ficar doentes se 

infectado com o vírus Norwalk. Da mesma forma, pessoas com anticorpos séricos que 

bloqueiam a ligação do vírus Norwalk ao antígeno do grupo histoquímico H tipo 1 são menos 

propensas a ficar doentes se infectadas com o vírus Norwalk (LAMOUNIER et al., 2015; 

RAMANI et al., 2015).  
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Figura 5: morfologia de norovírus. A) visualização em microscópio eletrônico. B) estrutura morfológica 
desenvolvida em programas computacionais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: adaptado de Devant; Hofhaus e Hansman (2019) 

1.3.5 Rotavírus 

Os rotavírus são membros da família Reoviridae, e são caracterizados por sua 

estrutura icosaédrica não envelopada e diâmetro de 70 nm. Quando observados sob 

um microscópio eletrônico, eles têm uma forma de 'roda'. O capsídeo consiste em uma 

camada dupla de proteína; o capsídeo externo é composto pelas proteínas estruturais VP7 

e VP4 e o capsídeo interno, principalmente de VP6. O material genético envolto pelo 

capsideo é encontrado dentro do capsídeo interno e envolve o genoma do rotavírus, 

composto de 11 segmentos de RNA de fita dupla. Dada a natureza segmentada 

do genoma do RNA, co-infecção de células com duas cepas diferentes de rotavírus pode 

resultar em vírus recombinante, com segmentos de RNA de cada um dos progenitores 

(DESSELBERGER, 2017; GONZALEZ-OCHOA et al., 2017; KANAI et al., 2019; LESTARI 

et al., 2020). 

Os rotavírus são classificados em grupos, subgrupos e sorotipos de acordo com 

as propriedades antigênicas das proteínas do capsídeo. A proteína VP6 é o determinante 

da reatividade do grupo, com sete grupos atualmente existentes, rotulados AG, e dois 

subgrupos, I e II. Grupos A, B e C são aqueles que produzem infecção em humanos. A 

classificação em sorotipos é baseada nas diferenças antigênicas nas proteínas do capsídeo 

externo, VP7 e VP4. A primeira, uma glicoproteína, determina a especificidade do tipo G e 

A) 

B) 
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a segunda, a especificidade do tipo P, devido à sua sensibilidade à protease. Atualmente, 

existem 15 tipos de G, sendo os G1, G2, G3 e G4 os predominantes em todo o mundo 

(ARNOLD, 2016; JUSTINO et al., 2019; LUCHS; TIMENETSKY, 2016). 

Figura 6: A partícula do rotavírus. A) Micrografia eletrônica de partículas de rotavírus. B) Esquema em corte 
transversal da partícula de rotavírus.  

 

Fonte: Crawford (2017) 

  É bastante comum associar os casos de diarreia ao rotavirus, no entanto as 

rotaviroses passaram a ser prevenidas por meio da vacinação, e é possível que outros 

agentes virais possam estar causando diarreias, partindo do pressuposto que a etiologia de 

muitas doenças humanas é desconhecida, destas em mais de 50% dos casos a etiologia é 

ignorada. Os avanços na identificação e caracterização dos vírus chegaram com os 

sequenciadores de nova geração, facilitando as pesquisas e promovendo descobertas 

significativas através da metagenômica viral (LUCHS; TIMENETSKY, 2016).  

 A metagenômica é uma realidade na detecção de vírus relacionados a ocorrência da 

diarreia, principalmente na detecção de vírus emergentes, o que possibilita a caracterização 

desses novos agentes, e a investigação da sua participação nos casos de diarreia em seres 

humanos, entre eles, destaque para os seguintes vírus: Bocavírus humano (WATANABE 

et al., 2018), Picornavírus associados a infecções entéricas(DAI et al., 2010), Vírus Aichi 

(SDIRI-LOULIZI et al., 2009), salivírus (SHAN et al., 2010), e cosavírus humano (HOLTZ et 

al., 2008). 
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1.4 ESTUDOS EM METAGENÔMICA VIRAL 

 A Metagenômica está revolucionando o campo da descoberta de vírus, destacando 

- se a abordagem do transcrito completo que fornece uma rica fonte de dados que pode ser 

usada para caracterizar a estrutura viral, proporcionando novas perspectivas sobre a 

diversidade viral e evolução (LUCHS et al., 2018). A Metagenômica pode detectar todos os 

patógenos conhecidos, especialmente vírus RNA conhecidos em tipos inesperados de 

amostras, fornecendo a resolução de um único nucleotídeo para definir estirpe parentesco 

por surto epidemiológico e, quando disponíveis, a resistência antiviral (GRENINGER, 2018). 

Metagenômica viral é um termo utilizado para a avaliação genômica de todos os 

vírus existentes em amostras ambientais ou biológicas, onde se pontualiza a presença de 

diversidade viral, e na identificação do genoma de prováveis vírus patológicos, onde várias 

vezes técnicas usuais não conseguem detectá-los, ou seja, o termo “metagenômica” se 

refere a análise do conjunto dos genomas microbiano de uma amostra ambiental, na sua 

estrutura sequencial e de suas funções (CASTRIGNANO; NAGASSE-SUGAHARA, 2015; 

HANDELSMAN, 2004). 

A abordagem da metagenômica viral contribui ativamente na descoberta de novos 

vírus, através de inúmeras sequencias genômicas, que rigorosamente catalogadas nas 

bases públicas de dados fomentam os resultados de outras pesquisas, e devido as 

características possibilitam a detecção de todos os genomas virais independente de 

antissoros, e de conhecimento prévio do genoma viral (CASTRIGNANO; NAGASSE-

SUGAHARA, 2015; DÁVILA-RAMOS et al., 2019; DELWART, 2013).  

Diversos estudos que utilizaram a metagenômica, obtiveram sucesso na detecção 

de vírus entéricos e novos vírus. Entre estes, estudos realizados na China (DAI et al., 2010; 

SHAN et al., 2010), na Venezuela (GONZÁLEZ; LIPRANDI; LUDERT, 2011), no Chile 

(PHAN et al., 2012), e no Brasil (CILLI et al., 2019; LUCHS et al., 2018; RIBEIRO et al., 

2018; WATANABE et al., 2018) propuseram discernir os surtos de diarreia, partindo das 

diversas analises convencionais que não detectaram agentes virais, o que possibilitou a 

aplicação do sequenciamento a partir das tecnologias de Nova Geração, primordial para a 

detecção de vírus conhecidos e novos vírus, resultando em uma investigação minuciosa a 

partir dos dados demográficos, para entender a epidemiologia destes agentes infecciosos. 

O método metagenômico exige um rígido protocolo que inicia na coleta do material 

do meio ambiente, seguido do processamento da amostra, isolamento do DNA ou RNA por 

técnica de lise, a amplificação de DNA ou RNA, a construção da biblioteca, o 

sequenciamento e as análises realizadas por bioinformática (BIBBY, 2013). Este se inicia 

com a obtenção e o processamento de amostras ambientais, realizado por filtrações, 
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seguidos por centrifugações (WOOLEY; GODZIK; FRIEDBERG, 2010). Os filtros de 0,45 

e/ou 0,22 µm são utilizados com a finalidade de eliminar a contaminação por células 

hospedeiras e por outros microrganismos. As partículas virais são menores que os 

organismos eucarióticos (FANCELLO; RAOULT; DESNUES, 2012).  

O DNA é fragmentado em pedaços menores, as sequencias geradas se sobrepõem 

em muitas regiões, sendo possível montar esses fragmentos e obter se a sequência original 

ao final do processo. Outros métodos de sequenciamento são utilizados, sendo o mais 

popular e eficiente, sujeito a automatização é o da terminação de cadeia (Sequenciamento 

de Sanger), capaz de gerar sequências, de tamanhos entre 800 e 1000 pares de bases. 

Devido ao alto custo financeiro, se desenvolveram tecnologias de baixo valor aquisitivo, 

porém, de alto rendimento, que paralelizam o processo de sequenciamento e geram 

milhões de sequências de uma vez (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). 

O sequenciador MiSeq da empresa Illumina é uma das principais escolhas dos 

centros de sequenciamento, possui a capacidade de gerar até 15 Gb de informação ou 25 

milhões de leituras de até 600 pb por corrida (ILLUMINA, 2021). A plataforma Illumina é 

baseada na montagem de uma biblioteca de DNA, por fragmentação aleatória de amostras 

de DNA. Posteriormente a adição de adaptadores universais nos fragmentos, estes, são 

espalhados em uma lamina (conhecida como “flow cell”) com 8 linhas/ pistas (conhecida 

como “ lane”) imobilizadas em vidro. Após a amplificação por ponte é gerado um grande 

número de moldes idênticos sobre a superfície de vidro (conhecido como formação de 

“clusters”). Em cada ciclo, um único nucleotídeo marcado por fluorescência é incorporado 

a cada cadeia complementar. Após a incorporação, o marcador fluorescente é detectado e 

é gerada uma imagem, e os ciclos seguintes ocorrem da mesma forma (LEDERGERBER; 

DESSIMOZ, 2011). 

Os milhões de reads gerados pelo Sequenciamento de Alto Desempenho devem ser 

processadas em softwares adequados. Os pipelines computacionais utilizados para análise 

de metagenomas normalmente começam com a remoção dos adaptadores e filtragem de 

sequencias de baixa qualidade. Geralmente, as bases com qualidade ≥ 20 são 

consideradas de alta qualidade, desta forma, as bases com qualidade menor devem ser 

removidas ou processadas de modo a eliminar a região com baixa qualidade, pois as 

mesmas podem levar a resultados enviesados (CHEN et al., 2014; PENG et al., 2015; 

SANGWAN et al., 2012). 
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1. 5 BIOINFORMÁTICA 

A bioinformática é uma ciência multidisciplinar embasada por técnicas 

computacionais e matemáticas relacionadas ao conhecimento químico, físico e biológico, 

em constante movimento que consiste em um dinâmica na criação de novos programas 

afim de gerir dados de NGS. Sendo assim, a bioinformática incube na análise dos dados 

gerados a partir da liberação dos resultados pelo sequenciamento, e fornece informações 

para uma compreensão conclusiva sobre a população viral AYYILDIZ; PIAZZA, 2019; 

FANCELLO; RAOULT; DESNUES, 2012; STRASSER, 2010). 

O sequenciamento processa sequencias curtas, denominadas “reads”, e a 

montagem previa de sequências mais longas, são formadas a partir da sobreposição do 

reads, denominadas “contigs”, desta forma são alinhadas com genomas ou genes de 

referência, depositados nos bancos de dados como, o GenBank do site NCBI (National 

Center for Biotechnology Information) (BIBBY, 2013). 

Com o método de metagenômica aplicada nas análises de amostras de fezes 

humana é possível a detecção e classificação de vírus entéricos conhecidos, co-infecções 

virais e novos vírus presentes nas fezes durante episódios de diarreia aguda. Neste sentido, 

este trabalho buscou através da abordagem metagenômica investigar a seguinte 

problemática: “Existe a relação de outros vírus ainda não identificados ou reemergentes, 

serem os agentes causadores da ocorrência de diarreia em comunidades ribeirinhas do 

município de Santana - AP?”.  

Com este intuito, o objetivo deste estudo foi detectar sequências de vírus emergentes 

e reemergente em amostras de fezes de indivíduos com morbidade em diarreia nas 

comunidades de ribeirinhas do município de Santana – AP, por meio da técnica de 

metagenômica, visando contribuir diretamente com os estudos de investigação dos agentes 

etiológicos que protagonizam surtos de diarreia.
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 2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 Detectar sequências de vírus entéricos em amostras fecais de pacientes residentes 

de comunidades ribeirinhas do município de Santana, Amapá, Amazônia Oriental. 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 Caracterizar o perfil socioeconômico, demográfico, cultural e ambiental das áreas 

onde residem os pacientes em estudo; 

 Detectar sequências de vírus presente nas amostras fecais dos pacientes, através 

do sequenciamento genômico; 

 Analisar no banco de dados genômicos GenBank as sequências virais obtidas no 

sequenciamento; 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 PACIENTES E ASPECTOS ÉTICOS 

Foram estudadas 53 amostras de fezes de pacientes, entre crianças, adolescentes, 

adultos e idosos que buscavam atendimento nas Unidades Basicas de Saúde (UBS) do 

Distrito de Anauerapucu e do Bairro Elesbão, e de pacientes residentes na região do Rio 

Matapí. O presente estudo teve caráter transversal e prospectivo. 

A coleta foi realizada entre os meses de julho e setembro de 2019, no município de 

Santana que está situado ao sul do estado do Amapá, há 17 km da capital Macapá, é o 

segundo município mais populoso do estado, com uma população estimada de 

123.096 habitantes (IBGE, 2020). Segundo a classificação de Köppen e Geiger na região 

é predominante o clima Tropical chuvoso com a temperatura média de 27.1 °C (VILHENA, 

2017).  

O estudo foi iniciado somente após a aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade Federal de Amapá parecer n°: 3.442.352 no dia 10 de julho de 

2019 e aprovado também no Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São 

Paulo, N° Parecer: 3.689.032 no dia 06 de novembro de 2019 (ANEXO 1). As amostras 

foram coletadas após o aceite do participante do estudo e posterior assinatura do Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 2). Todas as amostras e dados 

obtidos foram identificados por iniciais dos nomes ou números, garantindo assim a 

confidencialidade dos participantes. 

3.2 COLETA DO MATERIAL FECAL E DADOS DEMOGRÁFICOS 

A coleta do material fecal foi realizada em um recipiente coletor universal para fezes 

sem conservante doado pela Universidade Federal do Amapá (UNIFAP), sendo que a 

coleta de material fecal das crianças foi feita pelo cuidador ou responsável. Foi transferido 

com auxílio da pazinha as fezes com um tamanho parecido com uma azeitona 

pequena para o recipiente de coleta. Após isso, o material foi colocado em geladeira até o 

momento do transporte do recipiente coletor para o Laboratório de Artrópodes da UNIFAP. 

As fezes ficaram no máximo por 24 horas na geladeira até serem aliquotadas. Após isso, 

foram transferidas para tubos cônicos de 2 mL e armazenadas em freezer -20ºC até o 

transporte para o Laboratório de Retrovirologia da Universidade Federal de São Paulo - 

UNIFESP. 
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Juntamente com cada amostra de fezes, foi preenchido um formulário para obtenção 

dos dados de cada paciente com informações socioeconômica, demográfica e cultural, bem 

como uma análise das condições ambientais do local de moradia de cada voluntário 

(ANEXO 4).  

3.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS 

Inicialmente, 2g de fezes foram homogeneizadas com 1 mL de PBS e 50uL de beads 

de sílica e esferas de vidro, seguido de centrifugação e filtragem de 500uL do sobrenadante, 

o produto da filtragem passou por tratamento com nucleases. Posteriormente, ocorreu a 

geração do DNA complementar (cDNA) e síntese de fita complementar, possibilitando a 

preparação das bibliotecas. 

Após homogeneizadas, as amostras foram centrifugadas a 5.000 × g por 5 minutos, 

e aproximadamente 200μL do sobrenadante foram filtrados em filtro de 0,45 μm (Merck 

Millipore, Billerica, MA, EUA) para remover partículas de tamanho de células eucarióticas, 

bacterianas e outros debris.  

O sedimento rico em partículas virais foi tratado com uma combinação de enzimas 

nuclease: TURBO Dnase e Mix de Enzima para Cocktail de RNase (Thermo Fischer 

Scientific, CA, EUA); DNase Baseline-ZERO (Epicenter, WI, EUA); Benzonase (Darmstadt, 

Alemanha); e RNase RQ1 Solução livre de DNase e RNase A (Promega, WI, EUA). A fim 

de digerir ácidos nucleicos desprotegidos e deixar somente as partículas virais intactas. A 

mistura foi incubada a 37 ° C durante 1 hora e 20 minutos para digestão enzimática. 

3.4 EXTRAÇÃO DO DNA/ RNA 

Os ácidos nucleicos virais foram purificados, da mistura digerida mencionada acima, 

utilizando o QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Valência), conforme protocolo do 

fabricante. A síntese da fita de DNA complementar (cDNA) foi realizada com a enzima 

Transcriptase Reversa AMV (Promega, WI, EUA). Foi sintetizada uma segunda fita para a 

cadeia de cDNA, utilizando DNA Polymerase I Large (Klenow) Fragmento (Promega, WI, 

EUA).  

3.5 PREPARAÇÃO DAS BIBLIOTECAS 

Posteriormente, o Kit Nextera XT (Illumina, CA, USA) foi utilizado para construção 

das bibliotecas de DNA. Resumidamente, cada amostra foi quantificada pelo Qiubit 

(Thermo Fisher Scientific) e diluídas para concentração de 0,5 nM/uL. Para tagmentação 

(fragmentação dos ácidos nucleicos por uma enzima transposase e adição de sequências 

adaptadoras em uma etapa – adição de tags) foi preparada uma placa e adicionado 5 µL 

do Buffer Tagmentation DNA (TDB), 2,5 µL dos ácidos nucleicos extraídos, purificados e 

diluídos, 2,5 µl do Amplicon Tagment Mix (ATM). Nesta etapa ocorre a adição das 
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sequências adaptadoras necessárias para as etapas posteriores como o sequenciamento 

(Figura 7). 

Figura 7: Esquema mostrando a etapa de tagmentação do kit Nextera XT. 

 

Fonte: adaptada do Nextera XT DNA Library Prep Kit Reference Guide (Illumina, Inc). Em azul o primer do 
sequenciamento (read 1) e em verde o primer do sequenciamento (read 2). 
 

A placa foi selada, centrifugada a 280 RCF por 1 minuto e colocada em um 

termobloco a 55° C por 5 minutos. Para neutralizar a reação foi adicionado 2,5 µL do 

Neutralize Tagment (NT) e a placa foi selada, passou por um spin de 7 segundos e incubada 

por 5 minutos em temperatura ambiente.  

Para adicionar os index foi adicionado, em uma nova placa identificada como NPM, 

7,5 µL do Nextera PCR MIX (NPM), 2,5 µL do índex 2 (i5) que possui tampa branca, em 

cada linha da placa (A-H) e 2,5µL do índex 1 (i7) que possui tampa laranja, em cada coluna 

da placa (1-12) (Figura 8).  
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Figura 8: Representação da preparação da placa para distribuição dos indexes. 

 

Fonte:  Nextera XT DNA Library Prep Kit Reference Guide (Illumina, Inc). 

O conteúdo dessa placa foi adicionado na placa anterior e esta foi selada, 

centrifugada e colocada no termociclador na seguinte ciclagem: 72° C por 3 minutos, 95° C 

por 30 segundos seguido por 15 ciclos de denaturação a 95° C por 10 segundos, 

anelamento a 55° C por 30 segundos e extensão a 72° C por 30 segundos, seguida por 

uma extensão final de 5 minutos. Nesta etapa ocorre a adição dos index e sequencias 

adaptadoras ao DNA que foi tagmentado e pela PCR ocorre o enriquecimento Figuras 9 e 

10).  
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Figura 9: Adição dos index e sequências adaptadoras ao DNA. 

 

Fonte: Nextera XT DNA Library Prep Kit Reference Guide (Illumina, Inc). 

 

Figura 10: organização dos index e sequências adaptadoras. 

 

Fonte: Nextera XT DNA Library Prep Kit Reference Guide (Illumina, Inc). 

Para a purificação da PCR, 25 µL foram transferidos para uma nova placa, sendo 

adicionado 45 µL da AMPure XP beads homogeneizado; a placa foi incubada em 

temperatura ambiente por 5 minutos, seguida pela sua colocação em uma rack magnética 

por 2 minutos. O volume do Ampure XP define a concentração utilizada e se relaciona com 

o fragmento a ser purificado, assim ao utilizar 45 uL correspondeu a 0,9X do Ampure XP e 

selecionou fragmentos entre 300 e 500 bases para uma reação de sequenciamento de 2 x 

de 300 ciclos com o Kit V3 600 ciclos. 

Para lavar as beads foram adicionados 200 µL de etanol 80% recém-preparado, a 

placa foi incubada por 30 segundos na rack magnética e o sobrenadante descartado, foi 

feita a repetição da lavagem com etanol. 
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Após a segunda lavagem a placa foi deixada em temperatura ambiente por 15 

minutos para a total evaporação do etanol.  Após a placa estar seca, ela foi retirada da rack 

magnética e foram adicionados 25 µL do Ressuspention Buffer, a placa foi incubada em 

temperatura ambiente por 2 minutos, seguida pela sua adição na rack magnética por 2 

minutos ou até que o sobrenadante ficasse límpido. O sobrenadante foi então transferido 

para uma nova placa. 

Para que as quantificações das bibliotecas fiquem equivalentes foi realizada a 

normalização, onde foram transferidos 20 µL do material purificado para uma nova placa, 

foi adicionado 22,5 µL da solução LNA1/LNB1, a placa foi selada e colocada em um 

aparelho do tipo vórtex por 1800 RPM por 30 minutos. Após esta etapa a placa foi colocada 

na rack magnética por 2 minutos, e o sobrenadante foi desprezado.  

As beads foram lavadas usando 22,5 µL do LNW, após isto a placa foi selada 

novamente e colocada no aparelho do tipo vórtex por mais 5 minutos. Após isto, a placa foi 

colocada na rack magnética por 2 minutos, sendo descartado o sobrenadante. Essa etapa 

de lavagem foi repetida. 

Após a última lavagem, a placa foi retirada da rack magnética e foram adicionados 

30 µL de uma solução de NaOH 0,1N. Para isso, preparamos uma solução de NaOH a 1N, 

no dia deste procedimento e diluimos para 0,1N.  A placa foi selada e colocada no aparelho 

do tipo vórtex por mais 5 minutos. Após a eluição, a placa foi colocada novamente na rack 

magnética por 2 minutos e foi transferido o sobrenadante para uma nova placa identificada 

como SGP. 

Cada biblioteca foi quantificada (normalizada) utilizando o kit KAPA Library 

quantification. Para as reações dos padrões foram pipetados 6µL do master mix do kit  e 4 

µL do padrão do kit KAPA diluído (1:1000, 1:2000 e 1:8000). Para as reações das amostras 

foi adicionado 6uL do máster mix e 4uL das respectivas amostras. A placa foi selada e 

centrifugada antes de ser colocada no 7500 Real Time PCR (Thermo Fisher). 

Para a preparação do Pooled Amplicon Library (PAL) foi feito um pool das bibliotecas 

normalizadas (com as concentrações equimolares com volume de 5uL cada), que foram 

quantificadas utilizando o kit KAPA Library quantification. 

A concentração do PAL para as bibliotecas ficou em 660 pM. A partir daí realizamos 

diluições para ajustar para uma concentração 12 pM (definição da concentração de forma 

arbitrária para o sequenciamento). 

A concentração do PAL para as bibliotecas ficou em 809,08 pM. A partir daí 

realizamos diluições para ajustar para uma concentração 8pM (concentração de forma 

arbitrária para o sequenciamento). 
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Após a diluição do PAL retiramos 6µL e adicionamos o PhiX numa concentração final 

de 1%. Após isso, desnaturar o PAL com NaOH a 0,2 N a 96ºC por 5 minutos e choque 

com gelo por 2 minutos e sequenciar no MiSeq Sequencer (Illumina, CA, EUA). 

3.6 ANÁLISES DOS DADOS  

Os reads/fragmentos sequenciados de 300 pares de bases (pb) em pair-end 

(sequencia senso a antisenso, com total de 600pb na plataforma Miseq foram trimados 

(retiradas as sequencias dos adaptadores, barcodingse as de baixa qualidade). O 

sequenciamento apresentou um Phred quality score >30 (Q30), ou seja, uma base incorreta 

em 1000 vezes que ela é lida e virtualmente o erro tendeu a zero. O Phred quality score é 

a medida de qualidade das bases sequenciadas em tempo real durante a corrida.  

Os arquivos FastQ gerados foram enviados para o Laboratório do Dr. Eric Delwart 

da Universidade da Califórnia (UCSF/Instituto Vitalant) para serem analisadas por meio de 

um pipeline publicado por Deng Xutao et al, 2014. Neste pipeline os milhares a bilhares de 

sequências curtas geradas (short reads) foram montadas por meio do de novo assembly, 

sendo os reads mapeados contra o genoma humano (Hg39) e posteriormente excluídos; 

sequências de baixa qualidade (Phred<10) foram excluídas; foram utilizados alguns 

assemblers (softwares que fazem montagens de novo) usando o algoritmo do Gráfico de 

Bruijn e o assemblers tradicionais olconsensus (OLC) algorithms descritos no trabalho de 

Xutao e cols referido acima.  

Após dois meses, recebemos as análises contendo todas as sequencias virais 

identificadas nas amostras com alta qualidade de alinhamento às sequências no BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool). Os singlets e contigs foram enviados para o BLASTx 

para estudo de similaridade de proteínas de todas as sequencias virais no RefSeq vírus do 

Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/viruses/).  
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  4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 CARACTERIZAÇÃO SOCIOECONÔMICO, DEMOGRAFICO, AMBIENTAL E 

CULTURAL DOS PACIENTES 

Foram aplicados 53 questionários no ato da coleta da amostra fecal dos pacientes 

provenientes de quatro comunidades ribeirinhas (Figura 11) da Amazônia. 

Figura 11: Distribuição dos números de questionários aplicados por localidade. 

 
Fonte: elaborado pelo autor. 

 Os questionários tinham como objetivo coletar informações quanto a gênero, idade, 

localização e tipo de moradia, números de residentes no domicílio, nível de escolaridade 

dos responsáveis, renda familiar, grupo étnico (cor), tratamento e consumo da água, hábitos 

de higienização das mãos antes da refeição e após o uso do banheiro, o destino das fezes 

e do lixo doméstico, e as manifestações clínicas que levam a busca por atendimento nas 

Unidades Básica de Saúde (UBS). Neste sentido, o questionário foi elaborado considerando 

expressões de fácil entendimento para população ribeirinha, em relação aos seus 

costumes, nas expressões utilizadas, nas designações das enfermidades, e nos sintomas 

clínicos (GAMA et al., 2018). 
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Tabela 2: Perfil socioeconômico, demográfico, ambiental e cultural por localidade. 

  LOCALIDADES TOTAL % 

A B C D 

 

GÊNERO 

Feminino 5 9 4 17 35 (66%) 

Masculino 5 7 4 2 18 (34%) 

       

 

FAIXA ETÁRIA 

0 – 12 anos 5 12 4 6 29 (51% ) 

13 – 18 anos 2 1 0 2 5 (9%) 

19 – 59 anos 3 3 3 10 19 (36%) 

60 – 80 anos 0 0 1 1 2 (4%) 

       

LOCALIZAÇÃO DA MORADIA Margem do rio: 10 0 1 11 22 (42%) 

Terra firme: 0 16 7 8 31 (58%) 

       

TIPO DE MORADIA Alvenaria:  0 8 0 3 11 (21%) 

Madeira: 10 6 8 15 39 (74%) 

Mista: 0 2 0 1 3 (6%) 

       

 RESIDENTES NO DOMICÍLIO 1-5 Pessoas: 7 10 2 9 28 (53%) 

6-10 Pessoas: 3 6 6 10 25 (47%) 

       

ESCOLARIDADE DOS RESPONSÁVEIS Sem escolaridade: 0 0 3 2 5 (9%) 

Ensino fundamental:  0 5 4 14 23 (43%) 

Ensino médio:  10 11 1 3 25 (47%) 

       

RENDA FAMILIAR Até 1 salario: 0 16 8 19 43 (81%) 

1 a 2 salários: 10 0 0 0 10 (19%) 

       

 

GRUPO ÉTNICO (COR) 

Pardo:  10 8 8 16 42 (79%) 

Preta:  0 1 0 0 1 (2%) 

Branca: 0 7 0 3 10 (19%) 

       

 

TRATAMENTO DA ÁGUA 

Hipoclorito e coada: 10 6 8 19 43 (81%) 

Encanada: 0 10 0 0 10 (19%) 

Fervida ou Filtrada: 0 0 0 0 0 (0%) 

       

 

ÁGUA PARA CONSUMO 

Rio: 10 0 0 11 21 (40%) 

Poço:  0 5 0 8 13 (25%) 

Encanada:  0 11 0 0 11 (21%) 

Encanada / rio:  0 0 8 0 8 (15%) 

       

LAVAGEM DAS MÃOS ANTES DA REFEIÇÃO Sim 6 5 4 16 31 (58%) 

Não 0 5 2 0 7 (13%) 

As vezes 4 6 2 3 15 (28%) 

       

LAVAGEM DAS MÃOS APÓS USAR O 

BANHEIRO 

Sim 10 8 4 18 40 (75%) 

Não 0 3 2 0 5 (9%) 

As vezes 0 5 2 1 8 (15%) 

       

DESTINO DAS FEZES Fossa séptica:  0 16 7 11 34 (64%) 

Fossa séptica/ rio: 10 0 1 8 19 (36%) 

Vala 0 0 0 0 0 (0%) 

       

DESTINO DO LIXO Coleta:  0 16 8 13 37 (70%) 

Queimado/ 

enterrado 

10 0 0 6 16 (30%) 

       

MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS Diarreia: 2 5 4 3 14 (26%) 

Náuseas: 3 0 0 1 4 (8%) 

Dores de barriga:  0 10 4 15 29 (55%) 

Dores abdominais:  5 1 0 0 6 (11%) 

Legenda: A= Matapi; B= Delta do Matapi; C= Elesbão e D= Anauerapucu 
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As comunidades ribeirinhas da Amazônia exercem em seus costumes e tradições 

uma relação harmoniosa com o meio ambiente, uma realidade cultural e ambiental 

totalmente diferente de outras regiões do Brasil, as moradias, a relação com os rios, 

alimentação, as crenças e misticismo. O rio é um referencial que determina o ritmo de vida 

destas populações, seja na produção e provisão de alimentos, no fluxo de pessoas, e 

informações com o meio urbano (DOMINGOS; GONÇALVES, 2019; GUIMARÃES et al., 

2020; REIS et al., 2012). 

Em comum acordo com as exigências éticas, participaram deste estudo 53 

pacientes, 66% eram do gênero feminino e 34% do gênero masculino. É justificável que a 

maioria dos entrevistados serem do gênero feminino, além de serem a maioria da 

população brasileira, no âmbito familiar, as mulheres são as mais cuidadosas com a saúde 

dos filhos e dos demais familiares, passando a exercer a função de guardiã do bem estar 

de todos, principalmente das crianças na busca de atendimento médico, na vacinação, nos 

exames de rotina, e no cumprimento rígido do tratamento com remédios (GUTIERREZ; 

MINAYO, 2009). 

O estudo não se limitou em apenas uma faixa etária, desta forma, realizou-se 

abordagens de todos aqueles que buscaram atendimento de saúde no período dos meses 

de julho a setembro de 2019. A maioria das abordagens e coletas foram de crianças de 0 

a 12 anos representando 51% dos pacientes. O maior número de crianças assistidas nas 

Unidades Básica de Saúde (UBS) com sintomas gastrointestinais é explicada pelo fato da 

diarreia ser predominante na infância, principalmente nos cinco primeiros anos de vida, 

apesar da queda na mortalidade infantil ocasionada por diarreia, a doença continua sendo 

um desafio de saúde pública em países em desenvolvimento (MARA et al., 2010). 

A maioria dos pacientes residem em moradias localizadas em terra firme o que 

corresponde a 58%, e 42% residem em moradias localizadas a margem de rios, em 

destaque para os dez pacientes da localidade do rio Matapi, que residem a margem de rio. 

Quanto ao tipo de moradia, 39% residem em moradias de madeiras. 

O espaço que abrange as residências dos pacientes é formada principalmente por 

várzea, e, portanto a maior parte da população encontra-se dispostas sobre a área 

inundável diariamente. Possuem características comuns de áreas periféricas, pois as 

condições habitacionais são extremamente carentes de infraestrutura e com o mínimo de 

serviços públicos (TAKAMATSU, 2013). Nestas comunidades, a ocupação é 

predominantemente em palafitas, havendo poucas edificações de alvenaria em áreas 

aterradas. A ocupação urbana desorganizada cresce e com ela a supressão vegetal e a 
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geração de resíduos poluentes que afetam o curso hídrico (SATHLER; MONTE-MÓR; 

CARVALHO, 2009). 

O nível de escolaridade da maioria dos pacientes e de seus responsáveis é de 47% 

com o Ensino médio concluido. Refletindo nos avanços dos últimos anos, onde a educação 

no Estado do Amapá disparou quantitativamente, ocorrendo investimentos na formação de 

professores, criação de novas escolas e transporte escolar fluvial, apesar do baixo nível de 

analfabetismo do país de 6,8%, no Amapá ainda é um desafio a sua erradicação, 

principalmente na população negra (GAMA et al., 2018; IBGE, 2018; SÁ; FERREIRA, 

2020).  

A renda familiar circula em torno extrativismo e em todas comunidades estudadas 

os benefícios do governo federal e estadual (bolsa família, renda para viver melhor, bolsa 

verde e entre outros) é a principal fonte de renda, fato que contribui para a baixa renda da 

maioria das famílias (GOMES; SILVA; MEDEIROS, 2015) . No Elesbão a pesca do camarão 

é a principal atividade, seguida de perto pelo comércio e pela carpintaria naval (MACHADO 

et al., 2010). No geral, predomina nas comunidades ribeirinhas a renda familiar mensal per 

capita baixa, de aproximadamente 30% do salário mínimo (GAMA et al., 2018). 

O difícil acesso a água potável nestas localidades, torna um fator predominante para 

o nível de contaminação por agentes infecciosos, 40% dos pacientes relataram consumir 

água diretamente dos rios, 25% consomem água de poços amazonas, 21% consomem 

água encanada, e 15% consomem água encanada e na ausência recorrem as águas dos 

rios. Quanto ao tratamento das águas dos rios e dos poços amazonas 81% realizam o 

tratamento da água coada e em seguida colocam hipoclorito, 19% usam água encanada 

tratada pela Companhia de água e esgoto do Amapá (CAESA). O uso das águas dos rios 

nas atividades domésticas e higiene pessoal representam um risco à saúde da população 

devido à presença de diferentes patógenos que são veiculados pela água contaminada 

(SILVA et al., 2014). 

Perguntou- se sobre os hábitos de lavar as mãos antes das refeições, 58% 

responderam lavar as mãos com frequência, 28% responderam lavar as mãos as vezes 

antes das refeições; e 13% não possuem o habito. Quanto a lavagem das mãos após o uso 

do banheiro 75% afirmaram lavar sim as mãos todas as vezes que utilizam o banheiro, 15% 

não lavam sempre as mãos ao saírem do banheiro, e 9% não lavam as mãos. As ausência 

de práticas de higienização costuma estar associada a proliferação de agentes infecciosos, 

ocasionando uma maior incidência de diarreia infantil (ELLWANGER et al., 2021). 

Quanto ao destino das fezes 64% dos pacientes relataram possuir fossa séptica em 

seus domicílios, e 36% relataram possuir fossa séptica, porém, sofre influência direta da 
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maré dos rios. Quanto ao destino do lixo doméstico 70% afirmaram possuir equipes de 

coletas de lixo regularmente, e 30% queimam e enterram o lixo doméstico. A real situação 

de saneamento básico relacionado ao destino dos dejetos humanos, torna-se uma 

preocupação e um fator determinante para o agravamento de doenças infecto contagiante 

em comunidades ribeirinhas da Amazônia, geralmente os dejetos são lançados diretamente 

aos rios, através de fossas e valas inadequadas, onde sofrem influência direta da maré dos 

rios (SILVA et al., 2014).  

Sendo assim, a disposição de dejetos humanos em áreas peridomiciliares e 

próximas às nascentes, o consumo de água sem tratamento, o grau de contaminação das 

águas por coliformes, contribuem diretamente para a disseminação de agentes patogênicos 

(RIOS et al., 2007). 

Em ralação aos resíduos sólidos, os pacientes residentes a margem dos rios foram 

os que mais relataram dificuldades com o destino correto dos resíduos sólidos. Na ausência 

de coleta de lixo, os moradores improvisam meios de descarte, como na maioria das vezes 

queimam, enterram, ou simplesmente acumulam em uma área distante, nos rios ou nos 

igarapés (RIOS et al., 2007). Essas comunidades apresentam condições de saneamento 

básico extremamente precárias, tendo em vista que as eliminações fisiológicas e demais 

dejetos domésticos são depositados a céu aberto ou sobre o rio (MACHADO et al., 2010).  

A ausência de saneamento ambiental representa 19% das causas de doenças 

humanas no mundo (PRADO; MIAGOSTOVICH, 2014). Portanto, o saneamento ambiental 

é, um dos fatores mais eficazes e robustos para o controle e prevenção de doenças 

infecciosas, minimizando inúmeros problemas de saúde pública e trazendo resultados 

econômicos significativos para a sociedade (MARA et al., 2010). 

Esses dados visam compreender a relação das condições socioeconômicas, 

demográficas, ambiental e cultural com as infecções virais detectadas em cada amostra, 

desta forma, é possível compreender os fatores que implicam na ocorrência de diarreia 

nessas localidades ribeirinhas (DELWART, 2013; LIU et al., 2019). Sendo assim, é 

fundamental compara-los epidemiologicamente, especialmente os fatores para a idade, 

proveniência geográfica e, exposição geral a vírus.(LI; DELWART, 2011).  
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4.2 DIVERSIDADE VIRAL 

Foram sequenciadas 50 amostras fecais por meio do Sequenciamento de Segunda 

geração (NGS) utilizando a técnica de metagenômica viral. Apenas três amostras (amostras 

n°24, n°43 e n°50) não foram viáveis para o estudo. Um total de 227.502 leituras de 

sequências de famílias virais (reads) foram identificadas, após o pipeline com alta qualidade 

de alinhamento com as sequências depositadas no BLAST. Os singlets e contigs gerados 

no sequenciamento foram analisados submetidos ao BLASTx para verificação da 

similaridade da proteína de sequência traduzida com todas as proteínas virais no RefSeq 

vírus do Genbank. 

196.044 hits (melhores alinhamentos obtidos após a aplicação do pipeline ao 

dataset, ou conjunto de dados gerados no sequenciamento) foram selecionados após 

serem desconsideradas alinhamentos abaixo de 40 leituras de acordo com o estudo de 

Siqueira et al. (2018). Desta forma, é apresentado na figura 12 o número de sequências 

divididas por comunidades. 

Figura 12: número de leituras de sequências divididas entre as quatro comunidades em estudo.  

 
Fonte: elaborado pelo autor. 

  Foram sequenciadas 10 amostras dos pacientes residentes a margem do rio Matapi, 

apresentando 37.399 similaridades com sequências do banco de dados Genbank. Assim, 

como 15 amostras sequenciadas do Delta do Matapi resultaram em 40.053 sequências, 7 
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amostras do Elesbão com 22.533 sequências, e as 18 amostras do Anauerapucu com 

96.059 sequências.  

 A diversidade viral encontrada nas 50 amostras é composta em sua maioria por 

bacteriófagos (85,30%), vírus entéricos (6,70%), vírus de ameba (3,10%), environmental 

samples (1,40%), vírus de animais (1,00%), outros vírus patogênicos em humano (1,00%), 

unclassified viruses (0,70%), vírus de algas (0,40%), unclassified DNA viruses (0,30%) e 

vírus de plantas (0,10%). A figura 13 ilustra melhor essa divisão dos vírus quanto ao seu 

hospedeiro.  

Figura 13: A porcentagem de sequências de todas as 50 bibliotecas categorizadas quanto ao seu hospedeiro. 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 Ao todo foram identificadas 20 famílias virais, destas, apenas nove famílias são 

conhecidas por infectar vertebrados, o maior número de leituras pertence as famílias 

Astroviridae (5.013), Picornaviridae (4.556), Caliciviridae (3.492), Togaviridae (1.961), 

Circoviridae (1.441), e em menor número de leituras as famílias Poxviridae (324), 

Polyomaviridae (124), Flaviviridae (80), e Anelloviridae (40). A Tabela 3 apresenta as 

leituras das 20 famílias de vírus, nas quatro localidades. 
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Tabela 3: As famílias virais e o número de sequências divididas por ocorrência nas quatro localidades. 

  

Famílias 

Localidades 

A B C D 

1.  Anelloviridae 40 0 0 0 

2.  Astroviridae 0 0 0 5.013 

3.  Caliciviridae 0 0 0 3.492 

4.  Circoviridae 0 1.441 0 0 

5.  Flaviviridae 0 0 0 80 

6.  Herelleviridae 0 0 0 358 

7.  Inoviridae 678 554 0 820 

8.  Marseilleviridae 0 64 0 1.071 

9.  Microviridae 34.445 25.279 14.890 54.488 

10.  Mimiviridae 107 136 51 4.283 

11.  Myoviridae 320 218 0 11.205 

12.  Phycodnaviridae 43 0 0 752 

13.  Picornaviridae 0 4.148 408 0 

14.  Pithoviridae 0 0 0 318 

15.  Podoviridae 0 6.823 280 1.039 

16.  Polyomaviridae 0 0 0 124 

17.  Poxviridae 282 0 0 42 

18.  Siphoviridae 1.122 577 4.747 9.399 

19.  Togaviridae 0 136 1.825 0 

20.  Tombusviridae 0 0 118 0 

21.  environmental_samples 286 511 214 1.734 

22.  unclassified_DNA_viruses 0 0 0 622 

23.  unclassified_viruses 76 166 0 1.219 

Legenda: A= Matapi; B= Delta do Matapi; C= Elesbão e D= Anauerapucu.  

 Os maiores números de sequências foram registrados para vírus que infectam 

bactérias, conhecidos como bacteriófagos ou simplesmente fagos, com as seguintes 

famílias:   Microviridae (129.102), Siphoviridae (15.845), Myoviridae (11.743), Podoviridae 

(8.142), Inoviridae (2.052) e em menor número de sequências a família Herelleviridae (358). 

As famílias virais detectadas estão ilustradas na figura 14, distribuídas em cada localidade. 
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Figura 14: Representação gráfica das 20 famílias detectadas por similaridade no Genbank, percentual divido 
nas quatro comunidades. 

 

Legenda: Na figura podemos observar em X as diferentes localidades avaliadas e em Y o número de 

sequencias/reads das diferentes famílias virais identificadas após a análise do pipeline. 
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 A abordagem metagenômica revolucionou e continua ampliando o campo de 

compreensão da diversidade viral que compõe o viroma do intestino humano, permitindo a 

vigilância sob futuras epidemias, a detecção de vírus emergentes e de novos vírus. A 

contínua exposição viral, implica na troca de vírus entre espécies hospedeiras, proporciona 

o surgimento de vírus emergentes a partir da exposição zoonótico de patógenos, implicando 

em uma constante vigilância de surtos. É notório, a importância da caracterização de vírus 

que replicam-se na flora intestinal, a sua transmissão e mutações, para a melhor 

compreensão da epidemiologia da ocorrência da diarreia (DELWART, 2013). 

 Em estudos anteriores, a aplicação da técnica metagenômica apresentou um 

potencial de definir o desconhecido e vasto viroma do intestino humano, permitindo 

investigações sobre diversos agentes virais, diretamente relacionados com episódios da 

diarreia aguda humana. 

 Com este intuito, Finkbeiner et al (2008) analisaram o viroma de 12 amostras fecais 

de crianças que anteriormente foram submetidas a exames convencionais como : 

Imunoensaios Enzimáticos de Rotina (EIA), ensaios de cultura para rotavírus, adenovírus 

e patógenos bacterianos, parasitas por microscopia e teste de antígenos. Desta forma, ao 

aplicar quantidades mínimas de fezes, purificação mínima da amostra, e sequenciamento 

limitado, denominado pelo autor como 'sequenciamento de micro-massa', obteve-se 

resultados para vírus entéricos conhecidos, co - infecções virais e novos vírus, contrariando 

os resultados negativos das análises convencionais. Foram detectados patógenos 

entéricos comuns, rotavírus, calicivírus, adenovírus e astrovírus, e novas sequencias de 

picobirnavírus, picornavírus, anellovírus e norovírus. Permitindo compreender a atuação 

dos vírus entéricos, e de traçar medidas terapêuticas e de prevenção. 

 Com os mesmos objetivos, Siqueira et al (2018) aplicaram a técnica de 

metagenômica em  amostras de fezes coletadas de 80 crianças divididas em quatro locais 

da Venezuela, um grupo da zona urbana e os outros três grupos em aldeias. O 

sequenciamento genômico e as análises por similaridades no banco de dados, foram 

detectados sequências de 23 famílias virais conhecidos por infectar vertebrados, como as 

famílias Picornaviridae, Caliciviridae, Circoviridae, Anelloviridae, Astroviridae 

e Reoviridae. Dentre essas, foram detectados nas fezes de todos os quatro locais 

amostrados, famílias de vírus humanos entéricos e outros vírus eucarióticos de origem 

desconhecida.  

 Em outro estudo realizado na Venezuela em 2003, em um número de 480 amostras 

de fezes coletadas de crianças menores de 5 anos de idade com gastroenterite foram 

detectadas em maior frequência 21% o rotavírus, 13% norovírus, 5% adenovírus, 2,5% 
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sapovírus e 1,5% astrovírus a partir do sequenciamento na plataforma ABI Prism 377 

(Aplicado Biosystems, Carlsbad, CA). O estudo alertou para vigilância do rotavirus  e 

principalmente de outros vírus que estão diretamente relacionados a diarreia, e que atinge 

os mais vulneráveis na sociedade (GONZÁLEZ; LIPRANDI; LUDERT, 2011). 

 Neste sentido, os estudos integram resultados semelhantes que dialogam com este 

estudo, embasam a importância do viroma para a compreensão dos vírus entéricos, e 

buscam compreender os fatores externos que contribuem para infecções gastrointestinais, 

possibilitando a integração de novos conhecimentos relacionados a diversidade de vírus e 

sua caracterização funcional (DÁVILA-RAMOS et al., 2019; SIQUEIRA et al., 2018). É 

fundamental que sejam realizadas investigações sistemáticas para a descoberta da 

diversidade que compõem o intestino humano (HOLTZ et al., 2008).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      

4.3 DETECÇÃO DE VÍRUS ENTÉRICOS 

 As sequências de vírus entéricos foram detectadas em três amostras de distintas 

localidades, o que corresponde a 6,70 % das sequências detectadas. As três amostras 

foram coletadas de crianças do sexo feminino, ente a faixa etária de 6 a 18 meses, que 

apresentavam um quadro grave de diarreia aguda. As condições socioeconômica das três 

crianças se assemelham, e todos os responsáveis buscaram atendimento médico com a 

gravidade do quadro clinico que se encontravam as crianças.  

A seguir, na tabela 4 é apresentada as localidades da coleta das amostras, 

taxonomia dos vírus considerados entéricos, e o número de sequências detectadas. 

Tabela 4: Amostras e localidades, onde foram detectadas diferentes espécies de vírus entéricos e o número 
de sequências. 

Localidades Família Gênero Espécie Sequências 

Delta do Matapi 
 Amostra n° 13 

 
Picornaviridae 

 
Salivirus 

Human_salivirus 1167 

Salivirus_A 1219 

Salivirus_FHB 908 

Salivirus_sewage_Bangkok 616 

Salivirus_sp. 238 

 

Elesbão 
Amostra n° 21 

 
Picornaviridae 

 
Salivirus 

Human_salivirus 89 

Salivirus_A 150 

Salivirus_FHB 115 

Salivirus_sewage_Bangkok 54 

 

Anauerapucu 
Amostra n° 51 

Astroviridae 
 

Mamastrovirus Mamastrovirus_1 4426 

Human_astrovirus 587 

Caliciviridae Sapovirus Sapporo_virus 3492 
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4.3.1 Astroviridae 

As sequências da família Astroviridae foram detectadas na amostra n° 51, de uma 

criança do gênero feminino, de 18 meses que apresentava uma infeção gastrointestinal. 

Foram detectadas 5.013 sequências da família Astroviridae, das espécies Mamastrovirus1, 

conhecidos por infectar humanos. 

Astrovírus humanos (HAstV) são pequenos vírus de RNA de fita simples de sentido 

positivo sem envelope. Por apresentar uma variedade de hospedeiros, foram divididos em 

dois gêneros principais; Avastrovirus e Mamastrovirus, classificados de acordo com 

capacidade de infectar espécies de aves e mamíferos. Mamastrovírus inclui HAstVs que 

são classificados na ordem de descoberta, oito sorotipos, representando a principal causa 

de diarreia em crianças, principalmente aquelas menores de dois anos, idosos e pessoas 

imunocomprometidas (JEONG; JEONG; CHEON, 2012; JOHNSON et al., 2017; PÉROT; 

LECUIT; ELOIT, 2017). 

Segundo o Comitê internacional para a Taxonomia de Vírus (ICTV), atualmente, as 

espécies de mamastrovírus são baseadas nos hospedeiros dos quais foram isoladas, o que 

não corresponde aos avanços tecnológicos da biologia molecular. Desta forma, a 

classificação das espécies de mamastrovírus está sendo reformulada de acordo com a 

análise filogenética (ICTV, 2011; KAPOOR et al., 2009).  

A detecção de HAstV na amostra nº 51, confirma o estado clinico que o paciente se 

encontrava com mais de dois dias de diarreia aquosa, dor de cabeça, febre e dores 

abdominais. Estudos semelhantes apontam para incidência da infecção por astrovirus em 

até 10% dos casos de diarreia não bacteriana (FINKBEINER; KIRKWOOD; WANG, 2008). 

A detecção de novos HAstV divergentes continuam surgindo a partir dos avanços 

das técnicas de biologia molecular.  Foram Identificados em fezes humanas, variantes das 

duas espécies conhecidas de HAstV e, três novas espécies baseado em critérios de 

distância genética (KAPOOR et al., 2009). Em 2008, após um surto de doença 

gastrointestinal em uma creche na Virgínia, amostras de seis pacientes passaram por uma 

extensa investigação, além das várias sequências com identidade limitada para astrovírus 

conhecidos, foi identificado através da análise filogenética, um novo astrovirus divergente 

dos descritos anteriormente denominado astrovírus VA1 (FINKBEINER et al., 2009). 

No estado de Roraima, em um estudo realizado em 2016 e 2017, relatou a primeira 

ocorrência de astrovírus humano MLB2 no Brasil, detectado em Cento e setenta amostras 

fecais de crianças menores de 5 anos com diarreia, internadas em um hospital da cidade 

Boa Vista (OLIVARES et al., 2020). Em um outro estudo, foram identificados dois 
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novos astrovírus MLB3 e VA4, em amostras de fezes de crianças coletadas na Índia e no 

Nepal (JIANG et al., 2013). 

A infecção por HAstV é associada ao consumo de água diretamente de rios, e da 

sua utilização nos afazeres domésticos, principalmente na preparação e manipulação de 

alimentos. A transmissão ocorre preferencialmente pela via fecal-oral, podendo ter uma 

relação direta com as condições sócio ambientais que vive o paciente, nas práticas 

incorretas da higienização dos alimentos e no consumo de água, apesar dos convencionais 

métodos de tratamento de águas residuais,  não é garantida a eliminação de patógenos 

virais (BOSCH; PINTÓ; GUIX, 2014). 

4.3.2 Caliciviridae 

 Concomitantemente, na amostra nº 51 foi detectada sequências da família 

Caliciviridae. 3.492 leituras da espécie Sapporo vírus, membro do gênero Sapovirus. A 

contaminação por sapovirus está associado a surtos de gastroenterite aguda transmitidos 

por alimentos e água em todo o mundo (KUMTHIP; KHAMRIN; MANEEKARN, 2018).  

A família Caliciviridae é composta por um grupo geneticamente diverso de vírus de 

RNA de fita simples, medem de 27 a 40 nm, e não possuem envelope. A taxonomia dos 

calicivirus inclui sete gêneros que infectam mamíferos: 

Lagovirus, Norovirus, Nebovirus, Recovirus, Sapovirus, Valovirus e Vesivirus. Os gêneros 

Bavovirus e Nacovirus infectam aves, e os gêneros Minovirus e Salovirus que infectam 

peixes. O género Norovirus e Sapovirus estão diretamente relacionados a infecções que 

causam gastroenterite aguda em seres humanos (DESSELBERGER, 2017; TATUSOV et 

al., 2021; VINJÉ et al., 2019). 

Sapovírus (HSaVs) são classificados em cinco genogrupos e pelo menos 17 

genótipos, GI, GII e GIV, sendo o genogrupo GI o mais prevalente. São responsáveis pela 

ocorrência da diarreia aguda em humanos de todas as idades com casos pontuais, de 

gravidade leve, porém podendo levar a hospitalizações de crianças, imunocomprometidos, 

ou idosos, é uma das causas constantes de surtos, tornando –se um grave problema de 

saúde pública em todo o mundo (OKA et al., 2015; TORNER et al., 2016). 

Na Região Norte do Brasil, foram analisadas oito amostras fecais de pacientes que 

apresentavam diarreia aguda, vômito e febre. Foi divulgado os resultados quanto a 

montagem de sequências genômicas completas de seis cepas Sapovírus humanos 

(HSaVs) GI.2 e duas GI.3 após a aplicação minuciosa do protocolo de metagenômica viral, 

análises de bioinformática e filogenéticas (CILLI et al., 2019). No Centro Oeste do Brasil, 

amostras fecais 56 crianças entre 6 e 55 meses de idade que frequentavam uma creche 



 

Resultados e discussão 40 

foram submetidas ao Sequenciamento genômico e análise filogenética, resultando em 25 

amostras (4,6%) positivas para sapovirus (OLIVEIRA et al., 2014). 

Com o objetivo de aumentar o número de genomas de sapovírus completos, foram 

analisados amostras fecais positivos de sapovírus obtidos de surtos ou casos esporádicos 

de diarreia aguda coletados entre 2010 e 2016, após serem submetidas ao sequenciamento 

dos genomas, obteve-se 68 cepas completas de quatro países diferentes, incluindo 

genótipos raros, possibilitando o entendimento da epidemiologia molecular dos sapovirus 

(DIEZ-VALCARCE et al., 2018). 

4.3.3 Picornaviridae 

 Em duas localidades distintas foram detectadas 4.556 sequências com similaridades 

com as espécies pertencentes ao gênero salivirus, da família Picornaviridae. A amostra n° 

13 é de uma paciente criança de seis meses de idade que apresentava um grave quadro 

de diarreia aguda, foram detectadas 4.148 de leituras para o gênero Salivirus. Na amostra 

de n° 21 é de uma paciente de nove meses de idade, que passou por hospitalização para 

o tratamento de uma grave diarreia aguda, sendo detectadas 408 sequências de salivirus.  

 A família Picornaviridae é considerado um amplo e diversificado grupo que 

ocasionam em humanos doenças agudas e registros de infecção em outros mamíferos, 

pássaros, répteis, anfíbios e peixes (NIX et al., 2013). São pequenos vírus sem envelope 

com genomas de RNA de 6,7 a 10,1 kb. Segundo o relatório ICTV, a família Picornaviridae 

é constituída por 147 espécies distribuídas em 63 gêneros, estando em constante 

modificação com a classificação de novos vírus. Na maioria dos picornavírus a 

contaminação ocorre pelas vias fecal-oral ou respiratória (KUHN et al., 2020; LEWIS-

ROGERS; CRANDALL, 2010; ZELL et al., 2017). 

 Entre os gêneros infecciosos para humanos, os estudos apontam o Enterovírus, 

Hepatovírus, Parecovírus, Kobuvírus, Cosavirus e Cardiovírus. Ao gênero Salivirus, os 

estudos associam a sua incidência a diarreia aguda (PEI et al., 2016). Até o momento, o 

gênero possui duas espécies membros: Salivírus A1 (SaV-A1) e Salivírus A2 (SaV-A2) 

(ICTV, 2020). 

Sendo assim, as espécies de Salivírus foram detectadas em amostras fecais 

diarreica nos Estados Unidos, Austrália, Nigéria, China, Hong Kong, Coreia do Sul e 

Alemanha. Baseados em estudos de epidemiologia molecular e sorológica foram atribuídos 

aos salivirus a incidência de gastroenterite aguda (YU et al., 2015).  

Na Guatemala, foi detectada um salivirus divergente em uma amostra fecal de uma 

criança com infecção gastrointestinal que testou positiva para norovirus. Sendo assim, 
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aplicou- se o protocolo de metagenômica viral, possibilitando a montagem do genoma de 

salivírus quase completo a partir de 34.983 leituras (NG et al., 2016). Em outro estudo 

realizado Rio de Janeiro foram submetidas a sequenciamento genético amostras de fezes 

coletadas de 1998 a 2007 e de 2010 a 2012, resultando 10 de 598 amostras estudadas, 

representando um percentual de 1,7% de amostras positivas para salivirus, sem nenhuma 

outra ocorrência de vírus entéricos,  atribuiu o quadro clinico destes pacientes a incidência 

de Salivirus (SANTOS et al., 2015). 

Foram detectadas sequências divergentes de salivírus, também conhecido como 

klassevírus, em nove amostras fecais de crianças com diarreia que foram hospitalizadas 

durante os anos de 2008 e 2009 em Xangai, na China. O isolado do novo salivirus mostrou 

95% de identidade com registros da Nigéria, indicando a disseminação do vírus associado 

a diarreia aguda pelo globo terrestre (SHAN et al., 2010). Em 2013, relatou - se em 

Shenzhen, na China, o primeiro caso de salivírus humano em amostras respiratórias de 

uma criança, resultados obtidos apontam similaridades com a cepa Salivirus A de Xangai 

(PEI et al., 2016). 

Portanto, este estudo marca o primeiro registro de ocorrência do salivirus em 

amostras fecais de diarreia na Amazônia Ocidental, passando a integrar uma gama de 

pesquisas que visam monitorar a incidência e a epidemiologia de vírus emergentes em 

diferentes pontos do planeta (WOOLHOUSE et al., 2012). 

4.4 DETECÇÃO DE OUTROS VÍRUS 

4.4.1 vírus patogênicos em Humanos 

 Dentre outras famílias de vírus detectadas utilizando a abordagem metagenômica, 

detectou - se membros das famílias Flaviviridae, Togaviridae e Polyomaviridae. 

A amostra nº 37 pertencente a uma mulher adulta de 26 anos, moradora da 

localidade D, detectou-se 80 sequências da família Flaviviridae. Trata-se da espécie 

Hepacivirus C ou hepatite C (HCV), diferente da hepatite A e E, não há relatos de 

transmissão pelas vias oral e fecal. O vírus da HCV é transmitido entre humanos por 

exposição parenteral a sangue e objetos contaminados, como por exemplo seringas. A sua 

maior prevalência é no plasma humano. (DELWART, 2013; EASTERBROOK et al., 2017; 

LI; DELWART, 2011).  

Em duas amostras de fezes de crianças de distintas localidades (B e C) foram 

detectadas o vírus Chikungunya. A amostra nº 41 apresentou 136 sequências enquanto a 

amostra n° 27 foram detectadas 1.825 sequências. Entre vários sintomas que atingem os 
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pacientes diagnosticados com Chikungunya; febre e dores nas articulações, erupção 

cutânea, vômito e alteração da bioquímica hepática, a diarreia não é um sintoma comum. 

Em um estudo realizado na cidade de Dhaka, capital de Bangladesh dos sete casos 

confirmados de chikungunya, três pacientes apresentaram sintomas gastrointestinais 

(RAHIM; UDDIN, 2017). Em condições inflamatórias os vírus tendem a serem eliminados 

nas fezes em sintomas de diarreia (ZHANG et al., 2005). 

Na família Polyomaviridae foi detectado 124 leituras da espécie Poliomavírus 

humano 1, em uma criança de três anos residente na localidade D. A eliminação de 

poliomavírus nas fezes foram detectadas em um estudo que objetivava confirmar a 

presença do vírus em crianças menores de 13 meses. Das 39 amostras de pacientes, 25 

foram positivas para poliomavirus (VANCHIERE et al., 2016). O vírus também foi detectado 

na amostra fecal de uma criança na Venezuela (SIQUEIRA et al., 2018). Na infância, a 

infecção é considerada leve, ao contrário dos pacientes imunossuprimidos, a doença 

continua sendo uma preocupação (PINTO; DOBSON, 2014).  

4.4.2 Vírus de animais 

As famílias Circoviridae e Anelloviridae são predominantemente vírus de animais, 

que possuem genomas circulares de cadeia simples de DNA. O  ICTV ratificou em 2016 o 

9° relatório, reclassificando o gênero Gyrovirus da familia  Circoviridae para Anelloviridae , 

por apresentar vírus de uma linhagem separada de replicons de ssDNA com base em 

características genômicas e estruturais (ROSARIO et al., 2017). 

Este estudo identificou na amostra nº 9 de uma criança de 12 anos, do sexo 

masculino, residente a margem do rio (localidade A) 40 sequências com similaridades com 

o vírus da anemia da galinha, espécie de ocorrência mundial, pertencente ao gênero 

Gyrovirus, família Anelloviridae.  

Na Tunísia, 180 amostras de fezes de diarreia dividas em dez pools foram 

sequenciadas na plataforma Illumina MiSeq, o que resultou na montagem de genomas de 

duas outras espécies de girovírus  de identidade de aminoácidos de 46-59% com aquelas 

dos girovírus anteriormente caracterizados, foram denominados GyV5 e GyV6 (PHAN et 

al., 2013). No Peru, também foram detectadas sequências do vírus da anemia de galinha, 

após a análise de 300 amostras de fezes com diarreia (ALTAN et al., 2017). A origem destes 

vírus nas fezes humanas é de provável fonte alimentar (PHAN et al., 2015). 

Da familia Circoviridae foram detectadas 1.441 sequências de três membros que 

ainda não foram classificados em um gênero. A coleta da amostra ocorreu na localidade B, 

e também é de uma criança de 11 anos do sexo masculino. A família Circoviridae abrange 
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dois gêneros, os Circovirus identificados apenas em vertebrados e os Cyclovirus, 

identificados em vertebrados e invertebrados. O percentual de 80% de identidade da 

sequência de nucleotídeos em todo o genoma determina as espécies para vírus da 

família Circoviridae. A sua incidência em fezes humanas é relacionada com a ingestão de 

alimentos, cuja a origem seja animal (BREITBART et al., 2017; LI et al., 2010). 

Dois membros da família Poxviridae foram identificados em duas amostras (2 e 52) 

de distintas localidades (localidades A e D). As 282 sequências identificadas na amostra 

n°2, trata-se da espécie Orf vírus, pertencente ao gênero Parapoxvirus. Na amostra n°52, 

foi identificado 42 sequências relacionada a espécie Anomala cúprea entomopoxvirus, 

membro do gênero Alphaentomopoxvirus.    

 A família Poxviridae são grandes vírus de DNA de fita dupla em formato ovoide e 

realizam a replicação no citoplasma. A mesma família reuni outras doenças como: varíola, 

vacínia, varíola bovina e molusco contagioso. A espécie Orf vírus é o causador de infecção 

zoonótica de ovelhas e cabras.  Em humanos, a infecção está relacionada ao contato direto 

com animais infectados ou fômites, manifestando em lesões cutâneas, a transmissão de 

humano para humano costuma ser rara (BERGQVIST; KURBAN; ABBAS, 2017; 

RAJKOMAR et al., 2016). O gênero Alphaentomopoxvirus inclui poxvírus de Coleoptera, 

como a espécie Anomala cúprea entomopoxvirus  (MITSUHASHI; MIYAMOTO; WADA, 

2014). 

4.4.3 Vírus de Plantas e Algas 

Os membros da família Tombusviridae conhecidas por infectarem plantas 

monocotiledôneas ou dicotiledôneas (SCHEETS et al., 2015) foram detectadas 118 

sequências em uma amostra de paciente da localidade C. Anteriormente, foi detectado uma 

diversidade de vírus de plantas em amostras de fezes humanas, sendo atribuídas a 

ingestão de alimentos, não havendo evidências de replicação viral no trato gastrointestinal 

(ZHANG et al., 2005). Estas famílias podem ter sido identificadas por estarem nos alimentos 

na água ingeridos. 

Membros da família Phycodnaviridae (1.643 sequências) foram detectados em 

amostras das localidades A e D, seus hospedeiros são algas de água doce ou algas 

marinhas em todo o mundo (DUNIGAN; FITZGERALD; VAN ETTEN, 2006; VAN ETTEN; 

DUNIGAN, 2012). Estudos futuros tendem a determinar quais desses vírus são capazes de 

se replicar no intestino humano (VICTORIA et al., 2009). 
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4.4.4 Vírus que infectam Protozoários (Ameba) 

Os avanços com as técnicas de metagenômica viral proporcionou recentemente a 

identificação de vírus gigantes que infectam a ameba, isolados de diversos ambientes 

(pequenas porções de águas, rios, lagos, esgoto, sistema de refrigeração, sangue, plasma, 

secreções e fezes humana) em todo o mundo. Quanto a taxonomia, muitos membros ainda 

não foram devidamente categorizados, porém são filogeneticamente relacionados nas 

famílias Mimiviridae, Marseilleviridae, Pithoviridae (vírus de DNA sem classificação), gênero 

Pandoravirus (vírus de DNA sem classificação), novas descobertas visam compreender a 

biologia do grupo (ABERGEL; LEGENDRE; CLAVERIE, 2015; DORNAS et al., 2016; 

HALARY et al., 2016). 

A família Marseilleviridae foram detectadas 1.899 sequências em amostras de 

pacientes das localidades B (amostras 39 e 42) e D (amostras 33, 37 e 52). Da família 

Mimiviridae foram detectadas 8.625 sequências em amostras de pacientes todas as 

localidades A (amostra 3), B (amostras 39 e 42), C (amostra 28) e D (amostras 36, 37, 46 

e 52). A família Pithoviridae foram detectadas 645 sequências em amostras de pacientes 

da localidade D (amostras 33, 40 e 52).  

Sequências de Mimivirus e Marseillevirus foram detectadas em fezes de um jovem 

no Senegal, confirmando a presença de vírus gigantes em humanos, e isolado em amostra 

de fezes, porém a patogenicidade desses vírus ainda é desconhecida (COLSON et al., 

2013). Sequências de Mimivirus também foram detectadas em um estudo que buscava 

compreender o viroma intestinal de 12 crianças (FINKBEINER et al., 2008).    

Não há registros que determine a função de seus hospedeiros quanto a ocorrência 

da diarreia. Apesar do pouco conhecimento sobre os vírus gigantes, evidencia - se a sua 

relevância para o meio ambiente e o seu papel em algumas doenças em animais e humanos 

(HALARY et al., 2016). 

4.4.5 Detecção de vírus de DNA sem classificação 

 Entre os vírus sem classificação, é valido mencionar a detecção de CRESS vírus 

(223 sequências) em uma amostra da localidade D. Vários estudos detectaram o genoma 

deste grupo em fezes humanas, porém a sua origem celular em maior parte permanece 

desconhecida, provavelmente a sua liberação nas fezes humanas se deve a ingestão de 

alimentos contaminados ou de parasitas (SIQUEIRA et al., 2018; ROSARIO; DUFFY; 

BREITBART, 2012; ZHAO;ROSARIO; BREITBART, 2019). 

 A análise de 300 amostras de fezes humana resultou na identificação de nove 

genomas do vírus CRESS, um relacionado a smacovírus e de outros oito genomas 
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relatados nas fezes de diferentes mamíferos, não é descartada a possibilidade de células 

entéricas serem hospedeiras (ALTAN et al., 2017; VARSANI; KRUPOVIC, 2018). 

4.4.6 Bacteriófagos 

  Os bacteriófagos compõem a maior parte do viroma do intestino humano, 

influenciando na digestão dos alimentos, regulando a diversidade microbiana no trato 

gastrointestinal humano através da replicação lítica e lisogênica, desenvolve importante 

papel no controle de patógenos (ZHANG et al., 2005). A maioria dos vírus de DNA em 

amostras fecais adultas são bacteriófagos. 

Todas as amostras fecais apresentaram membros de alguma família de 

bacteriófagos, entre estas famílias, foram detectadas as classificadas como vírus de DNA 

de fita dupla em eles:  Podoviridae , Siphoviridae, Herelleviridae  e Myoviridae, e os vírus 

de DNA de fita simples das famílias Microviridae e Inoviridae . 

As sequências identificados por bacteriófagos estão diretamente ligadas a 

ocorrência de enterobactérias, agentes patológicos causadores da diarreia em humanos, 

ou seja, a diversidade de bacteriófagos no intestino humano está relacionada a diversidade 

de seus hospedeiros celulares, a evolução e ao processo de transferência horizontal de 

genes (ABELES; PRIDE, 2014). 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

Os avanços das tecnologias de sequenciamento genômico possibilitou a 

identificação e a caracterização da diversidade de virus, propondo uma nova abordagem 

na classificação taxonômica considerando as relações filogenéticas. O presente estudo 

buscou na utilização das técnicas em metagenômica viral identificar vírus entericos em 

amostras fecais de pacientes com comorbidade em diarreia aguda, residentes em 

comunidades ribeirinhas do Município de Santana. 

O sequenciamento genômico dos vírus presentes em 50 amostras fecais dos 

pacientes com diarreia, elucida a diversidade viral que integra o viroma humano, e dispõem 

para a vigilância dos vírus emergentes, ressaltando a sua importância para a compressão 

futura do seu papel na incidência de infecções gastrointestinais.    

As sequências virais obtidas, foram confrontadas com sequências que integram o 

banco de dados genômicos, gerando um total de 227.502 leituras de sequências de alta 

qualidade de alinhamento com as sequências no BLAST. Foram detectadas sequências de 

20 familias de vírus, a maioria de bacteriófagos.  

Em amostras fecais de três crianças de diferentes localidades foram detectadas as 

famílias Picornaviridae, Astroviridae e Caliciviridae, que possuem espécies diretamente 

relacionadas com a ocorrência de diarreia aguda corroborando para a maior incidência de 

vírus entéricos nos primeiros anos de vida, indicando que agentes virais são causadores 

da diarreia aguda, e dificilmente são identificados. 

Outras espécies foram detectadas que integram as famílias Flaviviridae, Togaviridae, 

Polyomaviridae. Circoviridae, Anelloviridae, Tombusviridae e Phycodnaviridae, as suas 

ocorrências em amostras fecais ainda é inexpplicavel, não sendo possível atribuir a sua 

capacidade de replicação no intestino humano ou a sua patogenecidade. 

As condições socioeconômicas, demograficas, ambientais e culturais nas 

comunidades ribeirinhas é propicia para disseminação de agentes infecciosos. a 

identificação de vírus perpassa pelas condições insalubres, como a ausência de água 

pótavel e saneamento básico que vivem os ribeirinhos, apresentando constantes episódios 

de diarreia aguda. Enfim, a metagenômica viral é uma ferramenta primordial para a 

compreenssão da epidemiologia mocelucar e na vigilância de virus emergentes. 
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Anexo 1 – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA 
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Anexo 2 – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE). 
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Anexo 3 – NORMAS DE PUBLICAÇÃO DOS RESPECTIVOS PERIÓDICOS 
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Anexo 4 – OUTROS ANEXOS ESPECÍFICOS DA PESQUISA 

 

 


