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RESUMO  

O adenovírus humano (HAdV) é indicado como um biomarcador viral para a 

análise de qualidade da água. Assim, estudos que evidenciam a ocorrência 

ou mesmo as interações destes em água são de suma importância, já que 

as pesquisas na área são inexpressivas. Neste contexto, foram objetivos do 

estudo: (i) detectar, quantificar e caracterizar molecularmente os HAdVs 

circulantes no sistema de abastecimento de água tratada da cidade Goiânia; 

(ii) avaliar a infecciosidade e a recuperação de cópias genômicas (CG) de 

HAdV-5 em soluções simuladas com sólidos tropicais e em condições 

controladas de pH e presença de matéria orgânica (MO) e (iii) estabelecer 

uma equação matemática para avaliar a taxa de recuperação de cópias 

genômicas virais em condições simuladas com solos argilosos. Assim, no 

segundo semestre de 2012, foram coletadas amostras de água tratada (5 L) 

em 4 reservatórios e em seus respectivos pontos na rede de distribuição de 

Goiânia, totalizando 80 amostras. As amostras foram concentradas, 

quantificadas por PCR em Tempo Real Quantitativa (qPCR) e parte destas 

sequenciadas. Ao todo, 76,6% (100 - 109 CG/mL) e 37,5% (101 - 108 CG/mL) 

das amostras foram positivas para os reservatórios e seus pontos na rede de 

distribuição respectivamente. Portanto, a água tratada de Goiânia está 

contaminada por um elevado número de HAdV tipo C. Quanto ao estudo 

com os sólidos, amostra de um solo hidromórfico foi subdividida em duas 

partes: solo com matéria orgânica (CMO) e solo sem matéria orgânica 

(SMO). Foi adicionado separadamente 5, 25 e 50 mg de solo CMO e SMO 

em tubos de polipropileno estéreis de 50 mL, adicionado água ultrapura e o 

pH das soluções ajustado para 6,0 e 8,0. Em seguida, foi adicionado 1 mL 

de alíquota viral e o volume foi completado para 50 mL. Os tubos em réplica 

foram agitados a 150 rpm por 1h a 24 ºC e decantados por 1h. O genoma 

viral foi quantificado (CG/mL) por qPCR e a Infecciosidade por Ensaio em 

Placa de Lise. A água com sólidos promoveu uma redução na recuperação 

das CG/mL e na infecciosidade viral. A MO não influenciou na recuperação 

das CG/mL (p>0,05), todavia, foi predudicial à infecciosidade viral, com 

diminuição de 2 log10 de Unidades Formadoras de Placa por Mililitro 

(PFU/mL), quando comparado com os tratamentos SMO. O pH 6,0 

desfavorece  a inativação e a argila é o principal elemento responsável pela 

interação do HAdV-5. A equação matemática é útil na avaliação da 

recuperação das cópias genômicas virais em soluções argilosas. Estes 

dados podem auxiliar em estudos eco-epidemilógicos, de inativação viral ou 

tratamento da água.  

Palavras-chave: adenovírus, água tratada, matéria orgânica, pH, qPCR
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ABSTRACT 

 
 

Human adenovirus (HAdV) is indicated as a viral biomarker of water quality. 
Thus, studies that show or even the occurrence of these interactions in water 
are of great importance, since these studies are still scarce. The aims of 
these studies were: (i) to detect, quantify and molecularly characterize the 
HAdV serotypes that can to circulate in the water supply treatment in the city 
of Goiania; (ii) evaluate the infectivity and recovery of genomic copies (GC) 
of HAdV-5 in simulated condition with solids derived from tropical soils and 
under controlled conditions of the pH and the presence of organic matter 
(OM); (iii) establish a mathematical equation to evaluate the recovery rate of 
virus genome copies in simulated conditions with clay soils. Thus, in the 
second half of 2012, we collected sample water in a volume of 5 L of 4 
treated water reservoir and their respective points in the distribution network 
in the city of Goiania, totaling 80 samples. The samples were concentrated, 
quantified by qPCR and sequenced. Altogether 76.6% (100 - 109 CG/mL) and 
37.5% (101 - 108 CG/mL) of the samples were positive for the reservoir and 
their respective points in the distribution network respectively. Therefore, 
Goiânia’s treated water is contaminated with a high number of HAdV type C. 
In the study of the interaction of HAdV-5 with the solid (sediments), a 
hydromorphic soil sample was divided into two parts: soil organic matter 
(WOM) and soil less organic matter (LOM). Then, it was added separately 5, 
25 and 50 mg of soil WOM and LOM in sterile polypropylene tubes of 50 mL, 
added ultrapure water and adjusted the pH to 6.0 and 8.0. Then was added 1 
mL of viral aliquot and the volume made up to 50 mL. The tubes in replica 
were shaken at 150 rpm for 1h at 24 °C followed by decantation. The viral 
genome was quantified (GC/mL) by Real-Time PCR and the Infectivity by 
Assay Plate Lysis. Water with solids promoted a reduction in the number of 
GC/mL and viral infectivity. The OM did not affect the recovery of GC/mL (p> 
0.05). However, the OM was harmfulto to the infectivity of the virus, with a 
reduction of 2 log10  of Plaque Forming Units per milliliter (PFU/mL), when 
compared with treatments LMO. The acidic pH is unfavorable to virus 
inactivation, and the clay is the main element responsible for the interaction 
of HAdV-5. The mathematical equation is useful in assessing the recovery of 
viral genomic copies in clay solutions. These data can offer support in eco-
epidemiological studies of viral inactivation or water treatment. 
 
 
Key-words: adenovirus, treated water, organic matter, pH, qPCR 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Virologia Ambiental 

A água é vital aos seres vivos. É a substância mais abundante das 

células, responsável por quase 70% do peso celular e meio indispensável 

para a ocorrência da maioria das reações intracelulares (ALBERTS et al., 

2010). Apesar dessa importância, infelizmente, o que se tem observado é 

uma considerável depreciação na qualidade da mesma pelo mundo. Fato 

associado ao aumento da população, sobretudo urbana, acarretando um 

expressivo acréscimo no número de fontes poluidoras, e evidentemente, da 

população de micro-organismos patogênicos (SILVA, 2009). 

Dentre esses micro-organismos, uma atenção especial deve ser 

dada aos vírus, que são importantes patógenos geralmente disseminados ao 

meio ambiente através da rota fecal-oral (CHAPRON et al., 2000; 

HARAMOTO et al., 2008). Esses patógenos são provenientes de esgotos 

domésticos sem tratamento ou tratados e liberados ao meio ambiente 

(CALGUA et al., 2011), contaminando não somente as fontes de água, mas 

também o solo. 

A pesquisa de vírus em meio ambiente, chamada de virologia 

ambiental, teve início há mais de meio século (METCALF; MELNICK; 

ESTES, 1995). O primeiro estudo que se tem relato foi realizado por Melnick 

(1947), o qual purificou amostras de esgoto da cidade de Nova York e 

injetou em macacos. Algum tempo depois, lesões características de infecção 

viral foram detectadas nestes animais. Posteriormente, entre dezembro de 

1955 e janeiro de 1956, ocorreu um grande surto de diarreia em Nova Délhi 

(Índia) com aproximadamente 230.000 casos (MELNICK, 1957; METCALF; 

MELNICK; ESTES, 1995). O rio Jumoa, fonte primária de abastecimento 

público, estava contaminado com esgoto (MELNICK, 1957). Após o 

incidente, o vírus da hepatite E foi identificado como o agente patogênico 

responsável pelo surto (PURCELL; TICEHUST, 1988). 
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A expansão da virologia ambiental ocorreu à partir da década de 

1990, com a incorporação de metodologias que agregaram maior 

especificidade e sensibilidade, como a Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR – Plimerase Chain Reaction) (SILVA et al., 2011).  

O primeiro estudo que efetivamente relatou com sucesso o uso de 

metodologias moleculares na detecção de vírus em amostras ambientais foi 

realizado por Tsai et al. (1993), que detectaram enterovírus e vírus da 

hepatite A em amostras de esgoto e água do mar. Posteriormente, foram 

detectados adenovírus e enterovírus em água poluída (PUIG et al., 1994). 

Desde então, devido à pressão social por água ausene de micro-

organismos, os vírus vêm sendo extensamente monitorados em diferentes 

matrizes ambientais, sobretudo em água de uso e consumo humano 

(ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009). A detecção e o monitoramento 

ambiental destes patógenos são de suma importância e estão em 

consonância com as propostas inspiradas em movimentos internacionais, 

como o modelo das cidades saudáveis da Organização Mundial da Saúde 

(WHO – World Health Organization) (WHO, 1997). Esse modelo apresenta 

como ponto de convergência, a abordagem de doenças e agravos pautada 

na epidemiologia social, ou seja, voltado para o completo bem estar-

populacional. 

Os vírus são patógenos de importância subestimada em amostras 

ambientais, haja vista a dificuldade em se detectar os mesmos. Ademais, o 

atual modelo de tratamento da água é ineficaz na remoção e eliminação dos 

vírus (KOOPMANS et al., 2002; BOSCH et al., 2008), sendo incapaz de 

fornecer água ausente de vírus (BOSCH et al., 2008). Isso acontece pelo 

reduzido tamanho e estrutura do capsídeo viral, que confere a passagem 

destes patógenos pelos sistemas de filtros de areia utilizados nas estações 

de tratamento de água e pela resistência à cloração, tal como ocorre com o 

vírus norwalk (KESWICK et al., 1985). Assim como os microsporídios, 

protozoários esporuláveis de difícil remoção por filtração, a inativação viral 

requer o uso de luz ultravioleta no reator, metodologia onerosa, que é 

disponível apenas em alguns países desenvolvidos, e que nem sempre tem 
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ação efetiva sobre todos os agentes virais (MAMANE-GRAVETZ; LINDEN, 

2004). Os adenovírus, por exemplo, são os patógenos mais resistentes ao 

tratamento com luz ultravioleta (LINDEN et al., 2007). A inativação de 4 log 

(99,99 %) de adenovírus requer uma dose de 200 mJ/cm2, enquanto que 30-

40 mJ/cm2 são suficientes para inativar outros grupos virais (GERBA; 

GRAMOS; NWACHUKU, 2002; SHIN; LINDEN; SOBSEY, 2005). 

Os vírus são geralmente eliminados no meio ambiente através da 

rota fecal-oral (CHAPRON et al., 2000; JIANG; NOBLE; CHU, 2001). Dentre 

esses vírus, os mais comumente disseminados são: enterovírus, norovírus, 

vírus da hepatite A, adenovírus, rotavírus e os astrovírus (WU et al., 2011). A 

Figura 1 ilustra as possíveis rotas de transmissão hídrica dos vírus entéricos. 

 

Figura 1 - Possíveis rotas de transmissão hídrica de vírus entéricos. Os vírus são 
eliminados em número extremamente elevado em fezes, urina e vômito dos 
indivíduos infectados (na ordem de 108 a 1011 partículas virais). São introduzidos no 
ambiente através da descarga de resíduos tratados e não tratados. Em 
consequência, estes patógenos contaminam o ambiente marinho (a), as águas 
doces (b) e subterrâneas (c). As águas tratadas (e) têm sido responsáveis por 
surtos de gastroenterite e hepatite. Alguns alimentos são susceptíveis de 
contaminação, tais como moluscos bivalves (d), principalmente ostras, mariscos e 
mexilhões; folhagens (f), como alface, cebolinha verde e outras verduras e frutos 
(g), como framboesas e morangos. Fonte: (BOSCH et al., 2008). 
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Foram identificados mais de 140 tipos diferentes de vírus no trato 

gastrointestinal de humanos infectados e que podem ser encontrados em 

águas (HURST, 1991, p. 113). A presença destes vírus em águas é um sério 

problema de saúde pública em muitos países (CHEN et al., 2006) e a 

ingestão destes, mesmo que em baixas concentrações, pode acarretar 

agravos à saúde (WARD; AKIN; D'ALESSIO, 1984; MENA; GERBA, 2009).  

Assim, a pesquisa de vírus em água tratada e demais tipos de 

matrizes ambientais é de grande interesse em saúde pública, especialmente 

em países em desenvolvimento, onde há carência de informação sobre 

vigilância microbiológica, análise de risco e estudos epidemiológicos 

(RIGOTTO et al., 2011). Nos países industrializados, na vanguarda da 

virologia ambiental, estes patógenos são implicados como os principais 

causadores das gastroenterites (LOPMAN et al., 2003). 

Na Europa, já se realiza o monitoramento ambiental de vírus desde 

a década de 1990, com a incorporação do monitoramento de enterovírus nos 

parâmetros de regulamentação da qualidade da água (PINA et al., 1998). O 

governo canadense segue parâmetros específicos para a disponibilização da 

água à população (remoção e/ou inativação mínima de 4 log de vírus) 

(HEALTH CANADA, 2011). Na Austrália, os biossólidos gerados devem ter < 

1 vírus entérico por 100 g de produto final tratado (NRMMC, 2004). 

Como não há um indicador viral padrão estabelecido para o 

monitoramento das diferentes matrizes ambientais, nos últimos anos, 

diversos pesquisadores têm proposto o uso do adenovírus humano (HAdV) 

como este indicador (ALBINANA-GIMENEZ et al., 2006; SILVA; GARCÍA-

ZAPATA; ANUNCIAÇÃO, 2011; WYN-JONES et al., 2011; FONGARO et al., 

2013). No Japão, os adenovírus são os indicadores preferenciais para 

certificar a qualidade virológica da água (KATAYAMA et al., 2008) e foram 

incluídos nas três Listas de Candidatos Contaminantes (CCL - Contaminant 

Candidate List) da Agência de Proteção do Meio Ambiente dos Estados 

Unidos (USEPA, 2012), com provável chance de sair na CCL4.  
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Os HAdVs são vírus extremamente resistentes (HIJNEN; 

BEERENDONK; MEDEMA, 2006) e prevalentes em meio ambiente (WONG 

et al., 2009). Wong et al. (2010) relataram uma alta ocorrência dos HAdVs 

em biossólidos gerados por digestão anaeróbia. Segundo estes autores, a 

ocorrência de HAdVs foi de 83% contra 42, 50, 75 e 58% de ocorrência de  

enterovírus (EV), norovírus genogrupo I (NV GI), norovírus genogrupo II (NV 

GII) e poliovírus humano (HPyV) respectivamente. Além disso, não foram 

detectadas amostras positivas para o vírus da hepatite A (HAV) e todas as 

amostras de HAdVs foram infecciosas. Esses dados são corroborados por 

Fong et al. (2010), que relataram 100% de amostras de esgoto e efluente 

contaminadas por HAdVs. 

Os adenovírus são mais prevalentes do que o norovírus tanto em 

água doce quanto salgada e um promissor indicador da qualidade virológica 

das águas de recreação na Europa (WYN-JONES et al., 2011). Esses dados 

fazem parte de um grande projeto, chamado Virobathe, composto por 16 

laboratórios especialistas da União Europeia e visa à rápida detecção de 

vírus em águas de recreação. 

Apesar dos avanços em relação à detecção dos adenovírus em 

diferentes matrizes ambientais, tais como água tratada, de rio ou lago 

(ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009; SILVA et al., 2010; GARCIA et al., 2012), 

água subterrânea (CHARLES et al., 2009; OGORZALY et al., 2010), de 

piscinas (VAN HEERDEN; EHLERS; GRABOW, 2005), água do mar 

(BALLESTER; FONTAINE; MARGOLIN, 2005; WYN-JONES et al., 2011), 

esgoto e efluente (FONG et al., 2010) e biossólidos (WONG; ONAN; 

XAGORARAKI, 2010), ainda são escassos os estudos que relatam a 

dinâmica de permanência desses vírus nestas matrizes. 

1.2 Caracterização do micro-organismo de estudo 

O primeiro relato de infecção por adenovírus reporta-se da década 

de 1953, quando tecidos de adenoide e tonsila foram utilizados para 

estabelecer linhagens celulares, todavia, foi comprovada a infecção destes 

tecidos por um agente transmissível, causador de degeneração celular 
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(MENA; GERBA, 2009). Um ano depois, Hilleman e Werner (1954) 

identificaram agentes virais similares em militares com quadros febris. 

Finalmente, em 1956 esses agentes foram isolados e denominados 

adenovírus (ENDERS et al., 1956). 

Os adenovírus (AdVs) apresentam capsídeo de simetria icosaédrica, 

não envelopados, medindo de 70 a 90 nm de diâmetro, com genoma 

formado por DNA linear fita dupla de 26 a 45 kpb (ENRIQUEZ, 2002; 

FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2007; ICTV, 2013). A Figura 2 mostra a estrutura 

tridimensional do vírion obtida por uma combinação de microscopia 

eletrônica e cristalografia de raio-x. 

 

Figura 2 - Estrutura tridimensional do adenovírus obtida por uma combinação de 
microscopia eletrônica e cristalografia de raio-x. Há 13 tipos diferentes de proteínas. 
O cápside é constituído por 252 capsômeros: 12 capsômeros do tipo penton, no 
vértice do icosaedro e 240 capsômeros do tipo hexon, nas faces e arestas. A 
proteína hexon, uma proteína estrutural, consiste de um trímero formado pelo 
polipeptídeo II, contendo um poro central e associações com proteínas menores: VI, 
VIII e IX. Nos pentons, a base consiste de um pentâmero do peptídeo III com mais 
5 moléculas de IIIa. Cada penton possui a projeção de uma única fibra, que varia de 
tamanho de acordo com o sorotipo. Os sorotipos de HAdVs 40 e 41 
excepcionalmente possuem 2 fibras projetadas em cada penton (FIELDS; KNIPE; 
HOWLEY, 2007; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; RUSSELL, 2009). Fonte: 
(RUSSELL, 2009). 
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Esses vírus são membros da família Adenoviridae, que contem os 

gêneros Mastadenovirus, que inclui os vírus de mamíferos (infectam 

humanos, símios, bovinos, equinos, caninos, suínos, ovinos e roedores), 

Aviadenovirus, de vírus de aves; Atadenovirus, que inclui alguns adenovírus 

de bovinos, ovinos, marsupiais e patos; e Siadenovirus, que inclui 

adenovírus de peru, répteis e sapo, e mais recentemente, o gênero 

Adenovirus Icht, que compreende apenas o adenovírus esturjão branco 1 

(WS AdV-1) (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2007; TRABULSI; ALTERTHUM, 

2008; ICTV, 2013). Os HAdVs pertencentes ao gênero Mastadenovirus 

compreendem 57 diferentes sorotipos distribuídos em 7 espécies (A-G) 

(KING et al., 2011; ICTV, 2013). 

A multiplicação inicial pode ocorrer na mucosa da faringe, na 

conjuntiva ou na mucosa intestinal, e são características as inclusões 

intracelulares basófilas (MENA; GERBA, 2009). O estado imunitário e a 

idade acondiciona a resposta à infecção, sendo duradoura, com raros casos 

de reinfecção. 

A biossíntese viral ocorre no núcleo celular e a etapa inicial 

compreende a adsorção, penetração e transporte até o núcleo, onde ocorre 

a transcrição e tradução de genes precoces (RUSSELL, 2009). 

Simultaneamente à replicação, ocorre uma fase tardia, caracterizada pela 

expressão de genes estruturais. Os capsômeros são estruturados no núcleo 

e logo em seguida inseridos o DNA e as 12 proteínas do tipo penton, com 

liberação viral por exocitose ou lise celular (Allard et al. 1992; Horwitz 2001) 

Eliminados nas fezes, urina ou excreções respiratórias (Crabtree et 

al. 1997; Metcalf et al. 1995), podem desencadear uma série de agravos à 

saúde de pessoas infectadas. Como exemplo, doenças do trato respiratório 

superior (faringite e amigdalite) e inferior (bronquiolite e pneumonia), 

conjuntivite, cistite e gastroenterite (Mena e Gerba, 2009), podendo ser letais 

as infecções ocasionadas em pacientes de alto risco, como 

imunossuprimidos e crianças (Poddar, 1999). No Quadro 1 são mostrados 

os principais sorotipos e as doenças que acarretam ao homem. 
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Doença Grupos de risco Sorotipos 
Faringite febril aguda Recém-nascidos e crianças 1-3, 5-7 
Febre faringoconjuntival Crianças em idade escolar 3, 7, 14 
Doença respiratória aguda Militares em regime de 

confinamento 
3, 4, 7, 14 16, 21 

Pneumonia Recém-nascidos, crianças e 
recrutas em confinamento 

1-3, 4, 6, 7, 14, 16 

Ceratoconjuntivite epidêmica Qualquer indivíduo 8-11, 13, 15, 17, 19, 20, 22-29, 
37 

Conjuntivite folicular Qualquer indivíduo 3, 7 
Gastroenterite Recém-nascidos e crianças 18, 31, 40, 41 
Hepatite e complicações do 
trato urinário 

Transplantados de medula 
óssea, fígado e rim. Pacientes 
com AIDS ou imunossuprimidos 

34, 35, 42-49, 1, 2, 5 

Quadro 1 – Doenças associadas com sorotipos de adenovírus humanos e os principais 
grupos de risco. Adaptado de Mena e Gerba (2009). 

1.3 Análise de vírus em meio ambiente 

1.3.1 Concentração Viral 

Geralmente, os vírus estão presentes em baixas concentrações em 

meio ambiente (GRIFFIN et al., 1999; SOULE et al., 2000; CHEN et al., 

2006; HAMZA et al., 2009). Assim, é essencial saber escolher a metodologia 

de concentração mais adequada para cada tipo de vírus e amostra. 

A concentração é a primeira etapa na realização da análise de vírus 

em meio ambiente, objetiva recuperar e concentrar o maior número possível 

de partículas virais, ou mesmo reter material genético em suspensão (SILVA 

et al., 2011).  

Atualmente, existe uma grande variedade de métodos de 

concentração e a escolha de um ou outro depende do tipo de amostra, do 

vírus a ser isolado e mesmo de recursos financeiros do laboratório (SILVA et 

al., 2011).  

Dentre os métodos de concentração, os mais amplamente utilizados 

são: ultracentrifugação (FORMIGA-CRUZ et al., 2005; HE; JIANG, 2005; 

ALBINANA-GIMENEZ et al., 2006), adsorção-eluição em membranas de 

microfiltração polarizadas (KATAYAMA; SHIMASAKI; OHGAKI, 2002; 

RIGOTTO et al., 2009; SILVA et al., 2010) e ultrafiltração (SOULE et al., 
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2000; RAJAL et al., 2007), ocorrendo combinações entre estes e alguns 

métodos de precipitação, ou mesmo outras metodologias afins.  

1.3.2 Isolamento e detecção viral 

O cultivo celular é o método padrão para isolar vírus (HUANG et al., 

2002). Mas os estudos em virologia ambiental só ficaram mais robustos e 

acessíveis com o uso da PCR (SILVA et al., 2011), com especial ênfase 

para o uso da Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real 

Quantitativa, também chamada PCR em Tempo Real Quantitativa (qPCR).  

A qPCR é uma técnica que permite a detecção e quantificação de 

genomas virais em baixas concentrações na água, sendo rápida, sensível e 

específica (FONG; LIPP, 2005; HARAMOTO et al., 2010). Todavia, as 

metodologias baseadas na PCR têm o inconveniente de não distinguirem 

entre partículas virais infecciosas e não infecciosas (SCHVOERER et al., 

2001; HARAMOTO et al., 2010). Além disso, a PCR é seriamente 

comprometida por compostos inibidores do meio (JIANG; DEZFULIAN; CHU, 

2005). A inibição pode ser eficientemente monitorada/controlada pelo uso de 

controles externos e internos de amplificação (JIANG; DEZFULIAN; CHU, 

2005; D’AGOSTINO et al., 2011), diluições do material genético extraído 

(RIGOTTO et al., 2010; GIBSON et al., 2012), utilização de uracil N-

glicosilase (UNG) em reação-mix contendo dUTP, que visa eliminar 

resultados falso-positivos obtidos da contaminação com fragmentos 

amplificados de reações passadas (SCHMIDT et al., 1996) e metodologias 

de extração e purificação de ácidos nucléicos que concentram uma menor 

concentração de inibidores (SILVA et al., 2011).  

As diluições são uma boa estratégia, mas em amostras com 

pequena quantidade de vírus, pode comprometer a sensibilidade do 

diagnóstico, oferecendo um resultado falso-negativo. O uso da diluição é tão 

importante que, Gibson et al. (2012) desenvolveram um método para 

mensurar a inibição e a partir deste cálculo, utilizar a diluição mais adequada 

para evitar a sub-quantificação  de patógenos por qPCR.  
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A detecção e quantificação de vírus em meio ambiente pode ocorrer 

por variações da PCR. Como a maior parte dos vírus patogênicos são do 

tipo RNA, deve-se realizar uma etapa prévia, a transformação da fita de RNA 

em cDNA, a qual é realizada pela enzima Transcriptase Reversa e o ensaio 

é chamado de RT-PCR (Reação em Cadeia da Polimerase precedida de 

Trascrição Reversa). Quando realizada em associação com a PCR em 

Tempo Real, é chamada de RT-PCR em Tempo Real ou simplesmente RT-

qPCR. Há também os ensaios Real Time PCR com a utilização do fluoróforo 

SYBR Green, mas como não permite ensaios multiplex e quantificações 

precisas, praticamente não é utilizado na virologia ambiental. Por outro lado, 

os ensaios qPCR com o uso de sondas (TaqMan, Scorpion e Molecular 

Beacons), que permitem a quantificação com maior exatidão e sensibilidade 

(HE; JIANG, 2005), são altamente disseminadas, com especial ênfase para 

sondas do tipo TaqMan.  

Metodologias imunológicas, tais como imunoperoxidase (MEHNERT; 

STEWIEN, 1993), quimioluminescência (GREENING; WOODFIELD; LEWIS, 

1999), ensaio imunoenzimático (ELISA) (JIANG; WANG; ESTES, 1995), 

imunofluorescência (BARARDI et al., 1999; CALGUA et al., 2011) e 

imunocaptura por Real Time PCR quantitativa (OGORZALY et al., 2013) 

também são utilizadas. Entretanto, as metodologias de detecção estão 

praticamente centradas no uso da cultura celular em associação ou não com 

o uso da PCR ou qPCR.  

A PCR ainda é muito utilizada, mas considerar especificidade em 

amplicons (fragmentos amplificados) visualizados sob gel de agarose corado 

com brometo de etídeo não é o suficiente (SILVA et al., 2010). O quantitativo 

de material genético no gel pode ser tão baixo que não seja possível 

visualizar, induzindo a casos de falso-negativo. Por isso, a PCR não é 

utilizada isoladamente, e muitos estudos têm utilizado a PCR apenas para o 

preparo de fragmentos para caracterização molecular (FONGARO et al., 

2013; MURRAY; MANS; TAYLOR, 2013).  

Por outro lado, o material concentrado, quando inoculado em cultivo 

celular, pode ser extremamente citotóxico à célula (GREENING; HEWITT; 
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LEWIS, 2002), sendo necessário o uso de diluições não citotóxicas com 

associação de antibióticos e antifúngicos, o que pode comprometer a 

sensibilidade da técnica. Além do mais, a cultura celular é uma metodologia 

extremamente onerosa, laboriosa (FORMIGA-CRUZ et al., 2005) e 

complexa, pois nem todos os grupos virais podem ser isolados, como o 

ocorrido com o norovírus humano (DUIZER et al., 2004). Outros vírus são 

fastidiosos, tais como os HAdVs 40 e 41 (MORRIS et al., 1975; MENA; 

GERBA, 2009).  

Apesar disso, o uso do cultivo celular para isolar vírus em meio 

ambiente não foi abandonado, e isso provavelmente não acontecerá. 

Todavia, as metodologias moleculares agregam maior sensibilidade e 

especificidade ao cultivo celular. Baseado no fato de que somente os vírus 

infecciosos podem produzir mRNA, a formação desta biomolécula em cultura 

celular pode ser eficientemente monitorada, mesmo nos sorotipos que não 

exibem efeito citopático (GREENING; HEWITT; LEWIS, 2002), surgindo a 

associação chamada de C-PCR (Cultura Celular Integrada à Reação em 

Cadeia da Polimerase) ou ICC-RT-PCR (Cultura Celular Integrada à Reação 

da Cadeia da Polimerase precedida de Transcrição Reversa), que monitora 

vírus infecciosos. Quando se realiza a quantificação, é chamada de ICC-RT-

qPCR (Cultura Celular Integrada à Reação da Cadeia da Polimerase em 

Tempo Real precedida de Transcrição Reversa). 

A ICC-RT-qPCR é mais rápida e sensível na detecção de partículas 

virais quando comparada com o uso do Ensaio em Placa de Lise (Fongaro et 

al., 2013). Li et al. (2011) analisaram o efeito da cloração sob a 

infecciosidade e integridade gênica de rotavírus pelos métodos de Ensaio 

em Placa de Lise, ICC-RT-qPCR e RT-PCR e chegaram a conclusão de que 

ICC-RT-qPCR foi o método mais sensível e adequado para avaliar a ação do 

cloro. Já He e Jiang (2005) relatam que a realização de qPCR em etapa 

única permitiu a detecção de 3-4 vezes mais adenovírus (AdVs) do que o 

encontrado por isolamento em linhagens HEK-293 em associação com a 

qPCR. Provavelmente, o uso da qPCR  sem a associação com o cultivo 

celular possa ser mais sensível, mas ainda sim, tem a desvantagem de não 

inferir infecciosidade. 
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Os testes de triagem e monitoramento de microrganismos em meio 

ambiente precisam ser rápidos, sensíveis e de baixo custo (WYN-JONES; 

SELLWOOD, 2001). Assim, é proposto o uso unicamente de métodos 

moleculares na detecção de adenovírus (SILVA; GARCÍA-ZAPATA; 

ANUNCIAÇÃO, 2011). Segundo Charles et al. (2009) a PCR ofereceu boa 

correlação com a infecciosidade para adenovírus detectados em águas 

subterrâneas e pode ser utilizada para a avaliação de risco em saúde 

pública. Recentemente, um estudo contemplando os laboratórios do grupo 

de pesquisa Virobathe propôs a utilização de um modelo matemático que 

prediz a existência de HAdVs em águas tratadas utilizando somente o uso 

de qPCR (WYER et al., 2012). O modelo utiliza os dados do monitoramento 

de Escherichia coli e enterococos intestinais e pode ser uma alternativa 

eficiente e rápida para a o monitoramento viral em meio ambiente. 

1.4 Contextualização 

Não existe correlação entre os padrões bacterianos normalmente 

utilizados para atestar a qualidade microbiológica das águas e os vírus 

(JIANG; CHU; HE, 2007). Contrária a essa assertiva, no Brasil, a Portaria 

2914/2011 do Ministério da Saúde, que normatiza as medidas de controle e 

vigilância da qualidade da água destinada ao consumo humano (BRASIL, 

2004), propõe apenas o monitoramento de bactérias do grupo coliformes 

totais, termotolerantes e E. coli. A Portaria faz uma recomendação de 

inclusão de enterovírus, mas como não é uma obrigatoriedade, isso não é 

seguido pelas empresas de tratamento, e há pouco avanço no conhecimento 

da ocorrência destes patógenos de elevada importância em saúde pública.  

Infelizmente, as complexidades analíticas são barreiras para o 

estabelecimento de padrões, e não um estímulo para o desenvolvimento 

tecnológico no Brasil (SABESP, 2012). Assim, pesquisas na área de 

virologia ambiental ainda são inexpressivas no Brasil, e concentram-se 

principalmente nas regiões Sul e Sudeste do país. Todavia, vem sendo 

crescente a formação de grupos de pesquisas preocupados com a qualidade 

virológica da água em outras áreas do país (SILVA, 2009).  
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Em Goiânia, capital do Estado de Goiás, o Núcleo de Pesquisas em 

Agentes Emergentes e Re-emergentes (NUPEREME-UFG) em consorciação 

com o Laboratório de Diagnóstico Genético e Molecular (LDGM-UFG) e o 

Laboratório de Genética Molecular e Citogenética (LGMC-UFG) vêm 

realizando investigações exaustivas no campo da microbiologia ambiental 

desde o ano de 2004 nas águas de rios e lagos do município de Goiânia-

Goiás. Primeiramente foi detectada a presença de bactérias patogênicas 

(Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni e Campylobacter coli) (SANTANA 

JR, 2005) seguida da detecção de parasitos oportunistas (SANTOS, 2008) - 

e mais recentemente da detecção e do monitoramento virológico destas 

águas (SILVA, 2009).  

Pelos levantamentos previamente realizados foi constatado um alto 

índice de contaminação dos rios e lagos da cidade de Goiânia por 

adenovírus (SILVA, 2009; SILVA et al., 2010). Como os rios são utilizados 

para o abastecimento público, muito provavelmente, as águas tratadas 

também podem estar contaminadas. Como não há estudos que relataram a 

ocorrência dos HAdVs em águas tratadas da cidade de Goiânia, foi proposto 

investigar estes patógenos nessas águas. 

LeChevallier e Au (2004) afirmam que a presença de sólidos 

suspensos aumentam a resistência dos micro-organismos. O que pode 

aumentar o risco de contaminação da população, sobretudo com a presença 

de sólidos nas águas tratadas. O fato é preocupante, pois os adenovírus 

persistem em ambientes onde as bactérias já não mais existem (ENRIQUEZ; 

HURST; GERBA, 1995). 

Assim, o estado da arte, impõe precedente para também avaliar a 

infecciosidade e taxa de recuperação de cópias genômicas de HAdVs em 

soluções simuladas com água e sólidos tropicais sob condições controladas 

de pH e presença de matéria orgânica. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Investigar a ocorrência de adenovírus humano (HAdV) em água 

tratada da cidade de Goiânia, Goiás e avaliar a recuperação destes vírus em 

condições simuladas com água e sólidos tropicais 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Realizar uma revisão assistemática de literatura dos principais 

métodos que compõem a análise virológica (concentração e 

detecção) na água; 

 Identificar fatores que auxiliam na elaboração de uma proposta de 

utilização dos adenovírus como marcadores virológicos da qualidade 

da água; 

 Quantificar e caracterizar molecularmente os HAdVs detectados na 

água tratada da cidade de Goiânia; 

 Avaliar a infecciosidade e a recuperação de cópias genômicas de 

HAdV-5 em soluções simuladas com sólidos tropicais e em condições 

controladas de pH e presença de matéria orgânica; 

 Estabelecer uma equação matemática para avaliar a taxa de 

recuperação de cópias genômicas virais em condições simuladas com 

solos argilosos. 
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3 MÉTODO(S) 

A metodologia deste estudo foi dividida nos eixos teórico e 

experimental. No primeiro, por meio de revisões assistemáticas de literatura 

foram gerados dois artigos.  No artigo 1 foram discutidas as principais 

metodologias que compõem a análise virológica da qualidade da água. O 

segundo artigo, uma comunicação, propôs a utilização do adenovírus como 

marcador virológico da qualidade da água. Para tal, foram expostos os 

atributos inerentes a este grupo de vírus e que corroboram para sua 

indicação. 

Já o eixo experimental foi subdividido em outras duas partes: (i) 

estudo que detectou, quantificou e caracterizou molecularmente os 

adenovírus encontrados em água tratada da cidade de Goiânia, Goiás, 

Brasil; e (ii) estudo que avaliou a recuperação genômica e a infecciosidade 

do HAdV em água artificialmente contaminada com sólidos. A Figura 3 

mostra um fluxograma resumido das partes experimentais realizadas. 

Na presente pesquisa não ocorreu experimentação humana ou 

animal. As células da linhagem de carcinoma de pulmão humano (A549) 

foram adquiridas do American Type Culture Colletcion (ATCC, Rockville, 

MD, USA) e infectadas com HAdV-5. Para a realização do estudo todas as 

etapas foram realizadas em conformidade com os Procedimentos 

Operacionais Padrões (POPs) de biossegurança pertinentes ao Laboratório 

de Virologia Animal do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública/UFG e 

do Laboratório de Genética Molecular e Citogenética do Instituto de Ciências 

Biológicas/UFG.  

3.1 Locais de estudo e Instalações 

Núcleo de Pesquisas em Agentes Emergentes e Re-

Emergentes/UFG (NUPEREME/UFG). Coordenado pelo Prof. Dr. Marco 

Tulio Antônio García-Zapata. O NUPEREME está a cargo da coordenação
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Parte 
experimental 

Preparo do solo Concentração 

qPCR Quantitativa PCR qualitativa 

Sequenciamento 

Análise textural e 
química 

Análise 
instrumental 

Inoculação de 
HAdV-5 

qPCR 
Quantitativa Placa de Lise 

H2O               Solo 

Figura 3 – Fluxograma mostrando o desenho experimental do 

estudo. A parte experimental foi subdividida em dois eixos. No 
primeiro, foram realizados estudos de detecção, quantificação e 
caracterização molecular de HAdVs em amostras de água tratada 
da cidade de Goiânia. No segundo momento foram avaliadas a 
recuperação de cópias genômicas e a infecciosidade de HAdVs 
em soluções de solos tropicais. 
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geral da pesquisa, sendo incumbido da liberação e divulgação dos dados 

perante a comunidade científica, autoridades sanitárias e comunidade em 

geral. Com este propósito, o NUPEREME se compromete a publicar os 

dados em meios especializados, assim como fornecer apoio técnico-

científico em estudos relacionados com doenças emergentes e re-

emergentes de interesse médico-sanitário. No presente estudo, o laboratório 

cedeu suas dependências para a realização da etapa de concentração das 

amostras de água tratada. Por intermédio do Dr. Marco Tulio também foram 

utilizadas as dependências do Laboratório de Virologia Animal e do 

Laboratório Multiusuário/IPTSP, onde foram realizadas todas as 

metodologias inerentes ao cultivo celular e análise da infecciosidade viral.  

Laboratório de Diagnóstico Genético e Molecular/UFG (LDGM/UFG). 

Coordenado pelo Prof. Dr. Carlos Eduardo Anunciação, o LDGM foi 

responsável pela realização das extrações de ácidos nucléicos, realização 

das PCRs qualitativas e purificação das amostras para sequenciamento 

molecular. Além disso, algumas análises físico-químicas do solo também 

foram realizadas neste laboratório. 

Laboratório de Genética Molecular e Citogenética/UFG 

(LGMC/UFG). Sob coordenação da Profa. Dra. Elisângela de Paula Silveira-

Lacerda, no LGMC foram realizados os procedimentos de PCR e qPCR. 

3.1.1 Laboratórios parceiros 

Central Analítica do Instituto de Química da Universidade Federal de 

Goiás. Neste Laboratório foi realizada a difração de raio-x das amostras de 

solo. A análise mineralógica do solo via espectroscopia de energia 

dispersiva foi realizada no Laboratório Multiusuário de Microscopia de Alta 

Resolução (LabMic), sediado no Instituto de Física/UFG. O sequenciamento 

e análise das amostras foram realizados no Laboratório de Melhoramento de 

Plantas, na Escola de Agronomia/UFG, Setor de Melhoramento de Plantas.
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3.2 Parte experimental I 

Foram escolhidos 4 reservatórios públicos de abastecimento de 

água tratada e 4 respectivos pontos na rede de abastecimento público. O 

critério de escolha dos pontos de coleta foi a importância estratégica dos 

mesmos para o município de Goiânia, já que estes reservatórios sofrem uma 

grande demanda. Os reservatórios recebem água tratada de unidades de 

tratamento completo (coagulação, floculação, decantação, filtração, 

desinfecção pelo cloro e correção do pH) e redistribuem esta água para os 

vários bairros da cidade. Salienta-se que os pontos na rede de distribuição 

são os mesmos pontos rotineiramente monitorados pela empresa de 

Saneamento do Estado de Goiás (SANEAGO). 

3.2.1 Pontos de coleta 

Na Figura 4 apresenta-se um mapa do município de Goiânia 

contemplando os 8 pontos de coleta utilizados. Foram coletadas amostras 

em 4 reservatórios: Senac (R1), Serrinha (R2), Atlântico ( R3) e Cristina (R4) 

com seus respectivos pontos na rede de distribuição de água tratada (P1, 

P2, P3 e P4).  

Em Goiânia, as fontes primárias de abastecimento são o rio Meia 

Ponte (Sistema Meia Ponte) e o Ribeirão João Leite (Sistema João Leite), 

responsáveis pelo abastecimento de cerca 48,0% e 52,0% da população 

respectivamente. Os reservatórios R1 e R2 recebem água do Sistema João 

Leite, enquanto R3 e R4 do Sistema Meia Ponte.  

Nos reservatórios, as amostras eram coletadas de torneiras 

diretamente interligadas à saída do reservatório. As amostras dos pontos na 

rede de distribuição também foram coletadas de torneiras, mas eram 

amostras de água da rua, que não passavam pelas caixas d’água. 
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Figura 4 – Mapa do município de Goiânia contemplando a localização dos 
reservatórios e dos seus respectivos pontos de coleta na rede de distribuição da 
água. Coordenadas geográficas: Res Senac 16°40’’28.82’’S e 49°14’14.10’’O; Res 
Serrinha 16°43’26.08’’S e 49°15’53.69’’O; Res Cristina 16°38’36.03S’’ e 
49°17’28.45’’O; Res Atlântico 16°44’29.02’’S e 49°18’27.49’’O; Ponto Senac 
16°40’11.61’’S e  49°13’11.05’’O; Ponto Cristina 16°38’53.38’’S e 49°15’34.83’’O; 
Ponto Serrinha 16°43’08.13’’S e 49°16’16.30’’O; Ponto Atlântico 16°42’46.80’’S e 
49°18’46.77’’O. Fonte: (LABOGEF, 2013). 

3.2.2 Coleta e concentração das amostras de água 

Durante o segundo semestre de 2012 (agosto a novembro) foram 

coletadas semanalmente10 amostras de cada reservatório e ponto na rede 

de distribuição de água tratada, totalizando 80 amostras. Essas amostras 

foram coletadas em galões de polietileno limpos e higienizados (sucessivas 

lavagens com detergente, hipoclorito de sódio 2% e álcool 70%) com 

capacidade para 5 litros. As coletas eram realizadas preferencialmente entre 

9:00 e 12:00 horas da manhã (DE PAULA et al., 2007), a fim de minimizar os 

efeitos de variações diurnas refletidas por condições ambientais como 

temperatura da água, percentual de irradiação por luz U.V. (GRIFFIN et al., 

1999).   
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Realizou-se a concentração das amostras de acordo com Silva et al. 

(2010).  Assim, 5 L de amostra foi filtrada utilizando o sistema Steril Holder 

(Sistema da Millipore - Steril Holder, 47mm XX1104710) com membrana 

nylon de 0,45 μm de porosidade e 47 mm de diâmetro, carregada 

positivamente (HybondTM-N+, Amersham Pharmacia). O filtrado foi eluído 

em 5 mL de tampão TE pH 8.0 (10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 1 mM EDTA) com 

0,02% de detergente Tween 20 e estocado a – 80 °C até uso. A Figura 5 

mostra as etapas de coleta e concentração da água. 

 

 
Figura 5 - Etapas de coleta e concentração da água. Em (A) coleta em Galão de 
Polietileno; (B) filtração da amostra de água com o sistema Millipore; (C) resultado 
da pós-filtração, com grande quantidade de material aderido à membrana; (D) 
eluição com TE e Tween 20 utilizando o agitador magnético para auxiliar no 
desprendimento das partículas aderidas à membrana carregada positivamente.    

 

 

A - Coleta em Galão de Polietileno 

 

 

B - Concentração por Filtração em 

Membrana Nylon 

 

 

C - Membrana Pós-filtração 

 

 
D - Eluição com auxílio de Agitador 

Magnético 
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3.2.3 Extração de Ácidos Nucléicos 

Um volume de 200μL de cada concentrado concentrado foi utilizado 

para a extração de ácidos nucléicos utilizando o kit comercial QIAamp 

MinElute Virus Spin Kit (QIAGEN®), seguindo as instruções do fabricante. 

Após extração, as amostram eram armazenadas em freezer – 80 ºC. 

3.2.4 Cultivo bacteriano e extração de DNA plasmidial 

Bactérias do tipo Escherichia coli contendo o plasmídeo pBR322 

clonado com o seguimento de HAdV foram gentilmente doadas pela Profa. 

Célia Regina Monte Barardi da Universidade Federal de Santa Catarina. 

Estas bactérias foram propagadas em meio Luria-Bertani (LB) sólido 

contendo ampicilina na concentração final de 100 µg/mL. As colônias 

isoladas foram cultivadas em meio LB líquido, ao qual foi adicionado 

ampicilina na concentração final de 100 µg/mL. Todo o procedimento foi 

realizado em capela de fluxo laminar e em proximidade com o bico de 

bunsen. Um volume de 2 mL de bactérias em meio LB foi utilizado para a 

extração do DNA plasmidial pelo protocolo de lise alcalina (SAMBROOK; 

RUSSELL, 2001) com posterior armazenamento a – 20 °C. 

3.2.5 Construção da Curva Padrão 

A curva padrão da qPCR foi construída a partir dos plasmídeos 

extraídos. A extração de DNA plasmidial foi quantificada por 

espectrofotometria utilizando o aparelho nanodrop (Thermo Scientific®). 

Após quantificação, foi realizado o cálculo para a equivalência de quantidade 

(em g) e número de moléculas de DNA. O tamanho total do inserto com o 

plasmídeo é de 11.561 pares de base (pb). Para o cálculo do número de 

moléculas de DNA foi utilizando a seguinte fórmula:  

[((Xg / µL DNA) / (tamanho do plasmídeo com inserto x 660))] x 6.022 x 10
23

 = Y moléculas/µl 

Após o cálculo, diluições seriadas na base 10 foram realizadas (10-2 

-1011) e testadas no aparelho de real time PCR (StepOne Plus - Applied 

Biosystems®). Foram utilizadas as diluições de 10-2 a 108 /10 µL em 



Métodos 22 

triplicata. A qPCR foi  realizada de acordo com Hernroth et al. (2002) e o 

resultado expresso em cópias genômicas por mililitro (CG/mL).  A validação 

da curva foi obtida pelo coeficiente de correlação (R > 0.98). Foram feitas 

alíquotas de cada diluição em microtubos de 200 μL e congeladas a – 80 °C. 

As alíquotas padrões só eram descongeladas na realização da qPCR. 

3.2.6 Quantificação do Genoma viral  

A fim de quantificar as cópias genômicas de HAdV nas amostras de 

água coletadas, realizou-se a PCR quantitativa em tempo real (qPCR). As 

amostras de DNA foram diluídas na proporção 1:10 para evitar inibições. A 

reação consistiu do uso de 10 μL de DNA em um volume final de reação de 

25 μL,contendo 1 x de Master Mix (Applied Biosystems) contendo uracil-N-

Glicosilase, 0,9 μM de cada iniciador e 0,225 μM de sonda TaqMan. O 

programa de ciclagem foi de 50 °C 1 min, 95 °C 10 min, seguido de 45 ciclos 

de 95 °C 15 s. e 60 °C 1 min, com coleta de dados na última temperatura 

(HERNROTH et al., 2002). No Quadro 2 é mostrado a sequencia dos 

iniciadores e da sonda utilizada. Todas as amplificações foram feitas em 

triplicata utilizando 4 padrões em duplicata e 3 controles positivos e três 

como controle negativo (NTC - no template control). O aparelho utilizado foi 

o StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems).  

 
Primer Sequência pb Autor 

hex1deg (F) 5’-GCCSCARTGGKCWTACATGCACATC-3’ 

301 ALLARD 

et al., (2001) 

hex2deg (R) 5’-CAGCACSCCICGRATGTCAAA-3’ 

nehex3deg (F) 5’-GCCCGYGCMACIGAIACSTACTTC-3’ 171 

Nehex4deg (R) 5’-CCYACRGCCAGIGTRWAICGMRCYTTGTA-3’ 

HAdV F 
 

5´-CWTACATGCACATCKCSGG -3´ 72 Hernroth 
et al., (2002) 

HAdV R 5´-CRCGGGCRAAYTGCACCAG -3´ 

AdDF  Sonda  5’-CCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT-3´  

Quadro 2 – Sequências de iniciadores e da sonda utilizada. Todos os iniciadores 
flanqueiam uma região altamente conservada do gene hexon (responsável pela 
síntese da proteína hexon presente no capsídeo) de adenovírus humano.  Os 
iniciadores utilizados para qPCR fazem parte da primeira região do gene hexon de 
adenovírus e possuem bases degeneradas. A sonda utilizada (marcada com FAM-
TAMRA) possui deficiência para a detecção de alguns membros da espécie B: AdV3, 
-7, -11,-14, -16, -21, -34, -35 e -51. 
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3.2.7 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

Os iniciadores utilizados foram inicialmente descritos por Allard et al. 

(2001). A PCR foi realizada unicamente para as amostras positivas por 

qPCR. Para a reação com o par de iniciadores hex1deg e hex2deg foi 

utilizado 5 μL de DNA extraído em uma reação contendo 1x de tampão (20 

mM Tris-HCl pH 8.4, 50 mM KCl), 200 μM de cada dNTP (dATP, dCTP, 

dTTP e dGTP ), 1,5 mM de MgCl2, 0,2 μM de cada iniciador e 0,25 U de Taq 

DNA Polimerase, para um volume final de 25 μL. O programa de 

amplificação consistiu de desnaturação inicial a 94 ºC por 5 min seguido de 

35 ciclos de 94 ºC para desnaturação durante 30 s., 55 ºC para anelamento 

por 30 s. e 1 min a 72 ºC para extensão . A extensão final foi de 72 ºC por 7 

min. 

Na segunda PCR (nested PCR), 5 μL do produto da primeira PCR 

foram adicionados em uma reação mix com um volume final de 25 μL 

contendo 0,5 μM de cada iniciador (nehexdeg3 e nehexdeg 4), 1x de tampão 

(20 mM Tris-HCl pH 8.4, 50 mM KCl), 100 μM de cada dNTP, 1,5 mM de 

MgCl2 e 0,25 U de Taq DNA Polimerase. O programa de amplificação foi o 

mesmo utilizado para a PCR.  

Os controles positivo (DNA de HAdV-5) e negativo (água ultrapura) 

foram utilizados em todas as reações. Os produtos amplificados de nested-

PCR foram separados por eletroforese em gel agarose 1,5% (UltraPureTM 

Agarose, Invitrogen®) durante 1h a 120 V e 70 mA e visualizados sob 

radiação UV e fotografados. Os amplicons que comparados com o peso 

molecular (100 bp DNA ladder, Invitrogen, Brazil) exibiam ~171 pb foram 

classificados  como positivos. Os amplicons com concentração acima de 50 

ng/μL foram selecionados e purificados com o kit AxyPrep DNA Gel 

Extraction (AXYGEN) e armazenados a – 20 °C.  

3.2.8 Sequenciamento e análise dos dados 

A partir do amplicon purificado, os seguintes passos foram 

realizados : 
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a) Sequenciamento nos dois sentidos da fita (sensi e anti-sensi) 

utilizando respectivamente os primers nehex3deg e nehex4deg. A reação de 

sequenciamento realizada em placas de 96 poços consistiu de um volume 

final de 10 μL contendo: 

DNA------------- 2 μL  

Tampão-------- 2 μL 

 DYENAMIC-- 2 μL 

Primer(0,5 μM)-- 0,2 μL 

H2O------------- 3,8 μL 

A programação de ciclagem foi de 30 ciclos de 95 °C 20 s., 55 °C 15 

s. e 60 °C 1 min. 

b) Precipitação da reação de sequenciamento com DYENAMIC: 

Foram adicionados à placa 40 μL de isopropanol 65 % à temperatura 

ambiente e vortexado por 30 s. A placa foi mantida em temperatura 

ambiente por 20 min e logo em seguida centrifugada por 45 min a 2.000 rcf. 

O isopropanol foi descartado e adicionado 250 μL de etanol 60 % a 

temperatura ambiente e a placa centrifugada a 2.000 rcf por 10 min. O etanol 

foi descartado e adicionado 100 μL de etanol 60 % a temperatura ambiente 

e novamente centrifugado a 2.000 rcf. O etanol foi novamente descartado e 

a placa centrifugada invertida por 1 min a 500 rpm. A placa foi levada ao 

fluxo e deixada por 10 min a temperatura ambiente para secar. Em seguida, 

adicionou-se 10 μL de formamida, que ficou agindo por 5 min a temperatura 

ambiente. Vortexou-se a placa durante 1 min seguido de um spin. O produto 

obtido foi analisado no sequenciador automático 3100 da Applied 

Biosystems.  

c) As sequências obtidas pelo sequenciamento, foram comparadas 

com as sequências depositadas no banco de dados do GenBank utilizando o 

programa BLAST, na sua versão BLASTn, do NCBI (The National Center for 

Biotechnology information, http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST/). As oito 

amostras de amplicons sequenciadas foram alinhadas e editadas utilizando 
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os softwares ClustalX2 (THOMPSON et al., 1997) e BioEdit (HALL, 1999), 

respectivamente. Após o alinhamento e edição das sequências, uma matriz 

de distância genética entre estas oito amostras foi produzida utilizando o 

modelo evolutivo JC69 (JUKES; CANTOR, 1969). A árvore filogenética 

elucidativa da relação de semelhança entre as oito amostras foi construída 

utilizando esta matriz de distância genética com base na metodologia de 

Neighbour-Joining. Foram utilizados 10.000 bootstraps para validar a 

confiança dos nós filogenéticos produzidos. A diversidade nucleotídica foi 

estimada com base nos estimadores de diversidade nucleotídica π (NEI; LI, 

1979) e θ utilizando o software MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2011). A 

visualização da árvore filogenética foi feita utilizando o software FigTree 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). 

3.3 Parte Experimental II 

3.3.1 Ponto de coleta do solo 

Foram coletadas amostras de solo na profundidade de até 15 cm, 

proveniente de uma área de vereda remanescente (S17°00’ W48° 47’), no 

município de Bela Vista de Goiás, no Bioma Cerrado do Estado de Goiás 

(Figura 6). 

3.3.2 Preparo do solo 

O solo foi coletado no início da estação chuvosa, iniciando o 

processo de alagamento do mesmo. Durante a coleta foram priorizados os 

pontos que visualmente apresentavam maior teor de matéria orgânica 

(pontos mais enegrecidos da área). Em seguida, o solo foi levado a um 

galpão para secagem lenta ao ar (TFSA – terra fina seca ao ar) e revirado 

periodicamente para sua secagem ao fundo, evitando o crescimento de 

fungos. Durante a secagem, o solo passou por peneiramento de 10 mm para 

a retirada de agregados do próprio solo e restos vegetais (concreções 

sólidas do solo, gravetos, etc.). Após secagem, o solo foi peneirado a 2 mm, 

homogeneizado e acondicionado em sacos plásticos transparentes e 

estocado em geladeira a 4 °C.  

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree
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Figura 6 - Ponto de amostragem de solo hidromórfico, em fitofisionomia de vereda, 
a sudeste do Estado de Goiás, nos limites do município de Bela Vista de Goiás. 
Fonte: (LABOGEF, 2013) 

Posteriormente foram retirados os restos vegetais em excesso com 

o auxílio de uma pinça e lupa. O solo foi subdividido em duas partes: (1) solo 

com matéria orgânica (CMO) e (2) solo sem matéria orgânica (SMO), este 

último tratado com peróxido de hidrogênio (WHITTIG; ALLARDICE, 1986) e 

autoclavado por três vezes a 121 °C e 0,105 Mpa por 3 h com intervalos de 

24 h (ZHAO et al., 2008). Para garantir a máxima homogeneidade da matriz, 

os solos foram macerados e acondicionados em temperatura ambiente.  

3.3.3 Análise textural e química  

As análises textural e química do solo são mostradas na Tabela 1. O 

pH foi aferido por potenciômetro com eletrodo combinado, imersão em 

sobrenadante do solo e por diferença entre água e cloreto de cálcio. Os 

micronutrientes foram determinados por solução extratora Mehlich com 

posterior leitura via espectrofotômetro de absorção atômica (WENDT, 1995). 
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Tabela 1 - Caracterização textural e química do solo  
 

Areia Silte Argila MO 
pH . 

CaCl2  
H+Al CTC Ca Mg 

dag.dm-3   cmol.dm-3 

36,79 24,2 39 3,07 3,98 8,36 9 0,5 0,08 

  

K Al   Cu  Fe Mn Zn P   

cmol.dm-3 
 

mg.dm-3 
 

0,08 1,4   2,8 162 0,2 0,7 1,64   

Com exceção do resultado de areia, silte e argila (resultado físico ou mesmo 
textural) os demais dados tratam-se dos resultados químicos da solução da terra in 
natura, ou seja, não fazem parte da fração mineral constituinte do solo. 

3.3.4 Análise instrumental 

A fração argila foi determinada por difração de raio-x (DR-X). Foi 

utilizado o solo SMO para a realização de diferentes tratamentos químicos. 

As frações silte, argila (fração argila desferrificada e saturada com K, Mg, Mg 

+ glicerol, k + 350 °C e k + 550 °C) e areia também foram separadas na 

realização do DR-X. Uma análise no solo CMO também foi realizada para 

comprovar a homogeneidade das frações argila no solo. Nas frações argila 

foram determinadas as concentrações de ferro pelo método de Ditionito e 

pelo Oxalato (Tabela 2). O preparo e caracterização mineralógica da 

amostra por difração de raio-x foi realizado de acordo com Whittig et al. 

(1986) e Resende et al. (2005). 

 

Tabela 2 – Teor de ferro (g kg-1) na fração argila calculado pelo método de 
ditionito e pelo oxalato em amostras de solo com matéria orgânica (CMO) e 
sem matéria orgânica (SMO) 
 

Amostra 
Ferro ditionito - Fed Ferro oxalato - Feo Feo/Fed 

g kg-1  

Argila sem MO 20,2 3,0 0,148 

Argila com MO 13,1 4,0 0,305 

 

Foi utilizado o equipamento X Pert Pro (PANalytical) com tubo de 

cobalto. Os difratogramas foram obtidos numa escala de 4 a 65°2ϴ e 

velocidade angular do goniômetro de 1°2ϴ min-1. A Figura 7 mostra os 

resultados obtidos pelo uso do DR-X tanto na amostra CMO quanto SMO. 
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Figura 7 – Caracterização da fração argila do solo pelo uso de Difração de raio-x. 
Em (A) foi utilizado o solo submetido a remoção da matéria orgânica pelo método 
do peróxido de hidrogênio (WHITTIG; ALLARDICE, 1986). Para minimizar possíveis 
ruídos na curva, foram realizados 6 tratamentos diferentes: fração argila 
desferrificada e saturada com K, Mg, Mg + glicerol, K + 350 °C e K + 550 °C. Em 
(B) caracterização da fração argila tanto em solo com matéria orgânica (CMO) 
quanto sem matéria orgânica (SMO). Os minerais do tipo 2:1 encontrados foram 
vermiculita e ilita. Não foram identificados picos de minerais do grupo dos óxidos de 
ferro (hematita e goethita). Também não foram encontrados picos característicos 
para a pirita, pois para a sua formação, são necessários ambientes saturados com 
água e que tenha uma elevada quantidade de enxofre para que a mesma possa ser 
formada. Além disso, a forma como foi realizado o pré-tratamento (terra fina seca 
ao ar) pode oxidar a pirita, transformando-a em jarosita.  
 

 

Os teores de ferro no solo são baixos, muitos destes associados a 

compostos de ferro de baixa cristalinidade como ferrihidrita e lepidocrocita. A 

relação superior a 0,05 (Feo/Fed) indica claramente a presença de formas 

de baixa cristalinidade. 

A análise mineralógica das amostras (SMO e CMO) foi obtida por 

espectroscopia de energia dispersiva, realizada no microscópio eletrônico de 

varredura (MEV) – equipamento modelo JSM 6610 da marca JEOL, 

equipado com EDS, ThermoScientific NSS Spectral Imaging.   

As amostras foram metalizadas com equipamento modelo Desk V da 

marca Denton Vacuum com o seguinte procedimento: o filme de ouro foi 

depositado em uma câmara com pressão atmosférica entre 50 e 60 mt e 
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corrente de 15 mA por dois minutos,  gerando uma camada de 

aproximadamente 250 Angstroms de espessura de ouro por cima da 

amostra. As Figuras 8 e 9 mostram respectivamente os resultados da 

espectroscopia de energia dispersiva em MEV juntamente com 

eletromicrografia de varredura da amostra CMO e SMO. 

3.3.5 Preparo e Inoculação de HAdVs 

Células A549 foram cultivadas em garrafas de cultivo celular (150 

cm2) contendo meio Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DEMEM Alta 

Glicose 1X) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e PSA 1% 

(penicilina G, estreptomicina e anfoterincina B nas concentrações finais de 

100 U/mL, 100 µg/mL e 0,25 µg/mL respectivamente). As células foram 

infectadas com adenovírus humano 5 (espécie C, sorotipo 5 – HadV-5) e  

cultivadas em estufa de CO2 5% a 37 ºC até a visualização ao microscópio 

invertido de efeito citopático. Em seguida, as células foram congeladas e 

descongeladas três vezes e os debris celulares removidos por centrifugação 

a 4 ºC por 10 min a 5.000 rpm. O inoculo viral consistiu de alíquotas 

homogêneas de 1 mL do sobrenadante. 

Para a USEPA (2011) e Brasil (2005) o máximo aceitável para 

sólidos totais dissolvidos (STD) em águas tratadas é respectivamente de 500 

e 1000 mg/L com o pH compreendido entre os intervalos de 6,0 a 9,5  para 

Brasil (2005) e 6,5 e 8,5 para a (USEPA, 2011). Assim, foram realizados 

experimentos que simulavam os limites máximos de STD em águas 

contaminadas por HAdV-5. O pH foi outro parâmetro analisado, no qual se 

utilizou como referência os pH 6,0 e 8,0 (representativos da faixa de valores 

mais comumente monitorados em águas tratadas).  

A metodologia consistiu em adicionar separadamente 5, 25 e 50 mg 

de solo CMO  e SMO em tubos de polipropileno estéreis de 50 mL e 

adicionar 40 mL de água ultrapura e agitar manualmente para obter os 

sólidos presentes na água (sedimentáveis e não sedimentáveis). 
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Elemento 
Linha 

Peso % 
 

Peso % 
Erro 

Atom % 
 

Atom % 
Erro 

Formula 
 

Componente 
% 
 

Al K 42,06 +/- 0,40 46,32 +/- 0,44 Al 42,06 
Si K 42,72 +/- 0,60 45,20 +/- 0,63 Si 42,72 
K K 0,69 +/- 0,10 0,53 +/- 0,08 K 0,69 
Ti K 2,54 +/- 0,30 1,58 +/- 0,19 Ti 2,54 
Fe K 11,99 +/- 0,72 6,38 +/- 0,38 Fe 11,99 
Total 100,00  100,00   100,00 

Figura 8 – Resultado da espectroscopia de energia dispersiva para a amostra de 
solo com matéria orgânica (CMO). O gráfico mostra os elementos químicos que 
foram excitados pelo feixe de elétrons e emitiram raios-x característicos. Ao lado é 
mostrada uma eletromicrografia de varredura da amostra, na qual se pode observar 
a presença de quartzo (círculo). Os dados obtidos não contemplam a associação 
destes minerais com o oxigênio. 

 
O pH das soluções de água com sedimento foi ajustado para 6,0 e 

8,0 (um pH diferente para cada tipo e concentração de sedimento) utilizando 

HCl 0,1 M. Em seguida, foi adicionado 1 mL de alíquota viral e completado 

com água ultrapura até atingir o volume final  de 50 mL, obtendo-se 

respectivamente as concentrações de 100, 500 e 1000 mg/L de sólidos 

totais. Foi utilizado um controle (ensaio controle – CA) para cada tipo de pH 

(6,0 e 8,0), no qual foi adicionado apenas a alíquota viral e completado com 

água ultrapura para obter um volume final de 50 mL. O CA (sem adição de 

solo) foi processado da mesma forma que os demais tubos dos tratamentos. 
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Elemento 

Linha 
Peso % 

 
Peso % 

Erro 
Atom % 

 
Atom % 

Erro 
Formula 

 
Componente 

% 

Al K 41,72 +/- 0,37 45,14 +/- 0,40 Al 41,72 
Si K 46,70 +/- 0,56 48,53 +/- 0,58 Si 46,70 
K K 0,47 +/- 0,10 0,35 +/- 0,08 K 0,47 
Ti K 1,97 +/- 0,16 1,20 +/- 0,10 Ti 1,97 
Fe K 9,14 +/- 0,76 4,78 +/- 0,40 Fe 9,14 
Total 100,00  100,00   100,00 

 

Figura 9 – Resultado da espectroscopia de energia dispersiva para a amostra de 
solo sem matéria orgânica (SMO). O gráfico mostra os elementos químicos que 
foram excitados pelo feixe de elétrons e emitiram Raios-x característicos. Ao lado é 
mostrada uma eletromicrografia de varredura da amostra. As setas na micrografia 
indicam grãos de quartzo. Os dados obtidos não contemplam a associação destes 
minerais com o oxigênio e nem carbono.  
 

Os experimentos foram realizados em triplicata. Todas as 

concentrações foram processadas em réplica, com a repetição do 

experimento em triplicata. 

Os tubos contendo as soluções de vírus com solo (ensaio teste – 

TA) foram agitados a 150 rpm durante 1 h a 24 °C. Foi escolhido este 

período de interação entre os vírus e as partículas sólidas pois Schijven e 

Hassanizadeh (2000) demonstraram que entre 1 e 2 h há um equilíbrio entre 

adsorção e desorção em suspensões líquidas, e  a taxa de decaimento é 

estável entre estes dois períodos. Já Gantzer et al. (1994) reportou um 

tempo de equilíbrio de 30 min em experimentos em série (batch 
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experiments). Pós-período de agitação, os tubos permaneceram em repouso 

por 1 h em temperatura de 24 °C para a precipitação dos sólidos. 

Após 1 h foram formadas duas fases nítidas: (i) o sobrenadante e (ii) 

o sedimento. Alíquotas de 200 µl do sobrenadante de cada tubo foram 

aliquotadas e estocadas a – 80 °C até processamento. 

3.3.6 Extração de DNA 

A extração de DNA foi realizada de acordo com as recomendações 

do fabricante. Alíquotas de 200 µl do sobrenadante tiveram os ácidos 

nucléicos extraídos pelo kit comercial QIAamp Stool Mini kit  (QIAGEN). O 

sobrenadante remanescente dos tubos foi retirado e deixado apenas o pellet 

representativo do material sedimentável, ao qual foi imediatamente 

acrescido 2 mL de tampão ASL proveniente do kit QIAamp DNA Stool Mini 

Kit (QIAGEN) e seguido as demais instruções do fabricante para extração de 

ácidos nucléicos. O  QIAamp DNA Stool Mini Kit foi a melhor opção para 

extração de DNA, pois removeu as impurezas e inibidores comumente 

encontrados em amostras de solo. Todas as amostras extraídas foram 

imediatamente armazenadas em freezer – 80 °C. 

3.3.7 Enumeração por PCR em tempo real quantitativa (qPCR) 

As amostras de DNA foram diluídas na proporção 1:10 para evitar 

inibições e a PCR quantitativa realizada como descrita por Hernroth et al. 

(2002). Todas as amplificações foram feitas em duplicata no aparelho 

StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems), utilizando 

como padrão o plasmídeo pBR322 contendo parte do gene hexon, gerando 

uma curva padrão (R > 0.98). Os resultados foram analisados para mensurar 

a quantidade de CG/mL de HAdV-5 na água e no sedimento precipitado, e 

comparou-se estes com os resultados no CA. 

Os resultados em CG/mL foram utilizados na estruturação de uma 

sequência de equações matemáticas que inferem o número total de 

recuperação de cópias genômicas em relação à concentração de argila tanto 

em suspensão – simulando os sólidos suspensos em águas tratadas – 
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quanto no precipitado – para simular os sólidos que podem ser 

sedimentados no decorrer do transporte de água pelos canos ou recipientes 

de armazenamento. Para o ensaio teste (TA) de todos os tratamentos, o 

número total de cópias genômicas de HAdVs permanente no sobrenadante 

(Nsup) e no precipitado (Nprec) foi calculado respectivamente, de acordo com 

as seguintes equações:   

 

     ⟦[(
(          )

   
⁄ )      ]          ⟧                             (01) 

 

      ⟦(    )  [[(
          

   ⁄ )      ]        ]⟧             (02) 

 

Onde V, Clay% e Floc representam, respectivamente, o volume do 

sedimento (cm3) no tubo, o teor de argila (%) da matriz e o grau de 

floculação da mesma. O volume estabelece uma relação direta entre massa 

(g) e densidade (g/cm3), onde 1 cm3 equivale a um mililitro. O teor de argila é 

encontrado laboratorialmente pela análise textural do solo, e o grau de 

floculação é a relação entre a argila naturalmente dispersa e a total, obtida 

após a dispersão (Tabela 1).  

O número total de CG no ensaio teste (Nta) foi obtido compilando as 

equações 1 e 2, e gerando a equação 3 abaixo: 

 

     (           )                      (03) 

 

E a taxa total de recuperação (Rr) em CG foi calculada pela a 

equação matemática 4: 

 

  ( )  [
(       ) 

   
]             (04) 

 

Onde, Nca corresponde ao número total de CG no CA. A equação 04 

pode ser reescrita pela seguinte equação: 
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3.3.8 Ensaio Citotóxico 

Células A549 foram propagadas em placas de cultivo celular de 24 

cavidades, na concentração de 1,5 x 105 células por poço contendo DEMEM 

1x com 5% de SFB e 1% de PSA e reservadas. 

Alíquotas do sobrenadante CMO foram tratadas com PSA 2% e 

diluídas em Meio Mínimo Essencial com sais de Eagle’s 1x (MEM 1x) nas 

seguintes proporções: 1:2 até 1:7. Em seguida, um inoculo de 100μl de cada 

uma das diluições, em tréplica, foi colocado em contato com as células 

propagadas durante 1h a 37°C em atmosfera de CO2 5% e agitação 

uniforme a cada 15 min. Posteriormente, o inoculo foi removido e 1 mL de 

DEMEM 1x, contendo respectivamente 1% de PSA e SFB foi adicionado às 

células, três controles celulares foram mantidos e estes continham apenas 

células e meio de manutenção. As placas foram incubadas a 37°C, em 

atmosfera 5% de CO2 e a monocamada celular monitorada nos períodos de 

24, 48, 72 e 96 h. Células que continham amostras testes inoculadas foram 

comparadas com os controles celulares em microscópio invertido. 

Sequencialmente, as células foram fixadas e coradas com preto de naftaleno 

(0,1% preto de naftaleno, 5% ácido acético, pH 2,3-2,4). O tapete celular 

corado foi analisado e a primeira diluição não citotóxica foi instituída para 

uso em todos os demais ensaios.  
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3.3.9 Ensaio em Placa de Lise 

A padronização do método de titulação por placa de lise do HAdV-5 

se baseou no descrito por Cromeans et al. (2008) e Rigotto et al. (2011). 

Células A549 (cultivadas em meio DMEM 1x alta glicose, 10% SFB) foram 

semeadas em placas de seis cavidades na concentração 2,5 x 105 

células/mL. Após 24 horas, período necessário para as células atingirem 

confluência, a placa foi lavada duas vezes com PBS pH 7,2. Alíquotas do 

sobrenadante de todos os tubos foram previamente tratadas com PSA 2% e 

diluídas com MEM 1x na proporção 1:6 (diluição não citotóxica). A placa foi 

mantida a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2 por 1 h para promover a 

adsorção viral, sendo homogeneizada a cada 15 minutos. Após esse 

período, o inoculo viral foi aspirado e foi adicionado 2,5 mL por poço de uma 

solução na proporção 1:1 de meio DMEM 2x com alto teor de glicose 

(suplementado com 4% de SFB, 1 % de PSA, 2 % de cloreto de magnésio a 

1 M e 2 % de ácido pirúvico a 100 mM) e bácto ágar 0,6 % ainda líquido 

(temperatura de ~ 50 °C).  

O báctor ágar impede a difusão da infecção viral a partir de uma 

célula infectada, permitindo que o vírus infecte apenas células vizinhas. 

Após a polimerização do báctor ágar, as placas foram incubadas em estufa a 

37 °C com atmosfera de 5 % de CO2 por sete dias. Decorrido esse tempo, a 

camada contendo meio de cultura e báctor ágar foi retirada, e o tapete 

celular corado com preto de naftaleno (0,1% preto de naftaleno, 5% ácido 

acético, pH 2,3-2,4) e deixado sob agitação por 5 minutos em mesa 

agitadora. Em seguida, o corante era aspirado e as placas de lise 

quantificadas. As placas podem ser lidas/contadas sem auxílio de lupa ou 

microscópio e o título de infecciosidade é expresso pelo número de 

Unidades Formadoras de Placas/mL (UFP/mL ou PFU/mL): 

 

       
                                       

                 (  )
 

 
 



Métodos 36 

Para analisar o limite de sensibilidade na matriz, foram feitas 

diluições seriadas na base 10 do sobrenadante de todas as amostras 

(diferentes concentrações de solo e pH, incluso os ensaios controles) e 

realizada a infecção e análise em placa de lise celular.  

3.4 Análise Estatística 

O programa Microsoft® Excel 2007 foi usado para a tabulação dos 

dados e a análise estatística foi realizada pelo programa SPSS® for 

Windows®, versão 16.0.  

Para comparar os tratamentos CMO e SMO nos dois tipos de pH e 

em relação ao numero de CG/mL ou de cópias genômicas totais, foi utilizado 

o teste u Mann-Whitney com nível de significância de 5% (p<0,05). 
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Artigo 3 - Alto número de cópias genômicas de adenovírus humano C em 
água tratada de área neotropical  

Silva, Hugo Delleon. 

Núcleo de Pesquisas em Agente Emergentes e Re-emegentes, Universidade Federal de Goiás, Brazil 

 

Resumo 

Em áreas neotropicais, são escassas as informações sobre a ocorrência de adenovírus humano (HAdV) 

em água tratada. Desta forma, o presente estudo propôs quantificar e caracterizar molecularmente os 

HAdVs detectados em amostras de água tratada de uma região de cerrado do Brasil. Para tal, durante os 

meses de agosto a novembro de 2012, foram coletadas amostras de água de 4 reservatórios de água 

tratada e de seus respectivos pontos na rede de distribuição na cidade de Goiânia, totalizando 80 

amostras. Amostras de água foram concentradas, analisadas por qPCR e parte destas sequenciadas. A 

análise de qPCR demonstrou 76,6% (10
0
 - 10

9 
CG.mL

-1
)  e 37,5% (10

1
 - 10

8 
CG.mL

-1
) de amostras 

positivas para os reservatórios e seus pontos na rede de distribuição respectivamente. Todas as amostras 

selecionadas para sequenciamento compatíveis com  HAdVs espécie C. Este estudo relata um valor de 

CG.mL
-1

 de HAdV não detectado em nenhum outro trabalho com água tratada. Este dado merece 

especial atenção, sobretudo das autoridades sanitárias. 

 

Palavras-chave: adenovírus humano, agua tratada, sequenciamento, qPCR.  
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 Introdução 

 Tradicionalmente, coliformes e bactérias heterotróficas são utilizadas para atestar a qualidade 

microbiológica da água (Lee e Kim 2002). Todavia, já se sabe que tais parâmetros não asseguram a 

qualidade virológica da mesma (Le Guyader et al. 2000; Formiga-Cruz et al. 2003; Hsu et al. 2007).  

 Assim, os adenovírus humano (HAdVs), vírus frequentes em dejetos humanos, têm sido 

fortemente indicados como marcadores virológicos da qualidade de águas tratadas e não tratadas (Wyn-

Jones et al. 2011; Silva et al. 2011a; Fongaro et al. 2013). Os HAdVs  fazem parte da família 

Adenoviridae, gênero Mastadenovirus, que possui 57 diferentes sorotipos distribuídos em 7 espécies 

(A-G) (King et al. 2011).  

 Com a incorporação de técnicas que permitiram a quantificação genômica com maior 

sensibilidade e especificidade, tal como a Real Time PCR quantitativa (qPCR), e em razão à pressão por 

água com segurança microbiológica (Albinana-Gimenez et al. 2009), os HAdVs vêm sendo detectados e 

quantificados com êxito em águas tratadas de diferentes regiões do mundo (Lambertini et al. 2008; 

Albinana-Gimenez et al. 2009; Ryu et al. 2010).  

 Além da quantificação, é de suma importância realizar a caracterização molecular dos 

sorotipos circulantes nas amostras de água tratada, pois é base para estudos eco-epidemiológicos, de 

análise de risco e tomada de decisões em saúde ambiental. 

 Geralmente, observa-se certa divergência entre os sorotipos de HAdVs detectados em 

diferentes regiões. Lee e Kim (2002) encontram em águas tratadas da Coréia os sorotipos 40, 41, 1, 5 e 

6. Já van Heerden et al. (2005) detectaram em amostras de água tratada da Alemanha os sorotipos 40, 

41 e espécies D.  

 Estudos que realizam a caracterização molecular de HAdVs detectados em água tratada de 

áreas neotropicais são escassos  e inexistentes na região Centro-Oeste do Brasil, onde encontra-se o 

bioma cerrado, um dos pontos quentes (hot spots) para a conservação da biodiversidade no mundo 

(Myers et al. 2000). Nesta região, Silva et al. (2010) detectaram adenovírus em águas de rio e lagos da 

cidade de Goiânia, mas o monitoramento não foi estendido para as águas tratadas e nem realizado a 

quantificação dos sorotipos circulantes.   

 Assim, o objetivo deste estudo, foi de quantificar e caracterizar molecularmente os sorotipos de 

HAdVs  detectados no sistema de abastecimento de água tratada da cidade Goiânia, Goiás, Brasil. 

 

 Metodologia 

 

Coleta e concentração das amostras 

 A Figura 1 demonstra um mapa do município de Goiânia contemplando os 8 pontos de coleta  

utilizados. Foram coletadas amostras em 4 reservatórios: Senac (R1), Serrinha (R2), Atlântico ( R3) e 

Cristina (R4) com seus respectivos pontos na rede de distribuição de água tratada (P1, P2, P3 e P4).  Os 

reservatórios recebem água tratada de ciclo completo (coagulação, floculação, decantação, filtração, 

desinfecção pelo cloro e correção do pH) e redistribuem esta água para os vários bairros da cidade. Os 

pontos de distribuição utilizados foram os mesmos pontos monitorados pela empresa de Saneamento 

Público de Goiás (Saneago/GO).  
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  As amostras foram coletadas durante o segundo semestre de 2012, nos meses de agosto a 

novembro, totalizando 80 amostras, 10 amostras para cada reservatório e para seu respectivo ponto na 

rede de distribuição. 

 Foram coletadas amostras de água em galões de polietileno com capacidade para 5 L 

diretamente de torneiras na saída dos reservatórios ou na chegada das residências (água da rua). Todo o 

procedimento de coleta e concentração das amostras foi realizado de acordo com Silva et al. (2010).  O 

concentrado foi armazenado a – 80 °C até uso. 

 

Extração de DNA 

 Um volume de 200μL de concentrado foi utilizado para a extração de ácidos nucléicos 

utilizando o kit comercial QIAamp MinElute Virus Spin Kit (QIAGEN).  

 

Quantificação do Genoma viral por PCR quantitativa (qPCR) 

 A qPCR foi realizada de acordo com Hernroth et al. (2002). As amostras de DNA foram 

diluídas 1:10 para evitar inibições. Todas as reações foram feitas em triplicata, utilizando-se no mínimo 

quatro padrões (diluições 1:10 de plasmídeos pBR322 contendo parte do gene hexon) e água ultrapura 

como controle não-alvo (NTC). Foi utilizado o aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems) em todos os ensaios. O resultado adquirido em CG.mL
-1

 foi definido com a média 

dos dados obtidos. 

 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 Os iniciadores utilizados foram inicialmente descritos por Allard et al. (2001). A PCR foi 

realizada unicamente para as amostras positivas por qPCR. Para a reação com o par de iniciadores 

hex1deg e hex2deg foi utilizado 5 μL de DNA extraído em uma reação contendo 1x de tampão (20 mM 

Tris-HCl pH 8.4, 50 mM KCl), 200 μM de cada dNTP (dATP, dCTP, dTTP e dGTP ), 1,5 mM de 

MgCl2, 0,2 μM de cada iniciador e 0,25 U de Taq DNA Polimerase, para um volume final de 25 μL. O 

programa de amplificação consistiu de desnaturação inicial a 94 ºC por 5 min seguido de 35 ciclos de 94 

ºC para desnaturação durante 30 seg, 55 ºC para anelamento por 30 seg e 1 min a 72 ºC para extensão. 

A extensão final foi de 72 ºC por 7 min. 

 Na segunda PCR (nested-PCR), 5 μL do produto da primeira PCR foram adicionados em uma 

reação mix para um volume final de 25 μL contendo 0,5 μM de cada iniciador (nehexdeg3 e nehexdeg 

4), 1x de tampão (20 mM Tris-HCl pH 8.4, 50 mM KCl), 100 μM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl2 e 

0,25 U de Taq DNA Polimerase. O programa de amplificação foi idêntico ao utilizado para a PCR.  

 Os controles positivo (DNA de HAdV-5) e negativo (água ultrapura) foram utilizados em todas 

as reações. Os produtos amplificados de nested-PCR foram separados por eletroforese em gel agarose 

1,5% (UltraPureTM Agarose, Invitrogen) durante 1h a 120 V e 70 mA e visualizados sob radiação UV. 

Os amplicons que comparados com o peso molecular (100 pb DNA ladder, Invitrogen, Brazil) exibiam 

~171 pb foram classificados  como positivos. Os amplicons com concentração acima de 50 ng/Lforam 

selecionados e purificados com o kit AxyPrep DNA Gel Extraction (AXYGEN) e armazenados a – 20 

°C.  
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Sequenciamento e caracterização molecular 

 Foram selecionados 8 amplicons purificados, um para cada reservatório e ponto amostrado, e 

diretamente sequenciados utilizando o kit DYEnamic ET - Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for 

MegaBACE DNA Analysis Systems (GE Healthcare) de acordo com recomendações do fabricante. A 

programação de ciclagem foi de 30 ciclos de 95 °C 20 seg, 55 °C 15 seg e 60 °C 1 min. Os iniciadores 

da nested-PCR foram  utilizados em uma concentração de 0,05 M por reação. Os amplicons foram 

sequenciados nas duas direções da fita de DNA, utilizando o analisador automático de DNA 3100 da 

Applied Biosystems. A análise de base calling foi conduzida pelo software Sequencing Analysis da 

Applied Biosystems.  

 As sequências obtidas pelo sequenciamento foram comparadas com as sequências depositadas 

no banco de dados do GenBank utilizando o programa BLAST, na sua versão BLASTn, do NCBI (The 

National Center for Biotechnology information, http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST/). As 8 amostras de 

amplicons sequenciadas foram alinhadas e editadas utilizando os softwares ClustalX2 (Thompson et al., 

1997) e BioEdit (Hall, 1999) respectivamente. Após o alinhamento e edição das sequências, uma matriz 

de distância genética entre estas amostras foi produzida utilizando o modelo evolutivo JC69 (Jukes e 

Cantor 1969). A árvore filogenética elucidativa da relação de semelhança entre as amostras de 

amplicons foi construída utilizando esta matriz de distância genética com base na metodologia de 

Neighbour-Joining. Foram utilizados 10.000 bootstraps para validar a confiança dos nós filogenéticos 

produzidos. A diversidade nucleotídica foi estimada com base nos estimadores de diversidade 

nucleotídica π (Nei e Li 1979) e θ utilizando o software MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011). A 

visualização da árvore filogenética foi feita utilizando o software FigTree 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). 

 

Resultados 

 No total, as análises de qPCR demonstraram que 52,5% (42/80) das amostras foram positivas 

para o HAdV, correspondendo a 18,75 (15/80) e 33,75% (27/80) das amostras coletadas nos pontos e 

reservatórios respectivamente (dados não mostrados). Analisando em separado, 76,6% (27/40) das 

amostras dos reservatórios foram positivas, contra 37,5% (15/40) de positividade nos pontos da rede de 

distribuição. Nos reservatórios, a enumeração de CG.mL
-1   

variou de  10
0
 a 10

9
 (média de 1,01 × 10

9
),

 
já 

nos pontos da rede de distribuição de água, esta variação foi 10
1
 a 10

8 
(média de 3,42 ×10

7
). Os 

resultados das amostras positivas por qPCR são  mostrados na Tabela 1. Nos reservatórios, com exceção 

de R2, o valor das CG.mL
-1

 foram sempre elevadas. Contrariamente, comparado com os demais pontos 

da rede de distribuição, o ponto do reservatório R2 (P2) apresentou o maior número de CG.mL
-1

 (Tabela 

1). 

 . Os resultados da análise BLASTn mostraram uma cobertura média de 72,50% dos amplicons 

sequenciados em relação às amostras depositadas no banco de dados do NCBI. Em média, 91% dos 

nucleotídeos sequenciados apresentavam identidade com as amostras do banco de dados, o que 

produziu um e-value médio de 4.10
-52

. 

http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST/
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree
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 Todas as amostras sequenciadas apresentaram similaridade entre si, mostrando positividade 

para o adenovírus humano espécie C. Dentre estas, foi possível identificar que as amostras P3 e R4 

correspondiam aos sorotipos 2 e 5, respectivamente. 

 As amostras apresentaram nível de diversidade nucleotídica (π) mediano, com um π = 0.0842 e 

um valor de  θ = 0.090. O número de haplótipos identificado foi igual ao número de sequências 

amostradas, isto é, 8. Dentre os sítios analisados, 104 (24,18%) foram considerados sítios polimórficos e 

40 sítios (9,30%) filogeneticamente informativos. 

 A distância genética média entre as 8 sequênciasfoi de aproximadamente 0.070, mostrando 

existir uma elevada similaridade genética entre as oito amostras coletadas nos diferentes sítios de coleta 

(Tabela 2). A árvore filogenética, construída com base na metodologia de Neighbour-Joining (Figura 2), 

mostrou a existência de dois grupos, ou seja, as oito amostras de amplicons podem ser claramente 

estruturadas em dois subgrupos.  Estes grupos não se referem aos locais de coleta específicos. O grupo 

1, formado por cinco sequências, refere-se à três amostras coletadas em pontos de abastecimento (P1, 

P2 e P4) enquanto as outras duas foram coletadas em reservatórios (R2 e R3). O segundo grupo, foi 

formado por três amostras, duas delas coletadas em reservatórios (R1 e R4) e outra coletada num ponto 

de abastecimento (P3). É interessante perceber que as amostras identificadas como os sorotipos 2 e 5 

formam um grupamento monofilético, indicando elevada semelhança genética entre elas, mesmo que 

tenham sido coletadas em pontos diferentes. 

 

Discussão 

  Em Goiânia, as fontes primárias de abastecimento da cidade são o rio Meia Ponte e o Ribeirão 

João Leite, responsáveis pelo abastecimento de cerca 48,0% e 52,0% da população respectivamente. 

Nestas fontes, um estudo sazonal realizado por Silva et al. (2010) detectou 47,60% e 55,50%  de 

amostras contaminadas com adenovírus no Ribeirão João Leite e rio Meia Ponte respectivamente. Estes 

dados estão em consonância com os dados aqui obtidos, pois R1 e R2 recebem água do Sistema João 

Leite, onde foram detectadas 8 amostras positivas, enquanto R3 e R4 do Sistema Meia Ponte, com 19 

amostras positivas. Estes resultados inclusive podem ser extrapolados para os pontos na rede de 

distribuição, pois foram detectadas 10 amostras positivas para P3+P4, contra 05 amostras positivas para 

P1+P2. Assim, há uma maior contaminação das águas por adenovírus nos reservatórios e pontos do 

Sistema Meia Ponte. Isso pode ter ocorrido em razão do rio Meia Ponte sabidamente receber esgoto 

clandestino antes da captação da água para tratamento (Silva et al. 2010). 

 Os resultados obtidos são de suma importância em saúde pública, pois mostram que há 

contaminação da água tratada da cidade de Goiânia por HAdVs. Apesar da qPCR não inferir 

infecciosidade, muitos estudos relatam a detecção de HAdVs infecciosos em águas tratadas de 

diferentes regiões do mundo (Rigotto et al. 2010; Dong et al. 2010; Calgua et al. 2011). 

 A detecção destes patógenos é seriamente influenciada pela metodologia de concentração 

(Silva et al. 2011b). Normalmente, o volume amostral utilizado para se concentrar adenovírus em água 

tratada varia de 10 a 1.500 L (Lambertini et al. 2008; Albinana-Gimenez et al. 2009; Dong et al. 2010), 

sendo que, o volume de amostra utilizado neste estudo (5 L)  foi a metade do volume utilizado por Silva 

et al. (2010) utilizando a mesma metodologia de detecção em água de rios e lagos da cidade de Goiânia.  
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Assim, era de se esperar que a positividade em águas tratadas da cidade Goiânia fosse menor, mas 

contrariamente, isso não ocorreu.  

 Esse elevado número de amostras de água positivas esta relacionado ao elevado grau de 

contaminação das mesmas, que foi confirmado pela enumeração em CG.mL
-1

 (Tabela 1). As 

quantificações de HAdVs em água tratada de trabalhos correlatos relatam uma variação de 10
0
 – 10

3
 

CG.mL
-1

 (Albinana-Gimenez et al. 2009; Lambertini et al. 2008, Fongaro et al. 2013). Em amostras de 

rios e lagos varia de 10
0
 a 10

8
 CG.mL

-1
 (Xagroraraki et al. 2007; Albinana-Gimenez et al. 2009; Calgua 

et al. 2011; Fongaro et al. 2012).  Os adenovírus são estáveis em meio ambiente, sendo o vírus mais 

prevalente em esgotos (Metcalf e Estes 1994; Parasidis et al. 2013) com média de 10
2
 a 10

5 
CG.mL

-1
 

(He Jiang 2005; Muscillo et al. 2008). Assim, os dados aqui obtidos, demonstram que a média tanto dos 

pontos da rede de distribuição quanto dos reservatórios estão muito acima dos valores detectados em 

amostras ambientais sem tratamento. Entretanto, deve-se ressaltar que ocorreu uma grande variação nos 

dados, sobretudo nas amostras oriunda dos R4, R3 e P2, onde a média global foi elevada pela 

incorporação de amostras com alto valor em CG.mL
-1

.  

 Ainda em relação à média de CG.mL
-1

, com exceção de R2, a média dos demais reservatórios 

foi sempre maior do que seus respectivos pontos na rede de distribuição. Além disso, a positividade 

também foi maior nos reservatórios do que nos seus respectivos pontos na rede de distribuição (Tabela 

1). Esta alta positividade nos reservatórios em detrimento dos pontos na rede de distribuição pode ser 

explicada pelo efeito de diluição dos vírus e degradação dos mesmos durante o percurso até as 

residências, considerando o sistema como integrado, contínuo e sem contaminações.  

 Apesar das limitações da qPCR em mensurar infecciosidade, a qPCR pode ser indicada para 

avaliar a remoção dos vírus em água tratada (Albinana-Gimenez et al. 2009). Assim, deve-se questionar 

o atual modelo de tratamento da água, que não foi capaz de remover eficientemente os HAdVs 

presentes na água bruta captada para tratamento. Tal como afirma Koopmans et al. (2002), o atual 

modelo de tratamento de águas é ineficaz na remoção e eliminação dos vírus (Koopmans et al. 2002; 

Bosch et al. 2008),  sendo  incapaz de fornecer água ausente de vírus (Bosch et al. 2008). A situação se 

torna ainda mais grave, pois no Brasil e demais países neotropicais, não existem leis específicas que 

asseguram a detecção e o monitoramento virológico da água de uso e consumo humano. Nos países 

industrializados, na vanguarda da virologia ambiental, estes patógenos são implicados com os principais 

causadores das gastroenterites (Lopman et al. 2003).   

 Em relação à caracterização molecular dos sorotipos de  HAdV circulantes, todos os amplicons 

sequenciados foram pertencentes a espécie  C. Os HAdVs da espécie são conhecidos por causar 

infecções respiratórias (Wold e Horwitz 2007). Os sorotipos 2 e 5 detectados são responsáveis por 

desencadear faringites agudas e acometem principalmente crianças e recém-nascidos (Mena e Gerba 

2008).   

 Os valores de bootstrap foram elevados, nenhum dado abaixo de 50% e isso indica a confiança 

na árvore filogenética produzida (Figura 2), que apresenta dois grupos filogenéticos bem delimitados. O 

Grupo 1 (amostras R2, R3, P1, P2 e P4) e o Grupo 2 (amostras R1, R4 e P3). Pela análise da árvore, 

existe um forte indício de que as amostras P3 e R4 sejam respectivamente os sorotipos 2 e 5. As 
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amostras presentes nos grupo 1 podem estar relacionadas com outros sorotipos diferentes dentro da 

espécie C. 

 A maior ocorrência de HAdVs da espécie C em águas neotropicais é corroborada por  

pesquisas desenvolvidas por Moresco et al. (2012) e Fongaro et al. (2013), que encontraram maior 

prevalência de HAdV-2 em amostras de água ambiental e tratada na região sul do Brasil. 

Contrariamente, uma maior ocorrência dos sorotipos gastroentéricos (HAdV-40 e 41) são detectados em 

águas ambientais da América do Norte e da Europa (Chapron et al. 2000; Wyn-Jones et al. 2011).  

 Tanto os sorotipos respiratórios quanto os gastroentéricos podem ser isolados de águas 

ambientais (Mena e Gerba 2008). Entretanto, ainda são escassos os dados referentes à prevalência 

destes patógenos, sobretudo em águas tratadas de regiões neotropicais. Assim, é necessário um 

incremento de estudos nessa área, para que haja uma melhor compreensão da dinâmica dos HAdVs nas 

diferentes matrizes de água ao redor do mundo. 

 Na cidade de Goiânia, de Freitas et al. (2010) relataram a ocorrência clínica de HAdVs em 

amostras diarreicas de crianças, demonstrando a presença de HAdV-5 e dos sorotipos gastroentéricos 

(HAdV40/41), que em razão da natureza da amostra, foram os mais frequentes. De qualquer modo, 

estes achados clínicos em associação com os dados aqui apresentados, mostram que a água tratada pode 

fornecer algum risco, sobretudo para a população pediátrica, e esta assertiva deve ser avaliada em 

estudos futuros, acessando a infecciosidade viral e a análise sazonal dos dados. 

 A pesquisa aqui realizada foi pontual, e uma melhor avaliação dos pontos amostrados deve ser 

realizada, até mesmo porque os valores de CG.mL
-1

 foram extremamente elevados. A detecção destes 

patógenos ocorreu em um período chuvoso, em que há maior percolação de matéria orgânica oriunda de 

dejetos humanos e isso pode ter influenciado no elevado número de cópias genômicas. Além disso, as 

encanações ao longo da rede de distribuição podem sofrer infiltrações e contaminações exógenas, as 

quais não foram avaliadas.  

 É importante também considerar a alta taxa de replicação dos HAdVs nos indivíduos e sua 

mutabilidade, haja vista que o favorecimento da frequente passagem desses vírus pelos seus hospedeiros 

pode gerar partículas virais mais patogênicas. Isto aumenta a necessidade do desenvolvimento de 

eficientes metodologias de monitoramento, remoção e inativação de vírus em água tratada, sobretudo no 

atual contexto, com o aumento da população de indivíduos mais susceptíveis, como idosos, 

imunossuprimidos e imunodeprimidos. 

 Assim, os dados aqui apresentados podem oferecer contribuições importantes na compreensão 

da eco-epidemiologia das adenoviroses na região central do Brasil, área de cerrado, e mesmo demais 

patógenos de veiculação hídrica, assim como auxiliar em análise de risco e tomadas de decisões na área 

de saúde.  

 

Conclusão 

Adenovírus humano C estão presentes na água tratada da cidade de Goiânia. O modelo atual de 

tratamento da água é ineficaz na remoção viral, sugerindo a implementação do HAdV como marcador 

viral para avaliação da remoção viral pós-tratamento da água.  
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Tabela 1 - Porcentagem de amostras positivas, média de CG.mL
-1

 e SD de amostras coletas entre agosto 

e novembro de 2012 na cidade de Goiânia, Goiás, Brasil (n = 80) 

 

Ponto Pos (%)  CG.mL
-1

 SD 

 Reservatórios 

R1 40,0 6,45 × 106 8,98 × 106 

R2 40,0 5,81 × 100 8,21 × 100 

R3 90,0 3,00 × 109 2,18 × 109 

R4 100,0 1,04 × 109 2,00 ×109 

Total 76,6 1,01 × 109 1,05 × 109 

Pontos da rede de distribuição 

P1 30,0 9,70 × 104 5,04 × 105 

P2 20,0 1,36 × 108 2,71 × 108 

P3 30,0 7,14 × 105 1,01 × 106 

P4 70,0 8,80 × 103 1,14 × 104 

Total 37,5 3,42 × 107 6,81 × 107 

 

R1, R2, R3 e R4: reservatórios Senac, Serrinha, Atlântico e Cristina respectivamente. P1, P2, P3 e P4: 

pontos abastecidos por água dos reservatórios Senac, Serrinha, Atlântico e Cristina respectivamente. SD 

= Desvio Padrão; CG.mL
-1

 = cópias genômicas por mililitro; Pos = amostras positivas. 
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Tabela 2 - Matriz de distância genética entre as amostras estimada pelo modelo evolutivo JC69. 

 

 
R3 P4 P2 P3 R4 P1 R1 R2 

R3_EU867453.1 0 
       

P4_C_JX173084.1 0,056 0 
      

P2_C_JX173077.1 0,083 0,046 0 
     

P3_2_EU867453.1 0,129 0,106 0,111 0 
    

R4_5_AB330086.1 0,123 0,089 0,094 0,067 0 
   

P1_C_JX173077.1 0,078 0,035 0,051 0,111 0,083 0 
  

R1_C_JX173084.1 0,14 0,111 0,106 0,078 0,083 0,094 0 
 

R2_C_JX173084.1 0,03 0,056 0,083 0,129 0,123 0,083 0,14 0 

 

R1, R2, R3 e R4: reservatórios Senac, Serrinha, Atlântico e Cristina respectivamente. P1, P2, P3 e P4: 

pontos abastecidos por água dos reservatórios Senac, Serrinha, Atlântico e Cristina respectivamente.
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Figura 1 – Mapa do município de Goiânia contemplando a localização dos reservatórios e dos 
seus respectivos pontos de coleta na rede de distribuição da água. Coordenadas geográficas: 
Res Senac 16°40’’28.82’’S e 49°14’14.10’’O; Res Serrinha 16°43’26.08’’S e 49°15’53.69’’O; 
Res Cristina 16°38’36.03S’’ e 49°17’28.45’’O; Res Atlântico 16°44’29.02’’S e 49°18’27.49’’O; 
Ponto Senac 16°40’11.61’’S e  49°13’11.05’’O; Ponto Cristina 16°38’53.38’’S e 
49°15’34.83’’O; Ponto Serrinha 16°43’08.13’’S e 49°16’16.30’’O; Ponto Atlântico 
16°42’46.80’’S e 49°18’46.77’’O. Goiânia é a capital do estado de Goiás, localizada na região 
central do Brasil, área de cerrado. Atualmente, a cidade possui cerca de 1.393.579 habitantes 
(IBGE, http://www.ibge.gov.br/cidadesat/index.php). 
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Figura 2 – Árvore filogenética inferida pela análise da região do gene hexon de HAdV. A árvore 

filogenética foi construída utilizando o método de Neighbour-Joining com 10.000 bootstraps, utilizando 

o modelo evolutivo de Jukes-Cantor para calcular a distância nucleotídica. Há dois grandes grupos 

formados: Grupo 1 (amostras R2, R3, R4,  P1, P2, P4) e Grupo 2 (amostras P3, R4 e R1). 
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Resumo 

Este estudo relata a contribuição do pH e da matéria orgânica (MO)  na 

infecciosidade e na recuperação de cópias genômicas de adenovírus humano 

5 (HAdV-5) em águas contaminadas artificialmente com solo tropical. Para tal, 

também foi proposto o uso de uma equação matemática baseada no grau de 

floculação da argila para avaliar a taxa de recuperação de CG totais nestes 

ambientes simulados. Os dados obtidos indicam que a água com sólidos 

promoveu uma redução no número de CG/mL e na infecciosidade viral. A MO 

não influenciou na taxa de recuperação das CG/mL (p>0,05), mas 

proporcionou uma diminuição de 99% (2 log10) no valor de PFU/mL, indicativo 

de que a infecciosidade e integridade gênica foram medidas contrárias. Há 

uma tendência de que o pH ácido desfavoreça  à inativação viral e que a 

argila seja o principal elemento responsável pela interação do HAdV-5. 

Espera-se que estes dados possam auxiliar em estudos eco-epidemiológicos 

e de inativação viral, ou mesmo, servir de parâmetro para estudos 

relacionados à análise e ao tratamento da água.   

 

Palavras-chave: adenovírus humano, infecciosidade, qPCR, matéria 

orgânica, pH 
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INTRODUÇÃO 

 Os adenovírus humanos (HAdVs) pertencem à família Adenoviridae, 

gênero Mastadenovirus e compreendem 57 diferentes sorotipos distribuídos 

em 7 espécies (A-G) (King et al., 2011). São icosaédricos, não envelopados e 

DNA linear fita dupla (Enriquez 2002). Estes vírus possuem grande 

importância em saúde pública (Silva et al., 2010), excretados via fezes, urina 

ou excreções respiratórias (Metcalf & Estes, 1995; Jiang et al., 2001), podem 

desencadear uma série de agravos à saúde de pessoas infectadas. Como 

exemplo, pode-se citar doenças do trato respiratório superior (faringite e 

amigdalite) e inferior (bronquiolite e pneumonia), conjuntivite, cistite e 

gastroenterite (Mena & Gerba, 2008).  

 Os HAdVs são estáveis em meio ambiente e  resistentes aos 

tratamentos da água (Thompson et al., 2003), com especial resistência ao 

tratamento com luz U.V. (Liden et al., 2007). Além disso, são prevalentes em 

meio ambiente durante todo o ano (Katayama et al., 2008).  

 A detecção de HAdV em água de uso e consumo e humano é 

realizada com sucesso tanto por meio de técnicas moleculares quanto pela 

associação destas com o cultivo celular (Wyn-Jones et al., 2011; Garcia et al., 

2012). Assim, os HAdVs  são indicados como biomarcadores virais no que diz 

respeito à qualidade de águas ambientais e de consumo humano (Wyn-Jones 

et al., 2011; Silva et al., 2011).  

 Apesar deste avanço na detecção de HAdV em diferentes matrizes 

aquáticas, faltam informações sobre a relação destes vírus com os sólidos, 

sedimentos ou sólidos suspensos nas águas em que estes são detectados.  

 No que diz respeito ao comportamento de adsorção viral em sólidos, 

sabe-se que se trata de um processo extremamente complexo (Schijven & 

Hassanizadeh, 2000), em que as variações ocorrem até mesmo dentre cepas 

de um mesmo tipo viral (Singh et al., 1986). Contrariamente, os estudos que 

reportam o comportamento de adsorção viral em sólidos usualmente 

empregam bacteriófagos como modelos (Schijven & Hassanizadeh, 2000). 

Estes estudos são válidos, mas somente como modelos de predição, e não 

podem inferir o real comportamento de permanência de vírus infecciosos tais 

como os HAdVs. Isso ocorre devido às variações do ponto isoelétrico (pI), 

tamanho da partícula viral, hidrofobicidade, proteínas expressas no capsídeo 
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(Schijven & Hassanizadeh, 2000), dentre outras que sequer foram 

descobertas.   

Os HAdVs são mais prevalentes do que norovírus, enterovírus, vírus da 

hepatite A e poliovírus humano em biossólidos (Wong et al., 2010). Fong et al. 

(2010) detectaram 100% de amostras de esgoto e efluente  infecciosas para 

HAdV. Estes dados sugeriram que os sólidos da matriz podem ter um papel 

crucial na integridade gênica e na infecciosidade dos HAdVs.  

 A interação de HAdVs em soluções de solo foi recentemente 

analisada em dois estudos.  No primeiro, Wong et al. (2012) investigaram a 

influência de diferentes concentrações de íons inorgânicos no comportamento 

de agregação e deposição de HAdVs em solos arenosos. E no segundo, 

Wong et al. (2013) avaliaram o papel do carbono orgânico na adsorção de 

HAdVs. Estes dois estudos analisaram o comportamento de adsorção 

utilizando PCR em Tempo Real Quantitativa (qPCR), mas não avaliaram a 

influência dos sólidos e da matéria orgânica total na infecciosidade dos 

HAdVs. 

 A qPCR é uma técnica altamente sensível e capaz de detectar 

pequeno número de micro-organismos (Botes et al., 2013), mas utilizada 

isoladamente, não é capaz de distinguir entre partículas virais infecciosas e 

não infecciosas. Além disso, as interações do vírus com as partículas sólidas 

podem levar a inativação viral pelo rompimento do capsídeo viral com 

consequente liberação do material genético (Schijven & Hassanizadeh, 2000), 

que pode ser quantificado via qPCR tanto como uma partícula infecciosa 

quanto não infecciosa. Assim, este estudo teve por objetivo: (i) avaliar a 

infecciosidade e a recuperação de cópias genômicas de HAdV-5 em soluções 

simuladas com sólidos tropicais e em condições controladas de pH e 

presença de matéria orgânica; (ii) estabelecer uma equação matemática para 

avaliar a taxa de recuperação de cópias genômicas virais em condições 

simuladas com solos argilosos. 

 

Materiais e métodos 

 Para a USEPA (2011) e Brasil (2005) o máximo aceitável para 

sólidos totais dissolvidos (STD) em águas tratadas é respectivamente de 500 

e 1000 mg/L, com o pH compreendido entre os intervalos de 6,0 a 9,5 (Brasil, 
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2005) e 6,5 e 8,5 (USEPA, 2011). Assim, foram realizados experimentos que 

simulavam os limites máximos de sólidos em águas contaminadas por HAdV-

5. O pH foi outro parâmetro analisado, e foram utilizadas as referências de pH 

6,0 e 8,0 (representativos da faixa de valores mais comumente monitorados 

em águas tratadas e não tratadas). 

 

Caracterização e Preparo do solo 

 Foram coletadas amostras de solo na profundidade de até 15 cm de 

uma área de vereda remanescente no município de Bela Vista do Goiás, 

Estado de Goiás, no Bioma Cerrado (S17° 00’ W48° 47’). O solo foi submetido 

à secagem lenta ao ar (TFSA) seguido por peneiramento com malha de 2 mm 

de porosidade e  retirada de restos vegetais em excesso com o auxílio de 

uma pinça e lupa.  

 O solo foi subdividido em duas partes: (i) solo com matéria orgânica 

(CMO) e (ii) solo sem matéria orgânica (SMO), este último tratado com 

peróxido de hidrogênio (Whittig & Allardice, 1986) e posteriormente 

autoclavado por três vezes a 121 °C e 0,105 Mpa por 3 h com intervalos de 

24 h (Zhao et al., 2008). Para garantir a máxima homogeneidade da matriz, os 

solos foram macerados e acondicionados em temperatura ambiente. A 

análise físico-química e instrumental das amostras de solo CMO e SMO é 

mostrada na Tabela 1. 

 A fração argila foi determinada por Difração de Raio-x (DR-X). As 

frações silte, argila (fração argila desferrificada e saturadas com K, Mg, Mg + 

glicerol, K+ 350 °C e K + 550 °C) e areia também foram separadas na 

realização do DR-X. O preparo e a caracterização da amostra por DR-X foram 

realizados de acordo com Whittig et al. (1986) e Resende et al. (2005). Na 

Figura 1 é mostrado o difratograma gerado pelo DR-X. 

 

Preparo do inoculo viral 

 Células A549 foram cultivadas em garrafas de cultivo celular (75 cm2) 

contendo meio Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DEMEM Alta Glicose 1x) 

suplementado com 10% de SFB e PSA 1% (penicilina G, estreptomicina e 

anfoterincina B nas concentrações finais de 100 U.mL-1 100 µg.mL-1 e 0,25 

µg.mL-1 respectivamente). As células foram infectadas com adenovírus 
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humano 5 (espécie C, sorotipo 5 – HadV-5) e  cultivadas em estufa de CO2 

5% a 37 ºC até a visualização ao microscópio invertido de efeito citopático. O 

tapete celular foi congelado e descongeladas três vezes e os debris celulares 

removidos por centrifugação a 5.000 rpm a 4 ºC por 10 min. O inoculo viral 

consistia de alíquotas de 1 mL do sobrenadante.  

 

Inoculação dos HAdVs  

 A Figura 2 mostra o desenho experimental do estudo. A metodologia 

consistiu em adicionar separadamente 5, 25 e 50 mg de solo CMO e SMO em 

tubos de polipropileno estéreis de 50 mL e acrescentar 40 mL de água 

ultrapura, seguido de breve agitação manualmente para obter os sólidos 

suspensos e sedimentados. 

  O pH das soluções de água com sedimento foram ajustados para 6,0 

e 8,0 (um pH diferente para cada tipo e concentração de solo) utilizando HCl 

0,1 M. Em seguida, foi adicionado 1 mL de alíquota viral e o volume 

completado para 50 mL com água ultrapura, obtendo-se respectivamente as 

concentrações de 100, 500 e 1000 mg/L de sólidos totais. Foi utilizando um 

controle (0 mg/L) para cada pH, no qual foi adicionado apenas a alíquota viral  

em um volume final de 50 mL de água ultrapura. O tubo controle foi 

processado da mesma forma que os demais tubos dos tratamentos. O mesmo 

experimento processado para o solo CMO foi simultaneamente realizado com 

o solo SMO. Todas as concentrações foram processadas ao menos em 

réplica, com a repetição do experimento em triplicata. 

 Os tubos contendo as soluções de vírus com sedimentos foram 

agitados a 150 rpm durante 1 h em uma temperatura de 24 °C. Foi escolhido 

este período de interação entre os vírus e as partículas sólidas pois Schijven 

e Hassanizadeh (2000) demonstraram que entre 1 e 2 horas há um equilíbrio 

entre adsorção e desadsorção de vírus em suspensões líquidas, com uma 

taxa de decaimento estável entre estes dois períodos. Já Gantzer et al. (1994) 

reportou um tempo de equilíbrio de 30 min em experimentos em série (batch 

experiments). Pós-período de agitação, os tubos permaneceram em repouso 

por 1 h a temperatura de 24 °C para a precipitação dos sólidos sedimentáveis. 

 Ocorreu a formação duas fases nítidas: (i) o sobrenadante e (ii) o 

sedimento. Alíquotas de 200 µL do sobrenadante de cada tubo foram colhidas 
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e estocadas a – 80 °C até processamento. O sobrenadante remanescente 

dos tubos foi retirado e deixado apenas o pellet representativo do material 

sedimentável, ao qual foi imediatamente acrescido 2 mL de tampão ASL 

proveniente do kit QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) e seguido as demais 

instruções do fabricante para extração de ácidos nucléicos. As alíquotas de 

200 µL do sobrenadante também tiveram os ácidos nucléicos extraídos com a 

utilização do mesmo kit. Todas as amostras extraídas foram imediatamente 

armazenadas em freezer -80 °C. 

 

Enumeração por PCR em tempo real quantitativa (qPCR) 

 As amostras de DNA foram diluídas na proporção 1:10 para evitar 

inibições e a PCR quantitativa realizada como descrita por Hernroth et al. 

(2002). Todas as amplificações foram feitas em duplicata no aparelho 

StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems), utilizando 

como padrão o plasmídeo pBR322 contendo parte do gene hexon, gerando 

uma curva padrão (R > 0.98). Os resultados foram analisados para mensurar 

a quantidade de CG/mL de HAdV-5 na água e no sedimento, e comparou-se 

estes com os resultados no CA. 

 Utilizou-se os resultados em CG/mL na estruturação de uma 

sequência de equações matemáticas que inferem o número total de 

recuperação de cópias genômicas em relação à concentração de argila tanto 

em suspensão – simulando os sólidos suspensos em águas tratadas – quanto 

no precipitado – para simular os sólidos que podem ser sedimentados no 

decorrer do transporte de água pelos canos ou recipientes de 

armazenamento. Para o ensaio teste (TA) de todos os tratamentos, o número 

total de cópias genômicas de HAdVs permanente no sobrenadante (Nsup) e no 

precipitado (Nprec) foi calculado respectivamente, de acordo com as seguintes 

equações:   

 

     ⟦[(
(          )

   
⁄ )      ]          ⟧                             (01) 
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      ⟦(    )  [[(
          

   
⁄ )      ]        ]⟧             (02) 

 

 Onde V, Clay% e Floc representam, respectivamente, o volume do 

sedimento (cm3) no tubo, o teor de argila (%) da matriz e o grau de floculação 

da mesma. O volume estabelece uma relação direta entre massa (g) e 

densidade (g/cm3), onde 1 cm3 equivale a um mililitro. O teor de argila é 

encontrado laboratorialmente pela análise textural do solo, e o grau de 

floculação é a relação entre a argila naturalmente dispersa e a total, obtida 

após a dispersão (Tabela 1).  

 O número total de CG no ensaio teste (Nta) foi obtido, compilando as 

equações 1 e 2, e gerando a equação 3 abaixo: 

     (           )                      (03) 

 

 E a taxa total de recuperação (Rr) em CG foi calculada pela a equação 

matemática 4: 
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]             (04) 

 Onde, Nca corresponde ao número total de CG no CA. A equação 04 

pode ser reescrita pela seguinte equação: 
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Ensaio citotóxico 

 Células A549 foram propagadas em placas de cultivo celular de 24 

cavidades, na concentração de 1,5 x 105 células por poço contendo DEMEM 

1x com 5% de SFB e 1% de PSA e reservadas. 
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 Alíquotas do sobrenadante CMO foram tratadas com PSA 2% e 

diluídas em MEM 1x, nas seguintes proporções: 1:2 até 1:7. Em seguida, um 

inoculo de 100μl de cada uma das diluições, em tréplica, foi colocado em 

contato com as células propagadas durante 1h, a 37°C em atmosfera de CO2 

5% e agitação uniforme a cada 15 min. Posteriormente, o inoculo foi removido 

e 1 mL de DEMEM 1x, contendo respectivamente 1% de PSA e SFB foi 

adicionado às células, três controles celulares foram mantidos e estes 

continham apenas células e meio de manutenção. As placas foram incubadas 

a 37°C, em atmosfera 5% de CO2 e a monocamada celular foi monitorada nos 

períodos de 24, 48, 72 e 96 h. Células que continham amostras testes 

inoculadas foram comparadas com os controles celulares em microscópio 

invertido. Sequencialmente, as células foram fixadas e coradas com preto de 

naftaleno (0,1% preto de naftaleno, 5% ácido acético, pH 2,3-2,4). O tapete 

celular corado foi analisado e a primeira diluição não citotóxica foi instituída 

para uso em todos os demais ensaios.  

 

Enumeração de HAdV pelo Ensaio de Placa de Lise 

 Para inferir a presença de HAdVs infecciosos, amostras em tréplica do 

sobrenadante de todos os tratamentos, incluso os controles celulares, foram 

tratadas com PSA 1%. Alíquotas de 250 μL (na diluição não citotóxica 1:6) 

foram inoculadas em placas de 6 cavidades contendo monocamada 

confluente de células A549 para análise em placa de lise, como descrito por 

Cromeans et al. (2008) e adaptado por Rigotto et al. (2011).  Resumidamente, 

as células foram incubadas por 1 h a 37 °C com agitação uniforme a cada 15 

min. Em seguida, o inoculo foi removido e a monocamada lavada 2x com PBS 

pH 7,2. Adicionou-se em cada cavidade 2,5 mL de uma mistura contendo 0,6 

% de Bacto-ágar (previamente aquecido), em uma proporção 1:1 com 

DEMEM 2x alta glicose contendo 4% de SFB, 0.1mM de piruvato de sódio, 

2% de PSA e MgCl2 a 25 mM. As placas foram incubadas a 37°C em 

atmosfera de CO2-5% por sete dias e as repetições experimentais realizadas 

ao menos em duplicata. 

 Foi calculado o número de unidades formadoras de placa por mililitro 

(PFU/mL) para HAdV-5 infeccioso de todos os sobrenadantes. Tendo o CA 

como referência padrão, foi calculado a perda de HAdV-5 (diferença entre CA 
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e TA) e posteriormente a porcentagem de perda. Os adenovírus perdidos 

foram tidos como interagindo com o sedimento (forma infecciosa ou não 

infecciosa: com o capsídeo íntegro ou na forma de DNA livre) ou presentes no 

sobrenadante na forma não infecciosa. 

 Para analisar o limite de sensibilidade na matriz, foram feitas diluições 

seriadas na base 10 do sobrenadante de todas as amostras (incluso os 

ensaios controles) e realizada a análise em placa de lise. 

  

Análise Estatística 

 O programa Microsoft® Excel 2007 foi usado para a tabulação dos 

dados e a análise estatística foi realizada pelo programa SPSS® for 

Windows®, versão 16.0.  

 Para avaliar a infecciosidade e o número de cópias genômicas em 

relação às variáveis concentração de sólidos, pH e presença ou ausência de 

MO entre os tratamentos e entre estes e o ensaio controle, foi utilizado o teste 

u Mann-Whitney. Foi utilizado como nível de significância o valor de 5% 

(p<0,05). 

 

Resultados  

 A avaliação da recuperação de cópias genômicas foi realizada pela 

comparação dos resultados de qPCR obtidos em CG/mL , entre os 

tratamentos (ensaios testes - TA), e entre estes e o ensaio controle (CA). A 

média de CG/mL tanto em pH 6,0 quanto 8,0 foi de 4,75 x 1015 (dados  não 

mostrados), e indicou que a variação do pH não influenciou nas taxas de 

recuperação das cópias genômicas dos CA. 

 A presença ou ausência de MO não foi uma variável estatisticamente 

significante (p>0,05) para apontar variações na enumeração em CG/mL de 

HAdV-5 tanto no sobrenadante quanto no sedimento dos TA (Tabelas 2 e 3).    

 Na comparação das médias em CG/mL do sobrenadante e do 

sedimento dos diferentes tratamentos com o resultado do CA, observou-se 

uma diferença estatística significativa (p<0,001). Isso significa que, a água 

com sólidos, nas condições aqui estabelecidas, promoveu a redução no 

número de CG/mL tanto no sobrenadante quanto no sedimento de todos os 

tratamentos. Apesar disso, a taxa de recuperação em CG/mL tanto no 
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sobrenadante quanto no sedimente ficaram sempre acima de 99% quando 

comparado os ensaios TA e AC (dados não mostrados). Um alto valor Rr 

(99,8%) também foi obtido com o uso da equação matemática (Tabela 4). A 

Rr utilizando a equação matemática foi extremamente elevada tanto no pH 

6,0 quanto 8,0 (Tabela 4), e não ocorreu diferença estatisticamente 

significante entre as diferentes taxas de recuperação dos tratamentos 

avaliados (p>0,05). 

 Além disso, o sedimento de cada tratamento concentrou maior número 

de CG/mL do que o sobrenadante destes (Tabelas 2 e 3). Ou seja, os vírus, 

ou mesmo o DNA livre estão de alguma forma interagindo melhor com os 

sólidos sedimentáveis do que os em suspensão. 

 O pH não foi uma variável estatisticamente significativa (p>0,05) para 

atestar diferenças na enumeração de CG/mL  entre os tratamentos CMO e 

SMO (Tabelas 2 e 3). Por outro lado, ocorreu variação entre os tratamentos 

SMO pH 8,0 (p>0,028) (dados não mostrados). 

 Em relação à participação da microbiota autóctone do solo, uma 

possível participação desta pode ser inferida, haja vista que o solo SMO foi 

esterilizado (sem microbiota autóctone). Assim, como não ocorreu variação no 

número de CG/mL entre os diferentes tratamentos CMO e SMO (Tabelas 2 e 

3), uma possível participação desta microbiota na recuperação das cópias 

genômicas foi descartada. 

 A enumeração de HAdV-5 infecciosos no sobrenadante e a 

porcentagem de perda é mostrada na Figura 3. O valor médio em PFU/mL 

mensurado nos CA pH 6,0 e 8,0 foram respectivamente  de 3,0 x 109 e 1,0 x 

108. Estes valores iniciais, quando comparados com os valores dos ensaios 

testes, indicam que a presença de sólidos teve efeito inativamente sobre o 

HAdV-5 (p<0,001), com uma tendência de que, quanto menor a concentração 

de sólido, maior a enumeração de vírus infecciosos no sobrenadante (Figura 

3).  

 Assim, com exceção das amostras pH 6,0 na concentração de 100 

mg/L (log de 106), todas as demais amostras CMO após tratamento estavam 

no log de 105 (Figura 3). A MO proporcionou um incremento de ~2 log10 (99%) 

na perda da infecciosidade viral, quando comparado as médias dos 

tratamentos CMO e SMO.  



Publicações 76 

 Os tratamentos SMO foram menos prejudiciais ao vírus (diminuição de 

1 a 3 log10 na infecciosidade) do que os tratamentos CMO (diminuição de 3 a 

4 log10). Ademais, foi observado que o pH 6,0 não influenciou na enumeração 

de vírus infecciosos no sobrenadante ou na taxa de perda em PFU/mL entre 

os tratamentos CMO e SMO (p 0,082). Por outro lado, no pH 8,0 foram 

observadas variações tanto na recuperação quanto na taxa de perda (p 

0,003). Além disso, o pH 6,0 demonstrou uma menor taxa de perda em 

PFU/mL (Figura 3).   

 A Tabela 4 mostra a enumeração total de cópias genômicas de HAdV-5 

nos ensaios testes utilizando o modelo matemático aqui desenvolvido. Com 

os dados obtidos, foi demonstrado que no pH 8,0 ocorreu uma diferença 

estatisticamente significante entre o Nta dos tratamentos CMO e SMO (p 

0,001), sendo que, nos tratamentos CMO foi observado uma maior 

quantidade de CG totais. No pH 6,0 o quantitativo de CG também foi maior 

nos tratamentos CMO respectivamente para Nsup (p 0,045), Nprec (p 0,003) e 

Nta (p 0,004) (Tabela 4). 
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Discussão 
Enumeração viral  

 

 A alta taxa de recuperação em CG/mL ou CG totais entre os 

tratamentos SMO e CMO (Tabelas 2,3 e 4) foi um forte indicativo de que a 

presença ou ausência de MO não foi um parâmetro que influenciou na 

recuperação de cópias genômicas, possivelmente não interferindo na 

integridade gênica. Este resultado confirma a alta estabilidade do genoma de 

adenovírus em amostras de esgoto (Bofill-Mas et al., 2006) e a sua 

resistência à luz U.V. (Gerba et al., 2002). 

 Wong et al. (2013) relataram um aumento no número de cópias 

genômicas de adenovírus na fase líquida ao se adicionar ácido húmico. Como 

ácidos húmicos fazem parte da composição da matéria orgânica, este dado é 

contrário ao encontrado aqui. Os resultados obtidos sugerem que a MO (não 

dissolvida ou dissolvida) enfraquece a ligação eletrostática entre sólidos e os 

vírus (Kimura et al., 2008). Como a maior parte da matéria orgânica 

normalmente se encontra dissolvida, isso pode ter favorecido para que um 

maior número de CG/mL fosse encontrado no sedimento de todos os 

tratamentos. Os dados aqui apresentados são corroborados pelo estudo 

realizado por Yoshimoto et al. (2012), que demonstraram uma correlação 

negativa entre a adsorção viral e MO em solos. Ademais, o DNA livre também 

é pobremente adsorvido à matéria orgânica de solos (Saeki & Sakai, 2009). 

 Em relação à infecciosidade, os sólidos foram altamente prejudiciais ao 

HAdV-5 e apesar da menor concentração de sólidos indicar uma maior 

enumeração de vírus infecciosos, sobretudo quando se analisa o tratamento 

SMO pH 6,0 (Figura 3), esta inferência necessita de avaliações futuras. 

Concomitantemente, a MO favoreceu ainda mais na perda da infecciosidade 

viral (Figura 3). Isso ocorreu porque a associação do vírus com a matéria 

orgânica inativa os vírus (Gerba et al., 1984). O vírion em contato com a 

matéria orgânica deixou de ser infeccioso, mesmo mantendo a integridade do 

capsídeo, e não obstante, a partícula viral pode ter sido lisada, com 

consequente liberação do material genético ao meio (Schijven & 

Hassanizadeh, 2000). Desta forma, a qPCR pode ter enumerado tanto vírus 
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infecciosos como não infecciosos e mesmo material genético em suspensão 

ou adsorvido aos sólidos. 

 Recentemente, Wong et al. (2012) analisaram a adsorção de HAdV-2 

em areia com diferentes concentrações de sal utilizando apenas a qPCR, 

nestes estudo, é provável que uma parcela dos HAdV-2 detectados não eram 

infecciosos, mesmo mantendo a integridade do capsídeo, ademais o DNA 

pode ter sido liberado em solução. Esta situação foi demonstrada pelo estudo 

realizado por Fongaro et al. (2013) que avaliou a integridade do capsídeo viral 

em fontes de água da cidade de Florianópolis, Brasil, pela adição de DNAse. 

Segundo Fongaro et al. (2013), após o ensaio de DNAse foi possível 

mensurar HAdVs íntegros, mas isso não garantiu que os mesmos eram 

infecciosos e por isso o ensaio de ICC-RT-qPCR foi realizado, podendo-se 

assim acessar vírus em replicação (pela quantificação de mRNA). Desta 

forma, no presente estudo, a qPCR foi utilizada unicamente para avaliar a 

taxa de recuperação em cópias genômicas entre os diferentes tratamentos 

com sólidos e  pH. 

 Em condições normais, 1 log10 de PFU/mL corresponde a 3 log10 de 

CG/mL (Fongaro et al., 2013). Nos dados aqui obtidos, a diferença entre os 

resultados em CG/mL no sobrenadante dos ensaios testes com o valor obtido 

em PFU/mL foi superior a 10 log10 de diferença. Esta redução foi 

extremamente alta, indicando que a integridade gênica e a infecciosidade 

foram parâmetros inversamente proporcionais. Estes achados são 

condizentes aos resultados obtidos por Vijayavel et al. (2010), que 

demonstraram que a redução da infecciosidade não necessariamente 

coincide com a redução na quantificação do genoma viral de HAdVs. 

  Além disso, a MO agiu de forma a proporcionar uma expressiva 

redução na infecciosidade viral, é possivelmente umas das razões pelo qual 

Horswell et al. (2010) encontraram mínima sobrevivência de HAdVs em 

amostras contendo solução de esgoto e solo. 

 Em relação ao estudo do pH, no sedimento do tratamento SMO pH 8,0, 

não foi possível estabelecer qual fator provocou a diferença estatística 

observada no número de CG/mL entre os tratamentos. Sugere-se que as 

interações dos HAdV-5 neste pH tenham se tornado mais instáveis, 

contribuindo na variação do número de CG/mL (Gerba et al., 1984). 
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 Em comparação com os demais ensaios, os vírus ficaram em maior 

quantidade no sobrenadante dos TA pH 6,0. Isso provavelmente aconteceu 

porque o pH ácido conferiu um efeito protetor ao vírus, e não porque havia 

uma maior quantidade de vírus interagindo no sedimento destes tratamentos, 

já que não ocorreu diferença na enumeração de CG/mL entre os sedimentos 

dos tratamento analisados (p>0,05). Segundo Kovač et al. (20120) o pH ácido 

protege o HAdV da inativação. Isso ocorre porque a estabilidade do capsídeo 

do adenovírus 5 é significativamente aumentada com a diminuição do pH 

(Rexroad et al., 2005). Este resultado, pode explicar o maior valor de PFU/mL 

obtidos nos tratamentos em pH ácido. 

 

Interação com a matriz 

 O solo é uma matriz extremamente complexa (Saeki & Sakai, 2009), 

que sofre variação de vários fatores, tais como concentração de areia, silte, 

argila, e diferentes compostos de matéria orgânica, pH, metal, óxidos e todos 

estes podem afetar de alguma forma na infecciosidde viral (Zhao et al., 2008). 

Assim, a caracterização desta matriz é de suma importância nos estudos que 

de alguma forma utilizam esta matriz, o que foi contemplado neste estudo. 

 Aqui, o resultado do PCZ demonstrou que os sólidos suspensos ou 

sedimentáveis possuem carga ácida. Como o HAdV-5 com pI de 4,5 (Trilisky 

& Lenhoff, 2007) é negativo nestas condições de pH, e o DNA suspenso 

também é negativo, muito provavelmente, o HAdV-5 interagiu com os sólidos 

por meio de ligações hidrofóbicas ou pontes de van der Waals. Segundo 

Bales et al. (1991), as ligações hidrofóbicas representam o tipo de interação 

mais importante para explicar a adsorção de vírus em sólidos. As interações 

podem ser entre o vírus ou o DNA com a própria matéria orgânica, que possui 

grupos hidrofóbicos (Schijven and Hassanizadeh, 2000) ou com óxidos.   

 Assim, os vírus podem ter interagindo com os óxidos de alumínio, 

silício, titânio, potássio e ferro (Tabela 1). A participação dos mesmos não foi 

avaliada, mas podem também contribuir para os mecanismos de inativação 

viral (Zhao et al., 2008; Zhang et al., 2010). Sugere-se que a argila contribua 

acentuadamente para as interações dos HAdV-5 com os sólidos. A argila 

normalmente possui carga heterogênea de distribuição, com pontos contendo 
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carga negativa e positiva (Schijven and Hassanizadeh, 2000; Kimura et al., 

2008) e isso facilita as interações virais. 

 
Equação matemática 

 A equação matemática proposta foi desenvolvida para a quantificação 

total de vírus em soluções artificialmente contaminadas com sólidos contendo 

argila em sua constituição mineralógica, e que não foram centrifugadas para a 

precipitação da mesma. Esta é a primeira equação matemática que 

considerou a argila como sendo a principal fonte de interação dos vírus com 

sólidos tropicais.  

 No material sedimentado nos TA havia basicamente três constituintes: 

areia, silte e argila não floculada. A areia é formada predominantemente por 

quartzo, que assim como o silte, não apresentam carga (Klute & Lee, 1994). 

Dessa forma, o que se propõe é que os vírus interagem com o precipitado 

pela presença da argila e quiçá auxiliado por óxidos de ferro, alumínio e 

titânio, ou mesmo alguns traços de matéria orgânica. Mas pelos resultados 

apresentados, a MO não teve um papel primordial nesta interação, caso 

contrário, a maior parte das cópias genômicas, ou mesmos dos vírus 

infecciosos, seriam detectados no sobrenadante, onde havia maior 

quantidade de MO.  

 A equação matemática desenvolvida considerou o grau de floculação 

da argila, que está dispersa em sua forma mais reativa no sobrenadante, mas 

em maior quantidade no precipitado. As argilas promovem fortes ligações, e 

pode inibir a inativação quando os vírus estão adsorvidos na mesma (Schijven 

& Hassanizadeh, 2000). Segundo Gantzer et al. (1994), a inativação de 

poliovírus foi insignificante em água do mar com concentrações de 3-15 mg/L 

de montmorilonita. Todavia, em uma concentração de 500 mg/L a inativação 

viral foi significante. 

 O solo aqui utilizado é predominante argiloso, composto de caolinita, 

gibsita e vermiculita (Figura 1). Babich e Stotzky (1980) estudando a 

inativação de fago por argila mensurou uma ordem de inativação na qual 

seria, da maior para a menor inativação: atapalgita, vermiculita, 

montmorilonita e caolinita. Como a MO não influenciou na enumeração das 

CG/mL, e como a argila é altamente abundante e reativa, foi concluído que as 
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perdas em cópia genômicas ocorreram pela presença da argila. Como a 

integridade gênica foi comprometida (menor taxa de recuperação de cópias 

genômicas), a argila também interferiu na infecciosidade, mas não foi possível 

mensurar o grau de contribuição.  

 Os resultados indicam que o grau de recuperação das cópias 

genômicas totais foi parecido com o obtido pela análise em CG/mL, e que 

realmente, a argila tem um papel chave na interação do HAdV-5. Contudo, 

contrariamente ao que foi exposto com os resultados de qPCR em CG/mL, 

ocorreu um aumento no incremento de HAdV-5 (CG) quando na presença de 

MO no Nta  do pH 8,0, e no Nsup, Nprec e Cta do pH 6,0. Todavia, quando se 

analisou a taxa de recuperação (Rr) tanto para o pH 6,0 quanto 8,0, não 

observou-se diferença estatisticamente significante no grau de recuperação (p 

0,110 e 0,287 respectivamente para pH 6,0 e 8,0). E por isso, será 

considerado que todos os testes foram iguais e não ocorreu intervenção de 

nenhum parâmetro analisado. A equação matemática desenvolvida é passível 

de uso na avaliação da recuperação de CG virais em ambientes simulados 

com solos, mas como o foco do modelo matemático não é a respeito da MO, 

e sim sobre a argila, pode ser que este seja um viés, e mereça ser melhor 

avaliado em futuros estudos com o emprego desta equação. 

Os resultados obtidos diferem dos resultados clássicos com 

bacteriófagos e demais vírus. Isso já era esperado, pois a adsorção viral é 

altamente dependente do tipo viral (Kimura et al., 2008). Além disso, varrições 

podem ocorrer até mesmo dentro de uma mesma espécie. Hartmann et al. 

(2012) analisaram a estabilidade de diferentes sorotipos de HAdVs durante 4 

semanas a 4 ºC e comprovaram que os sorotipos 1, 2, 11, 22 e 41 possuem 

maior estabilidade gênica do que o HAdV-5. Outro fator que pode 

comprometer as varrições em uma mesma espécie é o tamanho do genoma. 

Segundo Kennedy & Parks (2009) há uma relação direta entre estabilidade da 

partícula viral e tamanha do genoma, em que vírus com maior genoma são 

mais estáveis e resistentes.  
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Aplicação Ambiental 

Este estudo é pioneiro no que diz respeito à participação do pH e da  

MO na avaliação da recuperação de cópias genômicas e da infecciosidade de 

HAdV-5 em soluções contendo sólidos.  

Os HadVs são vírus de grande importância em saúde pública (SILVA et 

al., 2010), três vezes inseridos na Lista de Candidatos Contaminantes da 

USEPA (2013) e promissor bioindicador viral de qualidade da água. Devido à 

pressão por água com maior segurança microbiológica (Albinana-Gimenez et 

al., 2009), o estudo das características físico-químicas que podem afetar a 

infecciosidade ou mesmo a integridade gênica destes patógenos é de grande 

valia, sobretudo porque o monitoramento deste patógeno é extensamente 

realizado pela pesquisa de seu material genético. 

Assim, os resultados obtidos neste estudo podem auxiliar em 

investigações eco-epidemiológicos ou servir de parâmetro para pesquisas 

relacionadas com a análise e o tratamento da água. Estes vírus podem 

sobreviver suspensos em água, e apesar de se ligarem eficientemente aos 

sólidos, esta interação não necessariamente os protege, apesar do importante 

papel do pH aqui demonstrado. 

Como as amostras de água geralmente possuem baixos níveis de 

sólidos dissolvidos, com pH por volta de 6,0 - estes vírus podem ser 

potencialmente mais patogênicos nestas águas do que em águas ambientais, 

contrariando algumas pesquisas realizadas com bacteriófagos (Straub et al., 

1992; Hussein et al., 1994). 
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Tabela 1 – Análise físico-química e instrumental das amostras de solo com 
matéria (CMO) orgânica e sem matéria orgânica (SMO) 
 

a Determinação por calcinação  (Brasil, 1988). 
B Espectroscopia de energia dispersiva utilizando o microscópio eletrônico de 
varredura (dados semi-quantitativos).  
C Concentração de ferro na fração argila pelo método de oxalato (Whitting et 
al.,1986). 
D Concentração de ferro na fração argila pelo método de ditionito (Whitting et 
al.,1986). 
E Dispersão total (Método da Pipeta) (Embrapa, 1997). 
F Relação argila dispersa naturalmente e argila total (Vettori et al., 1969, Embrapa, 
1997). 
G PCZ- Método da titulação potenciométrica (Embrapa, 2007). 
H Densidade de partículas (Embrapa, 2007). 
* Adimensional. 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Análise   Unidade CMO SMO 

Matéria Orgânica 
(MO)a 

dag.dm-3 3,07 ND 

Alumínio (Al)b % (wt) 42,06 41,72 
Silício (Si)b % (wt) 47,72 46,70 
K (Potássio) b % (wt) 0,69 0,47 
Ti (Titânico) b % (wt) 2,54 1,97 
Fe (Ferro) b % (wt) 11,99 9,14 
Ferro – Fed

c g kg-1 131,1 20,2 
Ferro – Feo

d g kg-1 4,0 3,0 
Areiae dag.dm-3 36,79 ND 
Siltee dag.dm-3 24,2 ND 
Argilae dag.dm-3 39 ND 
Grau de Floculaçãof % 27 ND 
Ponto de Carga Zero (PCZ)g * 5,41 4,20 
Densidadeh * 1,60 ND 
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Figura 1 – Análise de DR-X mostrado a sobreposição dos difratogramas do solo 
CMO e SMO. Presença de argila do tipo 1:1 (caulinita), bem como de argilas 2:1 
(vermiculita e ilita). Esta composição oferece indícios sobre o grau de intemperismo 
do solo, sobretudo pela presença da caulinita e da gibsita – argilas presentes em 
solos intemperizados. 
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Figura 2 – Enumeração de cópias genômicas e de HAdV-5 infecciosos em águas 
simuladas com sólidos obtidos de solos tropicais e sob condições controladas de pH 
e presença de matéria orgânica. 
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Tabela 2 – Número de CG/mL de HAdV-5 no sobrenadante de soluções 

simuladas com solo CMO e SMO em dois diferentes tipos de pH (6,0 e 8,0) 

 

Teste u Mann-Whitney. Teste u Mann-Whitney. HAdV-5: adenovírus humano espécie C sorotipo 5; CG/mL: cópias genômicas por 

mililitro quantificadas por Real time PCR Quantitativa; SMO: sem matéria orgânica; CMO: com matéria orgânica. 

 

 

 

Tabela 3 – Número de CG/mL de HAdV-5 no sedimento de soluções 

simuladas com solo CMO e SMO em dois diferentes tipos de pH (6,0 e 8,0) 

 

Sedimento Média DP Min Max p 

 pH 8,0 (CG/mL) 

 
0,469 

CMO 
2,30 x 
1013 

4,03 × 
1013 9,50 × 109 

9,50 × 
1013 

SMO 
3,45 x 
1013 

3,57 × 
1013 1,07 × 109 

9,50 × 
1013 

Total 
2,88 x 
1013 

3,77 × 
1013 1,07 × 109 

9,50 × 
1013 

pH 6,0 (CG/mL) 
 

CMO 
3,20 x 
1013 

3,14 × 
1013 4,30 × 108 

9,50 × 
1013 

0,397 
SMO 

2,01 x 
1013 

3,58 × 10 
13 6,07 × 105 

9,50 × 
1013 

Total 
2,61 x 
1013 

3,35 × 
1013 6,07 × 105 

9,50 × 
1013 

 
Teste u Mann-Whitney. HAdV-5: adenovírus humano espécie C sorotipo 5; CG/mL: 
cópias genômicas por mililitro quantificadas por Real Time PCR Quantitativa; SMO: 
sem matéria orgânica; CMO: com matéria orgânica. 

 
 

Sobrenadante Média DP Min Max 
 

p 

pH 8,0 ( CG/mL) 
 

 

CMO 
4,04 x 
1012 

3,96 × 1012 
4,03 × 
1011 

9,26 × 
1012 

 0,300 
SMO 

2,49 x 
1012 

1,75 × 1012 
3,95 × 
1011 

5,04 × 
1012 

Total 
3,26 x 
1012 

3,07 × 1012 
3,95 × 
1011 

9,26 × 
1012 

pH 6,0 ( CG/mL) 

CMO 
2,66 x 
1012 

1,07 × 1012 
1,19 × 
1012 

3,67 × 
1012 

0,112 
SMO 

1,69 x 
1012 

1,36 × 1012 
1,95 × 
1011 

3,77 × 
1012 

Total 
2,18 x 
1012 

1,29 × 1012 
1,95 × 
1011 

3,77 × 
1012 
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Figura 3 - Enumeração da média de HAdV-5 infecciosos em PFU/mL obtido 
pelo ensaio em placa de lise e porcentagem de perda viral (HAdV infeccioso 
espécie C, sorotipo 5 que  não foi detectado no sobrenadante, morto no 
sobrenadante ou interligados de alguma forma ao sedimento) nos diferentes 
ensaios testes. E = logaritmo.   
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Tabela 4 – Número total de CG.mL-1 de HAdV-5 no sobrenadante (Nsup), precipitado 
(Nprec), ensaio teste (Cta) e taxa final de recuperação (Rr) entre os três tipos de 
concentração (mg.L-1) de solo CMO e SMO e com diferença de pH (6,0 e 8,0), 
utilizando o modelo matemático desenvolvido neste estudo. 
 

pH solo [  ] Nsup Nprec Nta Rr (%) 

6,0 

 100 3,49 × 1012 6,96 × 1010 3,56 × 1012 99,925 
CMO 500 1,24 × 1012 3,48 × 1011 1,50 × 1012 99,996 
 1000 3,26 × 1012 1,34 × 107 3,26 × 1012 99,931 

 100 1,57 × 1012 6,05 × 109 1,58 × 1012 99,965 
SMO 500 3,29 × 1012 3,72 × 108 3,29 × 1012 99,923 
 1000 2,18 × 1011 2,81 × 106 2,18 × 1011 99,995 

 p  0,045 0,003 0,004 0,110 

8,0 

 100 2,52 × 1012 9,49 × 1010 2,61 × 1012 99,945 
CMO 500 9,17 × 1012 1,62 × 107 9,17 × 1012 99,807 
 1000 4,18 × 1011 4,07 × 1011 8,25 × 1011 99,983 

 100 2,69 × 1012 9,49 × 1010 2,78 × 1012 99,941 
SMO 500 4,15 × 1011 1,62 × 107 4,15 × 1011 99,991 
 1000 4,36 × 1012 4,07 × 1011 4,77 × 1012 99,900 

 p  0,196 1,000 0,001 0,287 
 Teste u Mann-Whitney. HAdV-5: adenovírus humano espécie C sorotipo 5; CG/mL: 
cópias genômicas por mililitro quantificadas por Real Time PCR Quantitativa; SMO: 
sem matéria orgânica; CMO: com matéria orgânica. 
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5 CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS  

5.1 Conclusões 

 Não há um método padrão para a análise virológica em água; 

 Os adenovírus possuem características favoráveis à sua indicação 

como marcadores virológicos da qualidade da água; 

 Adenovírus humano sorotipo C estão presentes em elevado número 

de cópias genômicas na água tratada da cidade de Goiânia; 

 O pH e a matéria orgânica são parâmetros que influenciam na 

infecciosidade de HAdV-5 e contrariamente, não influenciam na 

recuperação de cópias genômicas de HAdV-5 em ambientes 

simulados com água e sólidos tropicais; 

 A equação matemática desenvolvida é útil na avaliação da taxa de 

recuperação de cópias genômicas virais em ambientes simulados 

com água e sólidos argilosos. 

5.2 Considerações Finais:  

É interessante relatar que este estudo sofreu diversas limitações 

metodológicas. Dentre estas, a falta de energia que ocorreu nos Institutos de 

Ciências Biológicas no final do ano de 2012, e que perdurou por 3 dias 

ininterruptos. O incidente foi reportado à Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós-

graduação (PRPPG/UFG), mas esta em nenhum momento se mostrou 

solidária em auxiliar financeiramente na reposição de importantes reagentes 

deteriorados . 

Diante deste incidente, toda a metodologia da pesquisa foi 

modificada, e não raro, na tentativa de cumprir os prazos, reagentes tiveram 

que ser comprados com a verba particular dos membros da equipe 

pesquisadora. Foi assim que, de um estudo anteriormente delimitado na 

área de epidemiologia molecular, foi realizado um estudo experimental de 
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avaliação da estabilidade de HAdV-5 frente à condições simuladas em 

laboratório.  

Não obstante, o projeto de pesquisa sofreu com inúmeros problemas 

de contaminação de cultura, reagentes embargados na ANVISA e acidentes 

de graves proporções tanto no LDGM quanto LGMC, que comprometeram 

sobremaneira as análises. 

Após iniciadas as análises com sólidos, e em razão de uma aluna de 

mestrado ter iniciado novamente os experimentos com água tratada, foi 

decidido retomar os experimentos inerentes à detecção de HAdVs em água 

tratada. Todavia, foi dado prosseguimento à pesquisa com os sólidos. Desta 

forma, a Tese conta com dois eixos bem delimitados na parte experimental, 

mas que de certa forma se correlacionam, pois ambos visam à pesquisa de 

adenovírus em água, sendo uma em água tratada, e outra em água 

simulada com sólidos tropicais. 

Desta forma, os dados aqui apresentados podem ser de grande 

valia, pois este é um estudo pioneiro no estado de Goiás, pois efetivamente 

detectou HAdVs em amostras de água  tratada da cidade de Goiânia e 

também os quantificou e realizou a caracterização molecular dos mesmos. 

Os dados apresentados podem servir de base para outros estudos na área 

de virologia ambiental e mesmo para mitigar tomadas de decisões na área 

de saúde ambiental, já que fica comprovado à incapacidade da remoção de 

vírus durante o tratamento da água, e os vírus quantificados estão em um 

valor muito acima da média normalmente detectada em outras localidades 

do país e do mundo. 

Os adenovírus são extremamente prevalentes em diferentes 

matrizes ambientais, utilizando com sucesso diferentes metodologias 

biomoleculares e de cultivo celular, todavia, até o momento, nenhum estudo 

propôs estudar a estabilidade destes patógenos em sólidos frente à 

variações simultâneas de pH e matéria orgânica, que são condições 

normalmente encontradas em meio ambiente. Assim, os dados aqui 
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apresentados, também são muito úteis na tentativa de melhor entender as 

interações ambientais destes patógenos. 

É proposta uma mudança de paradigma quanto à monitorização de 

vírus em água. Diante dos dados obtidos, é recomendado: 

 Utilizar o HAdV como marcador virológico da qualidade da água e 

para inferir a remoção viral pós-tratamento; 

 Consolidação dos grupos de pesquisas emergentes na área de 

microbiologia ambiental, com enfoque para os micro-organismos de 

interesse médico-sanitário; 

 Fomentar a pesquisa de novas metodologias de saneamento que 

favoreçam à remoção de vírus em sistemas de tratamento de água; 

 Realizar parcerias com os órgãos incumbidos na monitoração e 

certificação da água tratada e ambiental, oferecendo o serviço de 

monitoramento virológica da água no município de Goiânia. 
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7.1 INSTRUCTIONS FOR AUTHORS FOOD AND ENVIRONMENTAL 
VIROLOGY 

Types of Papers 

The journal publishes Original Articles, Reviews, Short Communications. Brief communications should be no more 

than 1000 words and Abstracts of no more than 50 words. 

Authors may consult suitability of a proposed submission directly with the Editor-in-Chief: 

Dr. Nigel Cook 

Senior Microbiologist 

Food and Environmental Microbiology 

Central Science Laboratory 

Sand Hutton 

Y041 1LZ York 

United Kingdom 

n.cook@csl.gov.uk 

tel. +44 (0)1904 462623 

Use and definition of controls in nucleic acid-based diagnostic methods 

All submitted manuscripts that include detection methods based on nucleic acid amplification assays (e.g. PCR, 

NASBA) should ideally include the appropriate controls necessary to assess the performance of the sample treatment 

and amplification assay steps. These controls are defined in various international standards, e.g. ISO 22174:2005 

Microbiology of food and animal feeding stuffs -- Polymerase chain reaction (PCR) for the detection of food-borne 

pathogens -- General requirements and definitions. When one or more of the conventional controls is not included in 

a submitted method, definitive evidence of effective quality assurance within the method must be included, and 

discussed in the text. 

Conflict of interest and Ethical standards 

Conflict of interest 

When an author or the institution of the author has a relationship, financial or otherwise, with individuals or 

organizations that could influence the author’s work inappropriately, a conflict of interest may exist. Examples of 
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employment; consultancies or honoraria; and finical connections such as stock ownership and funding. Although an 

author may not feel that there are conflicts, disclosure of relationships and interests that could be viewed by others as 

conflicts of interest affords a more transparent and prudent process. All authors for Chemosensory Perception must 

disclose any actual or potential conflict of interest. The Journal may publish such disclosures if judged to be 

important to readers. 

Ethical Standards – Informed consent 

Manuscripts containing the results of experimental studies on human participants must disclose in the Methods 

section whether informed consent was obtained from patients in the study after the nature of the procedure had been 

fully explained to them. If informed consent was waived by the institutional review board (IRB) for a study, that 

should be so stated. In addition, a statement affirming approval of the IRB should be included, if approved. The 

patient's right to privacy should not be infringed. Information that would identify patients should not be published. 

Ethical Standards – Animal rights 

Authors are advised to comply with the guidelines for the care and use of laboratory animals as described by the U.S. 

National Institutes of Health and to acknowledge their compliance with these guidelines in the Methods section of the 

manuscript. 
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Manuscript Submission 

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it is not under 

consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by all co-authors, if any, as well 

as by the responsible authorities – tacitly or explicitly – at the institute where the work has been carried out. The 

publisher will not be held legally responsible should there be any claims for compensation. 

Permissions 

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published elsewhere are required to 

obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online format and to include evidence that such 

permission has been granted when submitting their papers. Any material received without such evidence will be 

assumed to originate from the authors. 

Online Submission 

Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission substantially reduces the editorial processing 

and reviewing times and shortens overall publication times. Please follow the hyperlink “Submit online” on the right 

and upload all of your manuscript files following the instructions given on the screen. 

Title page 

Title Page 

The title page should include: 

The name(s) of the author(s) 

A concise and informative title 

The affiliation(s) and address(es) of the author(s) 

The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author 

Abstract 

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any undefined abbreviations or 

unspecified references. 

Keywords 

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes. 

Text 

Text Formatting 

Manuscripts should be submitted in Word. 

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text. 

Use italics for emphasis. 

Use the automatic page numbering function to number the pages. 

Do not use field functions. 

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar. 

Use the table function, not spreadsheets, to make tables. 

Use the equation editor or MathType for equations. 

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions). 

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX. 

LaTeX macro package (zip, 182 kB) 

Headings 

Please use no more than three levels of displayed headings. 

http://static.springer.com/sgw/documents/468198/application/zip/LaTeX.zip
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Abbreviations 

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter. 

Footnotes 

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference included in the 

reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should never include the bibliographic 

details of a reference. They should also not contain any figures or tables. 

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript lower-case letters 

(or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are not 

given reference symbols. 

Always use footnotes instead of endnotes. 

Acknowledgments 

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before the reference list. The 

names of funding organizations should be written in full. 

References 

Citation 

Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples: 

Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990). 

This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996). 

This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995; Kelso and Smith 1998; Medvec et al. 

1999). 

Reference list 

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been published or accepted for 

publication. Personal communications and unpublished works should only be mentioned in the text. Do not use 

footnotes or endnotes as a substitute for a reference list. 

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each work. 

Journal article 

Harris, M., Karper, E., Stacks, G., Hoffman, D., DeNiro, R., Cruz, P., et al. (2001). Writing labs and the 

Hollywood connection. Journal of Film Writing, 44(3), 213–245. 

Article by DOI 

Slifka, M. K., & Whitton, J. L. (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production. Journal 

of Molecular Medicine, doi:10.1007/s001090000086 

Book 

Calfee, R. C., & Valencia, R. R. (1991). APA guide to preparing manuscripts for journal publication. 

Washington, DC: American Psychological Association. 

Book chapter 

O’Neil, J. M., & Egan, J. (1992). Men’s and women’s gender role journeys: Metaphor for healing, 

transition, and transformation. In B. R. Wainrib (Ed.), Gender issues across the life cycle (pp. 107–123). 

New York: Springer. 

Online document 

Abou-Allaban, Y., Dell, M. L., Greenberg, W., Lomax, J., Peteet, J., Torres, M., & Cowell, V. (2006). 

Religious/spiritual commitments and psychiatric practice. Resource document. American Psychiatric 

Association. http://www.psych.org/edu/other_res/lib_archives/archives/200604.pdf. Accessed 25 June 

2007. 

Journal names and book titles should be italicized. 

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of in-text citations and 

reference list. 
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EndNote style (zip, 3 kB) 

Tables 

All tables are to be numbered using Arabic numerals. 

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order. 

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table. 

Identify any previously published material by giving the original source in the form of a reference at the end 

of the table caption. 

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values 

and other statistical data) and included beneath the table body. 

Artwork and Illustrations Guidelines 

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your artwork – photographs, line 

drawings, etc. – in an electronic format. Your art will then be produced to the highest standards with the greatest 

accuracy to detail. The published work will directly reflect the quality of the artwork provided. 

Electronic Figure Submission 

Supply all figures electronically. 

Indicate what graphics program was used to create the artwork. 

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format. MS Office files are 

also acceptable. 

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files. 

Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Fig1.eps. 

Line Art 

 

Definition: Black and white graphic with no shading. 

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures are legible at 

final size. 

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide. 

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum resolution of 1200 dpi. 

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files. 

http://static.springer.com/sgw/documents/944737/application/zip/SpringerSocPsychAuthorDate.zip
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Halftone Art 

 

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc. 

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within the figures themselves. 

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi. 

Combination Art 

 

Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing, extensive lettering, 

color diagrams, etc. 

Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi. 

Color Art 

Color art is free of charge for online publication. 

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will still be visible. 

Many colors are not distinguishable from one another when converted to black and white. A simple way to check 
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this is to make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different colors are still 

apparent. 

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions. 

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel). 

Figure Lettering 

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts). 

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2–3 mm (8–12 pt). 

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an axis and 20-pt 

type for the axis label. 

Avoid effects such as shading, outline letters, etc. 

Do not include titles or captions within your illustrations. 

Figure Numbering 

All figures are to be numbered using Arabic numerals. 

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order. 

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.). 

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the consecutive numbering of 

the main text. Do not number the appendix figures, "A1, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic 

Supplementary Material) should, however, be numbered separately. 

Figure Captions 

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts. Include the captions 

in the text file of the manuscript, not in the figure file. 

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in bold type. 

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the end of the 

caption. 

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as coordinate points 

in graphs. 

Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference citation at the 

end of the figure caption. 

Figure Placement and Size 

When preparing your figures, size figures to fit in the column width. 

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher than 234 mm. 

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not higher than 198 mm. 

Permissions 

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the copyright 

owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not grant electronic rights for 

free and that Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In 

such cases, material from other sources should be used. 

Accessibility 

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make sure that 

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a text-to-Braille 

hardware) 

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (color-blind users would then be 

able to distinguish the visual elements) 

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1 
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Electronic Supplementary Material 

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary files to be 

published online along with an article or a book chapter. This feature can add dimension to the author's article, as 

certain information cannot be printed or is more convenient in electronic form. 

Submission 

Supply all supplementary material in standard file formats. 

Please include in each file the following information: article title, journal name, author names; affiliation and e-

mail address of the corresponding author. 

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require very long download 

times and that some users may experience other problems during downloading. 

Audio, Video, and Animations 

Always use MPEG-1 (.mpg) format. 

Text and Presentations 

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term viability. 

A collection of figures may also be combined in a PDF file. 

Spreadsheets 

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended. 

If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be submitted as .xls files 

(MS Excel). 

Specialized Formats 

Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook), and .tex can also be 

supplied. 

Collecting Multiple Files 

It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file. 

Numbering 

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the material as a citation, 

similar to that of figures and tables. 

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the animation (Online Resource 3)", 

“... additional data are given in Online Resource 4”. 

Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”. 

Captions 

For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of the file. 

Processing of supplementary files 

Electronic supplementary material will be published as received from the author without any conversion, editing, 

or reformatting. 

Accessibility 

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your supplementary files, please make 

sure that 

The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material 

Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so that users prone to seizures 

caused by such effects are not put at risk) 
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Does Springer provide English language support? 

Manuscripts that are accepted for publication will be checked by our copyeditors for spelling and formal style. This 

may not be sufficient if English is not your native language and substantial editing would be required. In that case, 

you may want to have your manuscript edited by a native speaker prior to submission. A clear and concise language 

will help editors and reviewers concentrate on the scientific content of your paper and thus smooth the peer review 

process. 

The following editing service provides language editing for scientific articles in all areas Springer publishes in. 

Use of an editing service is neither a requirement nor a guarantee of acceptance for publication. 

Please contact the editing service directly to make arrangements for editing and payment. 

For Authors from China 

文章在投稿前进行专业的语言润色将对作者的投稿进程有所帮助。作者可自愿选择使用Springer推荐的编辑

服务，使用与否并不作为判断文章是否被录用的依据。提高文章的语言质量将有助于审稿人理解文章的内容

，通过对学术内容的判断来决定文章的取舍，而不会因为语言问题导致直接退稿。作者需自行联系Springer

推荐的编辑服务公司，协商编辑事宜。 

理文编辑 

For Authors from Japan 

ジャーナルに論文を投稿する前に、ネイティブ・スピーカーによる英文校閲を希望されている方には、

Edanz社をご紹介しています。サービス内容、料金および申込方法など、日本語による詳しい説明はエダ

ンズグループジャパン株式会社の下記サイトをご覧ください。 

エダンズ グループ ジャパン 

For Authors from Korea 

영어 논문 투고에 앞서 원어민에게 영문 교정을 받고자 하시는 분들께 Edanz 회사를 소개해 드립니다. 

서비스 내용, 가격 및 

신청 방법 등에 대한 자세한 사항은 저희 Edanz Editing Global 웹사이트를 참조해 주시면 감사하겠습니다. 

Edanz Editing Global 

After acceptance 

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query Application at Springer’s web 

page where you can sign the Copyright Transfer Statement online and indicate whether you wish to order 

OpenChoice, offprints, or printing of figures in color. 

Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed and you will receive the 

proofs. 

Open Choice 

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal and access to that article 

is granted to customers who have purchased a subscription), Springer provides an alternative publishing option: 

Springer Open Choice. A Springer Open Choice article receives all the benefits of a regular subscription-based 

article, but in addition is made available publicly through Springer’s online platform SpringerLink. 

Springer Open Choice 

Copyright transfer 

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the Publisher exclusive publication 

and dissemination rights). This will ensure the widest possible protection and dissemination of information under 

copyright laws. 

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the author. In opting for open 

access, the author(s) agree to publish the article under the Creative Commons Attribution License. 

Offprints 

Offprints can be ordered by the corresponding author. 

http://liwenbianji.cn/springer
http://www.edanzediting.co.jp/springer
http://www.edanzediting.com/springer
http://springer.com/openchoice
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Color illustrations 

Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version, authors will be expected to 

make a contribution towards the extra costs. 

Proof reading 

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the completeness and accuracy of the 

text, tables and figures. Substantial changes in content, e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not 

allowed without the approval of the Editor. 

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum, which will be hyperlinked to 

the article. 

Online First 

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official first publication citable 

with the DOI. After release of the printed version, the paper can also be cited by issue and page numbers. 
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7.2 INSTRUCTIONS TO AUTHORS FOR ENVIRONMENTAL SCIENCE 
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8 - APÊNDICES 

Apêndice 1 – Pontos de coleta 

Apêncice 2 - Bairros da cidade de Goiânia sob influência dos reservatórios  

Senac, Serrinha, Atlântico e Cristina 

Apêndice 3 – Ensaio em placa de lise 

Apêncide 4 – Ensaio citotóxico em placa de 96 poços.  

Apêndice 5 - Fragmentos de pcr amplificados em gel agarose 

Apêndice 6 – Gráficos mostrando curvas de amplificação por real time pcr 

quantitativo (qpcr). 
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Apêndice 1 – Pontos de coleta 

 
Reservatório Cristina 

 
Ponto Cristina 

 
Reservatório Serrinha 

 
Ponto Serrinha 

Reservatório SENAC 
 

Ponto SENAC 

 
Reservatório Atlântico 

 
Ponto Atlântico 
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Apêncice 2 - Bairros da cidade de Goiânia sob influência dos reservatórios 
Senac, Serrinha, Atlântico e Cristina 

 
Reservatório Senac (R1) Reservatório Serrinha (R2) 

Bairro Feliz; Bairro Santo Hilário I, II; 
Centro; Chácara Santa Bárbara; Chácaras 
Botafogo; Colônia Santa Marta; Jardim 
Califórnia Industrial; Jardim Dom Bosco; 
Jardim Moema; Jardim Novo Mundo 
(Parcial): Qds 121 a 123, 155 a 159, 168 a 
175, 180 a 236, 216A; Parque Industrial de 
Goiânia; Pedroso; Setor Aeroporto 
(Parcial); Setor Bueno (parcial): Qds 1 a 36; 
Setor Coimbra; Setor Colemar Natal e 
Silva; Setor Elísio Campos; Setor Oeste 
(parcial): Qds B0 a B5, C0 a C5, D0 a D5, 
F0 a F5, G0 a G5, H0 a H5, J1 a J2, R1 a 
R32; Setor Universitário (parcial): Qds 52 
A, 52 a 57, 61, 62, 66, 68, 89A, 107A, 
107B, 107C; Setor Vila Nova; Setor 
Coronel Cosme; Vila Martins; Vila Morais; 
Vila Oswaldo Rosa; Vila Romana; Vila São 
Pedro; Vila Viana; Vila Yate. 

Parque Acalanto; Parque Amazônia (parcial): 
Qds 1 a 138, 154 a 196; Parque Santa Cruz; 
Privê Atlântico; Setor Bela Vista (parcial) Qds. 
S1 a S12, S17 a S26, S29 a S31, S1A a S5A, 
S9A a S20Q; Setor Bueno (parcial) Qds 603 a 
620; Setor Nova Suíça: Qds 603 a 620; Setor 
Pedro Ludovico (parcial): Qds 58, 59, 61, 
68,69, 72 a 117, 192 a 211; Setor Serrinha; 
Vila Alto da Glória; Vila Legionárias; Vila 
Redenção (parcial): Qds 1 a 48, 71 a 86, 72A, 
83A, 83B; Vila Rosa. 
 

Reservatório Atlântico (R3) Reservatório Cristina (R4) 

Araguaia Parque; Bairro Anhanguera; 
Chácara Dona Gê; Condomínio Green-
Ville; Condomínio Rio Formoso; 
Condomínio Vila Luciana; Conjunto 
Cachoeira Dourada; Conj. Res. Monte 
Carlo; Jardim América (parcial): Qds 310 a 
316, 329 a 334, 348 a 362, 368 a 383, 389 
a 404, 410 a 438; Jardim Ana Lúcia 
(parcial): Qds 4, 10, 14, 18, 22; Jardim 
Atlântico; Jardim Europa; Jardim Planalto; 
Jardim Presidente; Jardim Tancredo 
Neves; Jardim Vila Boa; Jd. Florença; 
Lorena Park; Luana Park; Parque 
Anhanguera I e II; Parque Oeste Industrial; 
Parque Paraiso; Parque Amazônia 
(parcial): Qds 197 a 227, 139 a 153, 142A, 
145A, B.; Residencial Goiânia Viva; 
Residencial Eldorado; Residencial 
Granville; Setor Celina Parque; Setor 
Faiçalvile I, II e III; Setor Sudoeste (parcial): 
Qds 187, 188, 155, 156, 194 a 200, 202 a 
204; Setor Ulisses Guimarães; Solange 
Parque I, II e III; Vila Alpes; Vila Alvorada; 
Vila Bela; Vila Mauá (parcial): Qds 39 a 49; 
Vila Novo Horizonte; Vila Rezende; Vila 
União. 

Jd Nova Esperança (parcial): Qds 21, 22, 101 
a 146, 150 a 184, 184A, 170A, 130A a 134ª; 
Setor Empresarial; Setor Sevene; Vila Cristina; 
Vila Maria Dilce; Vila São José (parcial). Qds: 
I, XI, 500, 502 a 507, 510 a 513, 515 a 522; 
Zona Ind. Pedro Abrão; Vila Finsocial (parcial) 
Qds: 53 a 84, 56A, 57ª, 60A, 75A, 78A; Bairro 
Aeroviário (parcial): Qds 562, 563, 1 a 5, 10 a 
16, 18A a 18C, 25 a 28, 26A, 33; Chácara 
Nossa Sra. Da Piedade; Chácara Retiro; 
Fazenda Caveira; Granja Cruzeiro do Sul; 
Jardim Diamantina; Jardim dos Eucalíptos; 
Jardim Guanabara IV; Panorama Parque; 
Recanto Morada dos Sonhos; Residencial 
Felicidade; Residencial Malibú; Setor Bonfim; 
Setor Campinas (parcial): Qds 1 a 91; Setor 
Centro Oeste; Setor Criméia Leste; Setor 
Criméia Oeste; Setor dos Funcionários; Setor 
Gentil Meirelles; Setor Goiânia II; Setor Jaó; 
Setor Marechal Rondon; Setor Negrão de 
Lima; Setor Norte Ferroviário; Setor Vila Nova; 
Setor Santa Genoveva; Setor Perim; Setor 
Progresso; Setor Urias Magalhães; Vila Abajá; 
Vila Ana Maria; Vila Benjamin Gomes; Vila 
Clemente; Vila Fernandes; Vila Fróes; Vila 
Irany; Vila Izaura; Vila Jacaré; Vila Jaraguá; 
Vila Maria; Vila Megalle; Vila Monticelli; Vila 
Mutum; Vila Nossa Sra. Aparecida; Vila Ofugi; 
Vila Pará; Vila Paraíso; Vila Perdiz; Vila Santa 
Cruz; Vila Santa Helena; Vila Santana; Vila 
São Francisco; Vila São Paulo; Vila Vera Cruz; 
Vila Viandelli; Vila Xavier. 
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Apêndice 3 – Ensaio em placa de lise 

 

 
 

 
 

Ensaio em Placa de Lise. Nas setas são mostras as placas 
formadas, que são contadas para fazer o cálculo final em 
PFU/mL; ao lado, ensaio exibindo o controle celular, onde 
não pode aparecer placas de lise celular. 

 
  

Controle 

Celular 

Controle 

Celular 
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Apêncide 4 – Ensaio citotóxico em placa de 96 poços.  

 

 
 
A diluição não-citotóxica foi de 1:6. 
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Apêndice 5 - Fragmentos de pcr amplificados em gel agarose 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fragmentos amplificados de ~171 pb dos iniciadores nehexdeg3 e nehexdeg4. 
Em 1, 2 e 3: fragmentos amplificados de nested-PCR; M: marcador molecular 
(100 pb); CN: controle negativo; CP: controle positivo. Os produtos 
amplificados foram separados por eletroforese em gel agarose 1,5% 
(UltraPureTM Agarose, Invitrogen) durante 1h a 120 V e 70 mA, corados com 
brometo de etídeo e visualizados sob radiação UV e fotografados.

1             2               3            CN        CP    M 
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Apêndice 6 – Gráficos mostrando curvas de amplificação por real time pcr quantitativo (qpcr). 

Em 1: Curvas de qPCR mostradas após corrida no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems); 2: 

amplificações dos padrões; 3: amplificação de todas as amostras, incluso NTC; 4: mostrando apenas os NTC em triplicata.
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