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RESUMO 

 

Os adenovírus humanos (HAdVs) são importantes agentes causadores de 

gastroenterite aguda e doença respiratória, principalmente entre as crianças menores 

de cinco anos de idade. Dados sobre a carga viral, em mais do que um tipo de amostra 

clínica obtida de um mesmo indivíduo durante a infecção, ainda são escassos. Os 

objetivos do presente estudo foram avaliar a frequência do HAdVs, determinar a carga 

viral em amostras clínicas, e proceder a caracterização molecular de amostras positivas 

de crianças até aos cinco anos de idade, em associação com a sintomatologia. Foram 

incluídas no estudo amostras de 200 crianças atendidas no Hospital Materno Infantil 

de Goiânia, Goiás; entre março de 2014 e julho de 2015. Uma amostra fecal e um swab 

nasofaringeano foram obtidos de cada criança. As amostras foram submetidas a 

extração, utilizando kit comercial (RNA mini-kit, Qiagen), e triadas por ensaio RT-

qPCR (TaqMan, Life Technologies), com iniciadores e sonda específicos para a região 

codificadora do hexon. Foi observado índice global de positividade para HAdVs de 

21% (42/200), o índice de positividade nas fezes foi 16% (32/200) e em swab foi de 

9,5% (19/200). Entre as crianças sintomáticas (n=129), 21% foram positivas em 

amostras fecais (22/105) e 9,2% (10/108) em amostras de swabs.  Ainda, 4,5% (9/200) 

foram positivas em ambas as amostras clínicas. Cargas virais elevadas foram 

observadas em amostras de crianças sintomáticas e assintomáticas, maior positividade 

foi encontrada em crianças sintomáticas com maiores cargas virais. Foram detectados 

HAdV tipos 3 da espécie B e 41 da espécie F de HadV. Esperamos que os dados 

obtidos possam auxiliar em um melhor entendimento da patogenia dos HAdV na 

população infantil.  

 

PALAVRAS-CHAVE: HAdV, crianças sintomáticas e assintomáticas, carga viral 
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ABSTRACT 

 

Human adenoviruses (HAdVs) may cause several clinical syndromes, and are a major 

cause of respiratory and acute gastroenteritis (AGE), especially among children. 

However, data on viral load, in more than one type clinical sample obtained from the 

same child, are still scarce. The aims of the present study were to evaluate the 

frequency of the HAdV, to determine the load viral in clinical samples, and to proceed 

molecular characterization of positive samples from children up to five years of age in 

association with symptomatology. For this, 200 children attended at Hospital Materno 

Infantil in Goiânia, Goiás; between March 2014 ad July 2015. One fecal and one 

nasopharyngeal swab sample was obtained from each child. The clinical samples (fecal 

and nasopharyngeal swabs) were submitted the DNA extraction by a commercial kit 

(Qiagen-Hilden, Alemanha), and screened by RT-qPCR (TaqMan) assay, with specific 

primers and probe targeting the hexon region of HAdV genome. The global frequency 

of HAdVs was 21% (42/200). Positivity in swabs was 9.5% (19/200), and in fecal 

samples 16% (32/200). Among the symptomatic children (n=129), 21% were positive 

in fecal samples (22/105) and 9.2% (10/108) in swab samples. Futhermore, 4.5% 

(9/200) were positive in both clinical samples. High viral loads were observed in both 

fecal and nasopharyngeal swab samples from symptomatic and asymptomatic 

children, and major positivity was found in symptomatic children with high load viral. 

High viral loads were observed in samples from symptomatic and asymptomatic 

children. Major positivity and load viral was found betwenn symptomatic children. 

HAdV types 3 of species B and 41 of HadV F species were detected. We hope that the 

data obtained can help in a better understanding of the pathogenesis of HAdV in 

children. 

 

Key words: HAdVs, symptomatic and asymptomatic children, load viral  
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1 INTRODUÇÃO – REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 HISTÓRICO E CLASSIFICAÇÃO DOS ADENOVÍRUS 

 

Os adenovírus humanos (HAdVs) foram descobertos acidentalmente em 

1953, quando pesquisadores tentavam estabelecer culturas a partir de tecidos de 

adenoides e tonsilas a serem utilizados na identificação do vírus responsável pelo 

resfriado comum, a partir de amostras do trato respiratório de militares com sintomas 

respiratórios (Rowe et al. 1953, Hilleman & Werner 1954 apud Ginsberg et al. 1999). 

Inicialmente este agente foi chamado de ‘‘vírus da degeneração da adenoide’’, ‘‘vírus 

adenóide-faríngeo’’ e ‘‘vírus da doença respiratória aguda”, sendo posteriormente 

denominado adenovírus, em razão do tipo de células nas quais foram originalmente 

isolados (Enders et al.1956). 

Em estudos realizados entre 1965 e 1970 foram identificados os 

adenovírus tipo 4 e, posteriormente o tipo 7 como causador de epidemias de infecções 

respiratórias em militares, sendo elucidada a importância como agente causador de 

infecções respiratórias esforços foram estabelecidos para a produção da primeira 

vacina para conferir proteção contra os tipos adenovírus 4 e 7. Os HAdVs foram 

identificados como a principal causa de hospitalizações no exército dos Estados 

Unidos no período durante o inverno daquele ano (Top et al. 1975). O programa de 

imunização de militares teve curta duração, chegando ao fim em 1999 (Centers for 

Disease Control and Prevention, 2011). Atualmente, ainda não há vacina de adenovírus 

disponível para a população em geral. 

 Os Adenovírus pertencem à família Adenoviridae, a qual é composta por 

cinco gêneros: Atadenovirus, Aviadenovirus, Ichtadenovirus, Mastadenovirus e 

Siadenovirus. Apenas os adenovírus classificados no gênero Mastadenovirus são 

patogênicos para humanos, podendo ainda infectar diversos tipos de animais como 

morcegos, eqüinos, bovinos, murinos, ovinos, suínos dentre outros (Berk 2013, 

International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV 2015). 
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Os adenovírus humanos (HAdVs) são ainda classificados em sete espécies 

(A–G) de acordo com suas características biológicas, imunológicas, genéticas e 

bioquímicas, e em mais de setenta tipos por meio de análises da sequência do genoma 

completo dos HAdVs (ICTV 2013, Lion T 2012, Hage et al. 2015).  

Os HAdVs são classificados nas diferentes espécies, a seguir. Na espécie 

A dos HAdVs estão classificados os tipos Ad12, 18, 31,61 na espécie B estão Ad3, 7, 

11, 14,16, 21,34, 35, 50, 55,66 na espécie C Ad1, 2, 5, 6,37 na espécie D estão tipos 

Ad8 – 10,13, 15, 17, 19, 20, 22 – 30, 32, 33, 36 – 39, 42 – 49, 51, 53, 54, 56,58-60, 

63-70 na espécie E o Ad4, na espécie F Ad 40 e 41 e na espécie G está o Ad52 (Berk 

2013, Lion et al. 2014, Hage et al. 2015). 

Desde então, os adenovírus vêm sendo associados a infecções do trato 

respiratório superior e inferior, do trato gastroentérico e diversas outras síndromes 

clínicas, tais como hepatite, ceratoconjuntivite, meningoencefalite, cistite e miocardite 

(Lichtenstein & Wold 2004, Wold & Ison 2013, Lion T 2014). 

 

1.2  ESTRUTURA E REPLICAÇÃO DOS ADENOVÍRUS 

 

A partícula de adenovírus não possui envelope, tem simetria icosaédrica e 

tamanho médio de 90-100 nm, sendo o genoma viral composto por DNA fita dupla 

linear (Berk 2013). O capsídeo é formado por subunidades proteicas designadas 

capsômeros, sendo os capsômeros formados por três proteínas maiores, os hexons, os 

pentons e as fibras, e quatro proteínas menores, a IIIa, VI, VIII e IX. A estrutura do 

capsídeo é constituída de 240 hexons e 12 pentons. As vinte facetas do capsídeo são 

formadas por doze trímeros de proteínas dos hexons (Robinson et al. 2011, Reddy & 

Nemerow 2014). 

Dos pentons (vértices do capsídeo) projetam-se fibras, cuja principal 

função é realizar a adsorção nas células alvo do hospedeiro, além de constituírem 

epítopos imunodominantes. Os hexons são também reconhecidos como determinantes 

antigênicos, importantes alvos de anticorpos neutralizantes (Hong et al. 1997, Rux et 

al. 2003, Berk 2013) (Figura 1). 
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Figura 1. Representação esquemática da partícula viral dos HAdVs. Disponível em:         

http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by_species/183.html. Acesso em 17-08-2016. 
 

 

O core viral é composto por DNA linear envolto por um complexo de 

proteínas, constituído por seis proteínas V, VII, µ, IVa2, proteína terminal e protease. 

Estimativas estequiométricas indicam que a partícula de adenovírus possui massa total 

de 150 MDa, enquanto somente proteínas do core possuem massa entre 25 MDa (San 

Martín C, 2012) (Figuras 2). 

 

 

Figura 2. Micrografia representativa de  

uma partícula de adenovírus 5.  

(Adaptado de Varghese et al. 2004). 

 

http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by_species/183.html
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As proteínas menores desempenham papéis essenciais na desmontagem, 

na entrada celular, e montagem de novas partículas virais. (Reddy & Nemerow 2014, 

Condezo et al. 2015, Ortega-Esteban et al. 2015). As proteínas menores constituem 

ainda uma base para a proteína VI ligando-se aos fosfolipídios e auxiliando na lise da 

membrana célular, desempenhando seu principal papel na ruptura do endossoma 

(Greber et al. 2016). A proteína IX forma uma rede composta por quatro trímeros no 

centro de cada faceta, dando sustentação e estabilidade à partícula viral (Fabry et al. 

2009). 

O ciclo replicativo dos HAdVs se inicia com a adsorção da partícula viral 

a célula do hospedeiro possibilitando a entrada do vírus na célula alvo. A porção 

terminal das fibras se liga aos receptores celulares do hospedeiro, permitindo a 

adsorção da partícula viral à célula alvo (Robinson et al. 2011), e em seguida adentram 

nas células através da endocitose mediada por clatrina (Robinson et al. 2011, Fay et 

al. 2015). A penetração do vírus na célula alvo é necessária para se estabelecer uma 

infecção, sendo a adsorção das partículas virais um processo com duas etapas. No 

primeiro momento ocorre a ligação da partícula viral, através de seu domínio globular 

da fibra, ao CAR (Adenovírus Receptor), o receptor primário para a maioria dos 

adenovírus é o CAR uma proteína de adesão intercelular normalmente localizada na 

superfície basolateral de diversos epitélios, assim justificando o tropismo dos 

adenovírus por diferentes tecidos (Kotha et al. 2015), posteriormente os aminoácidos 

Arg-Gli-Asp (RGD) da base do penton interagem com as integrinas celulares αvβ3, 

αvβ5 e αvβ1 que mediam a internalização dos HAdVs às células (Pozzuto et al. 2015).  

Após a adsorção e penetração, as partículas virais, migram para núcleo por 

meio da rede de microtúbulos, onde se ligam ao complexo de poros nucleares e 

transferem o genoma viral para dentro do núcleo da célula hospedeira, com a finalidade 

de expressar genes virais (Leen et al. 2006). 

A replicação dos HAdVs pode ser dividida em três fases: precoce, 

intermediária e tardia, de acordo com a ordem temporal de expressão dos genes, sendo 

fase precoce caracterizada pela expressão de genes precoces, processo que ocorre antes 

da replicação do DNA, a replicação do DNA ocorre na fase intermediária e a fase 

tardia após a replicação do DNA. Os produtos de genes da região precoce estimulam 

a célula a entrar na fase S do ciclo de divisão celular, seguida da replicação de DNA 
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viral na fase intermediária, com a síntese de proteínas estruturais virais. Na fase tardia 

ocorre a transcrição e tradução dos genes tardios envolvidos na replicação do genoma 

e montagem da partícula viral com consequente morte celular causada pela liberação 

de novas partículas (Kim et al. 2000, Fuchsova et al. 2015).  

O genoma dos HAdVs possui cinco unidades de transcrição precoce E1A, 

E1B, E2, E3 e E4. Essas regiões são as primeiras regiões transcritas que codificam 

proteínas envolvidas na ativação das unidades de transcrição de outras regiões 

virais. As proteínas produzidas pela unidade E1A induzem atividade mitogênica na 

célula hospedeira e estimulam a expressão de outros genes virais. As proteínas 

produzidas pela unidade E2 mediam a replicação do DNA viral e também são 

transcritas na fase intermediária da infecção, e as proteínas E3 e E4 estão envolvidas 

com as interações com elementos do sistema imune do hospedeiro consideradas 

unidades de transcrição tardias. As unidades intermediárias produzem dois produtos 

intermediários. A proteína IX e a proteína IVa2 que desempenham papel no 

encapsidamento do DNA viral e montagem dos vírions (Meulenbroek et al. 2004, Saha 

et al. 2014, Ahi et al. 2015). A unidade de transcrição tardia, depois de processada, 

gera subsequentemente cinco classes de RNAm tardios (L1-L5) (Hofmayer et al. 2009, 

Berk 2013, Fonseca et al. 2014, Saha et al. 2014). A ativação da principal região 

promotora tardia (MLP) após o início da síntese do DNA viral permite a expressão dos 

genes tardios que codificam as proteínas estruturais. As regiões tardias (L1-L5) são 

transcritas a partir de processamento alternativo (Saha et al. 2014) (Figura 3). 
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 Figura 3. Representação esquemática do genoma dos HAdVs. (Adaptado de Hall et         

al. 2010). 

 

 

1.3 PROPRIEDADES BIOLÓGICAS 

 

Como referido, as partículas de adenovírus não possuem envelope sendo 

altamente resistentes à inativação agentes químicos e físicos, podendo permanecer 

infecciosas à temperatura ambiente durante períodos prolongados, em média por até 

três semanas em fômites. Os HAdVs são sensíveis à inativação por alguns produtos 

químicos como os álcoois: etanol, isopropanol e n-propanol em concentração em torno 

de 70% ou produtos compostos por cloro (Cassir et al. 2014).  

Os HAdVs são conhecidos por terem alta estabilidade e resistência em 

ambientes aquáticos quando comparados a outros vírus gastroentéricos, sendo 

frequente sua presença em esgotos e superfícies em todo mundo, podendo causar sérias 

implicações para a saúde pública. Surtos de adenovírus com veiculação hídrica têm 

sido relatados também para os tipos não entéricos, sendo relatada vinculação hídrica 

de adenovírus causador de ceratoconjutivite (Turston-Enriquez et al. 2003, Aslan et al. 

2011, Pimenta et al. 2016). 
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O ácido clorídrico sintetizado e secretado pelas células parietais gástricas 

pode reduzir o potencial hidrogeniônico (pH) intraluminal para abaixo de duas 

unidades. Seguindo o trajeto de microorganismos entéricos, no intestino existem várias 

proteases e sais biliares que são secretados pelas células pancreáticas no duodeno e 

trato biliar, os íons de bicarbonato alteram o pH para 6, tais condições encontradas no 

trato gastrointestinal são altamente inóspitas para a viabilidade de alguns vírus. Vírus 

gastroentéricos devem ser estáveis ao ácido gástrico e resistente a inativação por sais 

biliares e enzimas proteolíticas provenientes do intestino. Os adenovírus 

gastroentéricos são resistentes às condições inóspitas do trato gastrointestinal e 

replicam-se no trato intestinal causando geralmente infecções autolimitadas 

(Armstrong 2004, Echavarria 2008). 

 

 

1.4  ASPECTOS CLÍNICOS ASSOCIADOS À INFECÇÃO POR 

ADENOVÍRUS 

  

Os vírus são patógenos que infectam o hospedeiro utilizando o maquinário 

celular, em maior ou menor extensão para se replicar, produzindo a progênie viral e 

estabelecendo a infecção no hospedeiro (Lam et al. 2010, Berk 2013). 

A transmissão dos adenovírus humanos pode ocorrer pela via respiratória, 

via fecal-oral, contato com secreção ocular, contato com fômites, e ainda por 

transplante de órgãos infectados (CDC 2011, Wold & Ison 2013). Os HAdVs que 

adentram o organismo pela via respiratória, se replicando principalmente em células 

do epitélio respiratório não ciliado, como nas tonsilas e adenoides, além de poderem 

se replicar de forma limitada em linfócitos.  

Ao penetrarem pela via fecal-oral os HAdV se replicam em células 

maduras das vilosidades do intestino delgado e são excretados nas fezes. A partir dos 

sítios primários de infecção, os adenovírus podem se disseminar para diversos órgãos 

ou tecidos do organismo (Wold & Ison 2013). Estima-se que o período de incubação 

dos adenovírus humanos seja de dois a quatorze dias, sendo a maioria das infecções 

caracterizadas como autolimitada (Ruuskanen et al. 1988, Heemsherk et al. 2006, CDC 
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2011). As principais síndromes clínicas em humanos associadas aos diferentes tipos 

de HAdVs estão apresentadas no Quadro 1. 

 

Quadro 1 – Associação entre os diferentes tipos de HAdV e quadros clínicos em humanos.  

Espécie Tipo Síndromes clínicas em humanos 

A 12,18,31,61 Infecções entéricas 

B 3,7,11,14,16,21,34,35,50,55,66 Conjuntivite, doenças respiratórias, doença 

respiratória aguda, cistite hemorrágica, 

meningites 

C 1,2,5,6,37 Infecções endêmicas, sintomas respiratórios 

D 8,9,10,13,15,17,19,20,22-

30,32,33,36-39,42-49, 51,53, 

54,56,58-60, 63-70 

Queratoconjutivite (em 

imunocomprometidos) 

E 4 Conjuntivite, doenças respiratórias 

F 40,41 Gastroenterite 

G 52 Gastroenterite 

Adaptado de Berk 2013. 

 

 Alguns estudos têm sugerido que as infecções causadas por HAdVs podem 

resultar em quadros clínicos mais abrangentes e graves tais como obstrução crônica 

das vias aéreas, displasia pulmonar, miocardite e miocardiopatia dilatada, síndrome da 

mononucleose, morte súbita infantil e perinatal e até mesmo o desenvolvimento da 

obesidade. Algumas variantes dos HAdVs espécie B, espécie com maior vaiabilidade 

de manifestações clínicas, são associados a infecções oculares, respiratórias e do trato 

urinário (Gray et al. 2006, Dusátková et al. 2015, Lenman et al. 2015, Xu et al 2015). 

 Alguns subtipos virais podem ser considerados mais patogênicos que 

outros, provavelmente por possuírem uma maior virulência. Todos os aspectos 

relacionados a virulência e ao tropismo dos adenovírus não estão totalmente 

esclarecidos. Acredita-se que um dos fatores que resultam em diferentes graus de 

virulência ou tropismo celular do vírus, são os genes que codificam as proteínas da 

região E3 ou da fibra, que modulam a resposta imune e desempenham importante papel 
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na patogenicidade. Outros fatores predispõe os pacientes a infecções por HAdVs, são 

desnutrição, imunodeficiências ou outras infecções virais, determinam as 

manifestações dos sinais e sintomas levando pacientes a quadros clínicos graves nas 

infecções por HAdVs que podem evoluir para o óbito, principalmente em crianças 

(Carballal et al. 2002). 

As coinfecções causadas por mais de um tipo de vírus respiratório são 

comuns na população infantil e têm sido reportadas, podendo representar um fator de 

risco para complicações como insuficiência aguda respiratória principalmente em 

crianças, coinfecções entre adenovírus e outros agentes virais ou bactérias em muitos 

casos, agravam o quadro clínico dos pacientes podendo causar morbidade e 

mortalidade nas populações infantis (Diaz et al. 2015). Coinfecções entre agentes 

virais entéricos ocorrem frequentemente em diversas regiões do mundo, os HAdVs 

associados a rotavírus, norovírus e bactérias, estão associados principalmente a 

quadros graves de desidratação, sendo causa comum em hospitalizações em todo 

mundo em crianças (Lopes-João et al. 2015, Finianos et al. 2016, Torres et al. 2016). 

Os rotavírus, norovírus, sapovírus, adenovírus, astrovírus, dentre outros, são 

importantes agentes etiológicos de gastroenterites virais (Tran et al. 2010), sendo os 

HAdVs principalmente associados à gastroenterite em lactentes e crianças menores de 

cinco anos de idade (Hamkar et al. 2010). 

A importância do adenovírus como agente oportunista em indivíduos 

imunocomprometidos é conhecida, e vem sendo relacionada à doença respiratória 

aguda, ceratoconjutivite e gastroenterite nessa população (Watanabe et al. 2013, Pauly 

et al. 2014). As infecções locais em indivíduos imunocomprometidos causadas por 

HAdVs podem evoluir, podendo causar disseminação se replicando em diversos 

órgãos, tais como fígado, pâncreas, glândulas adrenais, intestino e pulmões 

(Ganzenmueller & Heim 2011). A persistência e aumento progressivo da carga viral 

têm sido relacionados com a progressão da doença e eventualmente a morte, 

principalmente em indivíduos submetidos à transplantes (Heemsherk et al. 2005). 
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1.5 EPIDEMIOLOGIA DA INFECÇÃO POR ADENOVÍRUS 

 

 Os adenovírus humanos podem infectar indivíduos de todas as idades, sendo 

principalmente detectados em amostras clínicas de crianças menores de cinco anos de 

idade (Ampuero et al. 2012). Como referido, neste grupo populacional, estes agentes 

podem causar uma variedade de síndromes clínicas, sendo mais comumente relatadas 

as do trato respiratório e gastroentérico (Lu MP et al. 2013, Lu X et al. 2013). Os 

HAdVs são agentes oportunistas que causam mortalidade e morbidade em crianças, 

por gastroenterites e doenças respiratórias (Echavarria 2008, Hendrickx et al. 2014). 

Estudos demonstram ainda que a hospitalização facilita a disseminação desses agentes 

em ambiente nosocomial (Cui et al. 2015).  

Os HAdVs podem se disseminar de forma rápida em ambientes 

semifechados e com aglomeração de pessoas, sendo este um dos fatores determinantes 

da doença epidêmica em comunidades populosas (Puerari et al. 2015). A World Health 

Organization (WHO) estima que entre 2000 e 2003, aproximadamente 10,6 milhões 

de mortes precoces de crianças menores de cinco anos possam ser atribuídas a vírus 

como HAdVs, desta, 19% foram associadas à pneumonia, 18 % à diarreia (Bryce et al. 

2005). Estima-se que os HAdVs causem cerca de 40 a 60% do total de infecções 

respiratórias virais em crianças, sendo essas comumente associadas aos HAdV dos 

tipos 1, 2 e 5. Os adenovírus dos tipos 4, 3, 7, 14 e 21 são frequentemente associados 

a infecções desencadeadoras de doenças respiratórias agudas graves que podem levar 

crianças ao óbito (Toth et al. 2015).  

Como referido por Nguyen et al. (2007) a gastroenterite é responsável por 

1,76 milhões de mortes de crianças abaixo de cinco anos de idade, a cada ano em todo 

o mundo. Os HAdVs são uma das principais causas de epidemias de gastroenterite, 

além de importante causa de infecções esporádicas em crianças de diferentes partes do 

mundo, com prevalência que varia de 2 a 33 %, sendo as infecções causadas por 

HAdVs consideradas a terceira causa mais comum de gastroenterite viral em crianças 

(Kuypers et al. 2006, Sriwanna et al. 2013, Vetter et al. 2015). 

 Na Turquia, a frequência de positividade para rotavírus e adenovírus foi 

avaliada em amostras fecais de 596 pacientes, sendo os adenovírus identificados em 
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8,9% das amostras. Neste estudo foi ainda observado um índice de codetecção com 

outros vírus gastroentéricos de 4,4% (Akan et al. 2009).  

Em um estudo conduzido em amostras provenientes de crianças com 

diarreia aguda, foi reportada positividade para adenovírus em 3,6% das crianças, 

menores de cinco anos, com diarreia aguda, em Campo Grande, na região Centro-

Oeste (Andreasi et al. 2008).  

No Rio Grande do Sul, DNA de HAdV foi detectado em 33% de 147 

amostras de fezes analisadas de pacientes sem sintomas de diarréia durante o Verão e 

Inverno, no Rio Grande do Sul, Brasil (Vetter et al. 2015). No Paraná, região sul do 

Brasil, o índice de positividade de HAdV em 225 amostras de fezes foi de 16%, 

demonstrando maior índice de positividade, quando comparado aos rotavírus e 

norovírus com índices de 6 e 8%, respectivamente (Raboni et al. 2014). O quadro 2 

demonstra algumas características de estudos que objetivaram a pesquisa de HAdVs 

em amostras de fezes e do trato respiratório da população infantil. 

Em um estudo conduzido em amostras de aspirado nasofaringeano com 

760 crianças hospitalizadas em São Paulo, foi observado índice de positividade de 27% 

para adenovírus, sendo que mais de 70% da população era composta por crianças de 

até 12 meses de idade (Durigon et al. 2015).  

Na China os HAdVs são responsáveis por infecções respiratórias graves, 

podendo ocorrer   incidência variável de acordo com a região do país, no estudo de Li 

et al. (2015) que avaliaram a incidência de HAdVs na região norte e na região leste da 

China (Quadro 2), os HAdVs foram detectados em 20,1% e 8,2% respectivamente. 

Alguns estudos demonstram que a elevada incidência de HAdVs, está 

estreitamente relacionada com sintomas respiratórios, principalmente em crianças, 

sendo a frequência desses vírus pode variar de 1 a 20%, dependendo da população 

alvo, amostra clínica e metodologia utilizada para detecção viral (Li et al. 2015, 

Sriwanna et al. 2013). 
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 Quadro 2- Características epidemiológicas e índices de detecção na população infantil em diferentes países do mundo 

LOCAL FAIXA 

ETÁRIA 

METODOLOGIA ÍNDICE DE 

POSITIVIDADE 

AMOSTRA REFERÊNCIA 

 

Tailândia 

0-3 Anos PCR 1,00% Aspirado nasofaríngeo Sriwanna et al. 2013 

 

China 

<2 Anos PCR 20,1 e 8,2% Aspirado nasofaríngeo 

expectoração 

Li et al. 2015 

Gabão <5 Anos MULTIPLEX PCR 

EM TEMPO 

REAL 

19,6% Fezes Lekana-Douki et al. 

2015 

Estados Unidos <5 Anos PCR EM TEMPO 

REAL 

3,2% Lavado nasal e swab, Secreção 

traqueal, Lavado 

broncoalveolar 

Kuypers et al. 2015 

Irã <5 Anos PCR 14% Fezes Khosdhel et al. 2015 

Qatar     0-84 

Anos 

TEMPO REAL 6,2% Fezes AL-Thani et al. 2013 

Brasil <6 Anos NESTED-PCR 2% Fezes Amaral et al. 2015 

Brasil 0-24 Meses PCR em TEMPO 

REAL 

16% Fezes Raboni et al.2014 

Brasil <24 Meses PCR  2% Aspirado nasofaringeano Pilger et al.2011 
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       Sriwanna et al. (2013) reportaram índice de positividade de 1,4% para 

HAdV em amostras de swab nasal e de 5,8% em amostras fecais, coletadas entre 2009 

a 2012, em crianças de 0 e 14 anos de Banguecoque por PCR convencional. Os índices 

de positividade encontrados em estudos conduzidos em outros países asiáticos, tais 

como a China foram de 0,9% (Ren et al. 2009), e Malásia 1,8% (Abd-Jamil et al. 

2010), bem como índices um pouco mais elevados em países como Canadá 7,7% 

(Yeung et al. 2009), Peru 5% (Ampuero et al. 2012) e Colômbia 5% (Rojas et al. 2011) 

(Sriwanna et al. 2013). 

Dessa forma estudos que tenham como objetivo a avaliação do perfil 

epidemiológico em diferentes populações, com ênfase na caracterização molecular e 

determinação da carga viral em associação a sintomas clínicos, são determinantes para 

um melhor entendimento do padrão de circulação desses agentes, bem como auxiliar 

na tomada de medidas preventivas e terapêuticas futuras.  

 

 

1.6 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DA INFECÇÃO POR 

ADENOVÍRUS 

 

O diagnóstico das infecções por adenovírus pode ser realizado por 

diferentes metodologias que incluem várias técnicas, atualmente podem ser aplicadas 

não só para o diagnóstico clínico, mas também para pesquisa. Essas técnicas são 

baseadas em princípios diferentes os quais remetem ao isolamento viral em cultura de 

células, detecção de antígenos virais, e detecção e/ou caracterização de regiões parciais 

do genoma viral por métodos moleculares (Echavarria 2008). 

As amostras clínicas de escolha para o diagnóstico variam de acordo com 

os sintomas apresentados pelos pacientes, podendo ser utilizadas secreções 

respiratórias e de conjuntiva, fezes, soro, além de material de biópsia (Ghebremedhin 

et al. 2014). 

O método padrão ouro indicado para a pesquisa de adenovírus é a detecção 

viral pós-cultivo celular, podendo se identificar o vírus através da observação de efeito 

citopático característico observado em um período de dois a cinco dias. Porém o uso 

da cultura de células como método diagnóstico para adenovírus 40 e 41 é bem 

discutido devido ao pobre crescimento comparando a outros adenovírus por se tratar 

de tipos fastidiosos. Após o cultivo os vírus podem ser identificados por 
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imunofluorescência (IF), ensaio imunoenzimático (EIE), além de métodos 

moleculares com PCR e PCR em tempo real (Tiemessen et al. 1994, Ko et al. 2003, 

Dey et al. 2011). 

A microscopia eletrônica pode ser aplicada de duas formas na pesquisa de 

adenovírus, podendo ser utilizada em amostras provenientes da replicação em cultura 

ou de forma direta a partir do espécime clínico. A vantagem de utilizar essa 

metodologia é que ela permite a observação da morfologia do adenovírus, sendo um 

método relativamente rápido, porém de baixa sensibilidade, por permitir visualização 

das partículas virais somente quando essas se encontram em grande número, a partir 

de 106 partículas virais por mL de amostra (Osborne et al. 2015, Wold & Ison 2013). 

A imunocromatografia e o EIE são métodos que possibilitam a detecção 

de antígenos virais, podendo utilizar em vários tipos de amostras, geralmente utiliza-

se a proteína do hexon como antígeno em ensaios para detecção de anticorpos de 

adenovírus. A imunocromatografia que fornece resultados rápidos, evitando 

contaminação de outras amostras, de fácil manejo e custo (Kim et al. 2014). 

A imunofluorescência direta (IFD) em conjunto com o isolamento viral em 

cultura de células eram os métodos mais utilizados para detecção de vírus respiratórios 

como HAdVs, porém o uso de metodologias moleculares tem ganhado espaço nas 

instituições e laboratórios de pesquisas para detecções de agentes virais (Puerari et al. 

2015).  

Ensaios moleculares, como a Reação em Cadeia Pela Polimerase 

(Polymerase Chain Reaction -PCR), constituem ferramentas valiosas para a pesquisa 

viral, devido a sua alta sensibilidade e especificidade para a pesquisa de regiões 

parciais do genoma do vírus, determinação da carga viral, e uso de pouco volume de 

amostras clínicas não comprometem a eficiência do ensaio. Sua aplicação no 

diagnóstico clínico tem aumentado significativamente nos últimos anos, seguida de 

sequenciamento genômico e análise filogenética (Sadeghi et al. 2011, Berk 2013, Lin 

et al. 2015). Existem alguns PCR, tais como: PCR convencional, PCR multiplex, 

nested-PCR, PCR em tempo real. A reação em cadeia pela polimerase multiplex é um 

formato que utiliza mais de um par de iniciadores, podendo detectar simultaneamente 

diferentes espécies virais, diferentemente a nested-PCR é um teste que utiliza o 

produto da PCR convencional, com iniciadores com alvos internos de regiões 

conservadas geralmente do gene que codificam para a proteína do hexon ou penton, 

aumentando a sensibilidade do teste (Puig et al. 1994, Xagoraraki et al. 2007). Regiões 
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alvos mais variáveis do genoma viral podem também ser utilizadas para determinar a 

variabilidade genética dos adenovírus. 

A reação em cadeia pela polimerase em tempo real ou PCR quantitativo 

(Real-time PCR) permite identificar todos os tipos de adenovírus descritos, dependo 

do desenho dos iniciadores e sonda, sendo um teste muito sensível, consideravelmente 

rápido, menos passível de contaminações e que permite ainda a quantificação do 

genoma viral, porém a metodologia é de alto custo para amplo uso na prática clínica 

(Sarantis et al. 2004, Bil-Lula et al. 2012).  

O Sequenciamento genômico constitui importante ferramenta para a 

caracterização dos diferentes tipos de HAdV, além de vírus recombinantes. As novas 

tecnologias de sequenciamento, denominadas “de nova geração”, começaram a ser 

disponibilizadas comercialmente em 2005 e estão evoluindo em um curto prazo de 

tempo. Todas essas tecnologias promovem o sequenciamento de DNA em plataformas 

capazes de gerar informação sobre milhões de pares de bases em uma única corrida 

(Carvalho & da Silva et al. 2010). O Sequenciamento tem sido utilizado com 

frequência na identificação e caracterização genômica das variantes de HAdV e outros 

agentes virais. Para os adenovírus as regiões sequenciadas são usualmente as regiões 

codificantes da fibra, base do penton e hexon (Hiroi et al. 2013, Wang et al. 2016). 

 

 

1.7  PREVENÇÃO E TRATAMENTO DA INFECÇÃO PELOS 

ADENOVÍRUS 

  

A transmissibilidade dos HAdVs pode ser reduzida com uso de medidas 

básicas de higiene pessoal e educação, saneamento básico. Entretanto não são 

suficientes para a total eliminação viral. Em geral, as medidas profiláticas educam a 

população a evitar a vinculação de vírus pelas vias de transmissão do agente, tais como 

lavar bem as mãos, evitar contato das mãos nas mucosas oral, nasal e conjuntiva dos 

olhos, evitar tossir e espirrar em proximidade a outros indivíduos, e evitar contato com 

doentes, principalmente em ambientes nosocomiais que são fechados e vinculadores 

desses agentes (CDC 2011). 

Uma vez que o programa de vacinação foi interrompido os casos de 

doenças respiratórias causadas por Ad4 e Ad7 aumentaram em militares e, em 2001, 

os esforços para restabelecer o programa de vacina foram iniciados (Weaver EA 2014). 
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Nos Estados Unidos licenciaram, em março de 2011, para uso somente em militares, 

uma vacina oral composta por vírus atenuados que imuniza contra os sorotipos 4 e 7 

(CDC 2011).  

O tratamento atualmente disponível para infecções por adenovírus inclui 

fármacos antivirais como a ribavirina, cidofovir e imunoterapia (Rutella & Lotelli 

2011), o tratamento profilático com o valganciclovir é principalmente indicado para o 

tratamento de pacientes de alto risco como os imunocomprometidos, tais como 

pacientes transplantados (Toth et al. 2015, Wold & Toth, 2015), entretanto não é 

indicado uso desses fármacos para a população em geral. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

      Os HAdVs são vírus com perfil de amplo de quadros clínicos em diferentes 

populações, podendo ser detectados em diversos espécimes clínicos. São importantes 

agentes causais de infecções do trato respiratório e gastroenterites, principalmente em 

crianças de diferentes partes do mundo (Chen et al. 2016, Dashti et al. 2016).  

As infecções respiratórias agudas do trato inferior são uma das principais 

causas de hospitalizações em lactentes e crianças em todo mundo. Em crianças, as 

infecções agudas respiratórias causadas por HAdVs são frequentes e podem evoluir 

para o acometimento do trato respiratório inferior podendo resultar em pneumonia e, 

eventualmente ao óbito (Tang et al.2011). Em países desenvolvidos e em 

desenvolvimento gastroenterites virais são causa comum de hospitalizações de 

crianças podendo, ocasionalmente, levar a quadros de desidratação grave (Cebey-

López et al. 2015, Ozsari et al. 2016).  

                  As altas taxas de morbimortalidade em crianças no mundo por doenças 

respiratórias e gastroentéricas, além da escassez de dados sobre a frequência, carga 

viral e tipo de adenovírus, em diferentes tipos de amostras clínicas de uma mesma 

criança, em associação com a sintomatologia apresentada refletem a relevância do 

presente estudo. 

                  Espera-se que este trabalho possa auxiliar no maior esclarecimento do 

perfil epidemiológico das infecções causadas por HAdVs em crianças em Goiânia, 

Goiás, além de demonstrar características clínicas associadas a sintomatologia da 

população. Ao nosso conhecimento nenhum trabalho foi realizado em Goiânia, Goiás 

envolvendo crianças com e sem sintomas de GEA e ou respiratório com objeto de 

pesquisa a associação entre positividade, idade, carga viral e sintomatologia. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 Pesquisar adenovírus humanos em amostras clínicas obtidas de crianças, com 

até cinco anos de idade, com ou sem sintomatologia de gastroenterite e/ou 

doenças respiratórias atendidas no Hospital Materno Infantil, em Goiânia, 

Goiás.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Pesquisar HAdV em amostras fecais e de swab respiratório da referida 

população; 

 Caracteizar o tipo de adenovírus e determinar a carga viral das amostras 

analisadas; 

 Avaliar a existência de possíveis associações entre a frequência, carga viral e 

tipo de adenovírus presente nas amostras positivas com a sintomatologia das 

crianças participantes do estudo.  
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 POPULAÇÃO E MATERIAL DE ESTUDO 

 

 Trata-se de um estudo observacional, de corte transversal. Participaram do 

estudo 200 crianças, com idade entre zero e cinco anos, atendidas no Hospital Materno 

Infantil, entre março de 2014 e julho de 2015. As crianças foram divididas em dois 

grupos: o primeiro composto por (N =129) crianças que apresentavam sintomas de 

gastroenterite aguda (diarreia, dor abdominal ou vômito, acompanhados ou não de 

febre) e/ou sintomas de doença respiratória (dispneia/chiado, tosse, acompanhados ou 

não de febre), e o segundo (N=71) com crianças que não apresentavam sintomatologia 

característica de gastroenterite aguda ou de doença do trato respiratório.   

O Hospital Materno Infantil é referência estadual em urgência e 

emergência nas áreas da saúde infantil e maternal no Estado de Goiás, com enfoque 

na humanização da assistência integral a crianças e mulheres atendendo a população 

desde 1972. 

Como critério de inclusão no estudo, foi determinado que crianças com até 

cinco anos de idade divididas em dois grupos, um de crianças com sintomas e o outro 

sem sintomas gastroentéricos ou respiratórios, que foram admitidas ao Hospital entre 

maio de 2014 e julho de 2015 e das quais tivessem sido possíveis coletar dois tipos de 

amostras (fezes e swab nasofaringeano) seriam incluídas no estudo. A coleta do 

material de estudo (fezes e swab nasofaringeano) foi realizada somente mediante 

autorização prévia concedida através da assinatura do Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecida (TCLE) pelos pacientes ou responsáveis legais. O presente estudo foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das Clínicas (Anexo I). 

 

4.2 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS FECAIS 

As amostras de fezes foram coletadas em frascos coletores estéreis e 

estocadas a 4°C até serem transportadas (em no máximo duas horas) para o laboratório 

de Virologia/IPTSP/UFG, onde foram processadas para a obtenção de uma suspensão 

fecal a 20% (em tampão salina fosfato pH 7,4). As suspensões homogeneizadas e 
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clarificadas por centrifugação a 120 x g por sete minutos, e os sobrenadantes 

recolhidos e estocados a -20°C até o momento do uso. 

 

 

4.3 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DO TRATO 

RESPIRATÓRIO 

 

 As amostras do trato respiratório foram obtidas por meio de swabs 

nasofaringeanos, a coleta foi realizada por um profissional habilitado coletou amostras 

utilizando swab nasofaringeano e armazenou o produto em tubo estéril fechado 

adequadamente, conservados e transportados refrigerados (gelo 4° a 8°C) até o 

Laboratório de Virologia/IPTSP/UFG, sendo imediatamente processadas, 

armazenadas em tubos estéreis contendo três ml de Meio Mínimo Essencial MEM 

(Grand Island, USA) , homogeneizado em vortex e centrifugado a 227 X g por 10 

minutos, o sobrenadante foi retirado e armazenado em alíquotas e estocadas à -800 C. 

 

4.4 EXTRAÇÃO DO DNA VIRAL 

 

4.4 .1 Amostras de fezes 

 

O DNA viral foi extraído a partir de suspensão fecal a 20%, utilizando kit 

comercial e seguindo as instruções do fabricante, (Qiamp Viral RNA Mini Kit da 

Qiagen). Inicialmente foram pipetados 560 µL do tampão AVL em 140 µL da 

suspensão fecal, incubação por 10 minutos a temperatura ambiente (15ºC-25ºC), 

seguido de centrifugação (6.000 g por 1 minuto).  As amostras foram então pipetas em 

colunas contendo membrana de sílica e foram centrifugadas, adicionou-se 500µL de 

cada tampão (AW1 e AW2) seguindo de centrifugação (20.000 g por 2 minutos). As 

amostras foram eluídas em 60µL do tampão de eluição (AVE) e armazenadas a -20°C 

até o momento do uso. 

 

4.2.2 Amostras do trato respiratório 

 

O DNA viral foi extraído a partir de 200 µL de cada amostra utilizando kit 

comercial (QIamp cador Pathogen Mini Kit), seguindo as instruções do fabricante. 

Inicialmente foram adicionados a cada amostra, 20 µL de proteinase K e adicionou 
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100 µL do tampão VXL, incubou-se em temperatura ambiente por 15 minutos e 

centrifugou brevemente (6.000 g e por 1 minuto). Foram adicionados 300 µL do 

tampão ACB, seguido de centrifugação e o lisado foi então transferido para a mini 

coluna, seguido de breve centrifugação (6.000 g por 1 minuto). Foi então adicionado 

a cada coluna 600 µL do tampão AW1, centrifugado e adicionado 600 µL do tampão 

AW2, após outra etapa de centrifugação (20.000 g por 2 minutos) foi adicionado o 

tampão AVE para eluição das amostras que foram armazenadas à -20ºC até o momento 

do uso.  

 

 

 

4.5  PESQUISA DE HAdV E DETERMINAÇÃO DA CARGA VIRAL POR 

PCR EM TEMPO REAL TaqMan (qPCR) 

 

Para a pesquisa e determinação da carga de HAdV nas amostras de fezes 

e do trato respiratório por qPCR, foi inicialmente, construída uma curva padrão a partir 

de diluições seriadas (103 a 107 /10μL) do plasmídeo (pBR322), contendo como inserto 

a região do hexon do adenovírus, sendo o resultado expresso em cópias genômicas por 

mililitro (CG/mL). Para validação da curva foram observados os parâmetros 

coeficiente de correlação R (~0,99) e eficiência da reação (88-116). Amostras com 

cycle threshold < 38 foram consideradas positivas (Figura 4).  

Para a determinação da presença de inibidores foi utilizado um controle 

interno (TaqMan Exogenous Internal Positive Control Reagent, Applied Biosystems). 

A reação consistiu na adição de 1μL de DNA a um volume de reação de 

19μL, volume final de 20 μL, contendo 1x de Universal Master Mix 

(AppliedBiosystems), 0,9μM de cada iniciador (primeira região do hexon)  F 5′- 

(CATTACATGCACATCGTCCGGG-3′) e  R (5′-CAGC GGG CGAA ACTT GCA 

CCA G-3′) e (0,225μM de sonda TaqMan: HAdV F (5´-

CWTACATGCACATCKCSGG-3´)  para sonda foi usado HAdV R (5´-

CRCGGGCRAAYTGCACCAG -3´) (Hernroth et al. 2002)   2 μL do controle interno 

(10x Exo IPC mix)  0,4 μL do DNA (50x Exo IPC). 

O programa de ciclagem foi de 50 °C por 1 min, 95 °C por 10 min, seguido 

de 45ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min, com coleta de dados na última 
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temperatura, conforme protocolo descrito por Hernroth et al. 2002, com adaptações. 

As amplificações foram feitas no aparelho (Biorad iQ-5).     

Figura 4. Gráfico representativo de uma corrida de qPCR. Os círculos 

    representam pontos da curva padrão e as cruzes representam 

amostras  

   

 

4.6  SEQUENCIAMENTO GENÔMICO E ANÁLISE FILOGENÉTICA 

  

Para a caracterização molecular, as amostras positivas com concentração 

suficiente de DNA foram submetidas ao sequenciamento genômico e foram 

submetidas a um PCR convencional.As amostras foram amplificadas utilizando 

iniciadores para as regiões hipervariantes (HVR-7) do hexon dos HAdVs, que 

flaqueam uma região de 605-629 nucleotideos, e posteriormente as amostras foram 

purificadas.  (Sarantis et al. 2004) (5’CTG ATG TAC TAC AAC AGC ACT GGC 

AAC ATG GG 3’) 

 Foi realizada utilizando-se BigDye Terminator versão 3.01 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Para cada reação de 

sequenciamento, empregou 10 µL do DNA purificado e uma mistura contendo 3 ou 1 

µL de água MilliQ, 2 µL de tampão 5X, 1 µL de primer (2 pmol) e 1µL de Big Dye (o 

qual possui didesoxinucleotídeos trifosfatos (ddNTPs) com marcadores fluorescentes, 

dNTPs e Taq DNA polimerase).  

Figura 4. Gráfico representativo de uma corrida de qPCR. Os círculos representam 

pontos da curva padrão e as cruzes representam amostras de swab da população 

estudada. 
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 Em seguida, as amostras foram precipitadas utilizando isopropanol a 65% 

seguido de etanol a 60% para a retirada dos ddNTPs não incorporados. Após 

centrifugação, o etanol foi retirado e a placa colocada em termociclador para completa 

secagem (2 minutos a 95°C).  

 Adicionou-se 10 μL de formamida Hi Di (Applied Biosystems) às 

amostras, e a placa foi colocada em termociclador durante 5 minutos a 95°C para 

desnaturação da fita de DNA. Imediatamente após, as amostras foram colocadas em 

gelo por dois minutos, e a placa levada para o sequenciador automático ABI 3130 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) para a leitura dos eletroferogramas. 

  Para análise das sequências obtidas montou-se uma sequência consenso 

das fitas sense e antisense utilizando a interface phred/phrap (Ewing et al. 1998, 

Gordon et al. 2001) por meio do site http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ da 

EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária). Posteriormente, foi feito 

o alinhamento das sequências consenso de cada amostra com a utilização do programa 

Clustal X (Larkin et al. 2007), juntamente com sequências protótipos de cada genótipo 

de HAdVs obtidas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para edição do 

alinhamento utilizou-se o programa BioEdit.  

  A árvore filogenética foi construída utilizando-se o programa MEGA 

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versão 7.0 (Kumar et al. 2015). As 

análises foram realizadas pelo método Neighbor-Joining, modelo de substituição de 

nucleotídeos Kimura 2 parâmetros e sendo consideradas 1000 replicatas e valores 

boostraps acima de 80%.  

 

4.7    ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 A análise estatística dos dados foi realizada utilizando o programa Epi Info 

versão 7.0, para análise univariada, como o teste de χ2, sendo que valores de p < 0,05 

serão considerados estatisticamente significantes. 
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5 RESULTADOS 

 

  A população de estudo foi composta por 200 crianças, com até cinco anos 

de idade com ou sem sintomas de gastroenterites aguda e manifestações de infecções 

respiratórias, atendidas no Hospital Materno Infantil, localizado em Goiânia, Goiás. 

 Das 200 crianças participantes do estudo, 113 eram do sexo masculino e 

87 do sexo feminino. A maioria das crianças (82,5% -165/200) tinha idade entre sete 

dias a 24 meses, 20% (35/200) com idade até 60 meses, sendo a idade média da 

população estudada de um ano e 34 dias. Foi observado um índice de positividade 

global (positividade nas fezes ou swab) para adenovírus de 21% (42/200), sendo a 

positividade para HAdVs em amostras de fezes de 16% (32/200) e em swab 

nasofaringeano de 9,5% (19/200). Ainda, 21,4% (9/42) das crianças apresentaram 

DNA viral em ambos tipos de amostras clínicas. A tabela 1 representa as características 

da população de estudo em relação à positividade para HAdV.  

 

Tabela 1 - Características da população em relação à positividade para adenovírus 

Características              N (%) 

Idade (meses)  

0-24         35/165 (21,2%) 

<24           7/35 (20%) 

Sexo  

Masculino         26/113 (23.0%) 

Feminino         16/87 (18,3%) 

Positividade Global          

Fezes         32/200  (16%) 

Swab         19/200  (9,5%) 

Período  

Seca          26/107 (24,3%) 

Chuvoso          25/93   (26,8%) 

Sintomas  

GEA e/ou Respiratório          28/129 (21,7%) 

Assintomáticos          14/71 (19,7%) 

Total de crianças posi 

tivas/Total de crianças 

         

         42/200 (21%) 

 

         

   Quanto à positividade para HAdV em relação ao sexo das crianças, foi 

observado índice de 23% entre crianças do sexo masculino e de 18,4% entre crianças 

do sexo feminino sem diferenças estatísticas. Em relação à idade maior índice de 
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positividade para HAdV foi observado em amostras de crianças entre 0-24 meses 

(21,2%), 20% em crianças com idade superio a 24 meses, esses dados estatisticamente 

significativos (χ2 =0,02 p=0,87). 

  As crianças com algum sintoma de gastroenterite (dor abdominal, diarreia 

ou vômito) representavam 81,4% (105/129) da população sintomática. Dessas, 21% 

(22/105) foram positivas para HAdV em fezes, analisando associação entre pacientes 

com sintomatologia de GEA e positividade em amostras fecais observamos relação 

com dados estatisticamente significativos (α=0,04) (Tabela 2). Foi ainda observado 

que 83,7% (108/129) das crianças sintomáticas possuíam um ou mais sintomas 

respiratórios. Quando analisamos a positividade para HAdV em amostra de swab 

nasofaringeano, observamos que 9,2% (10/108) das crianças com algum sintoma 

respiratório eram positivas para HAdV, estabelecendo associação entre pacientes com 

sintomas respiratórios e positividade não foi observado dados significativos (α=1,0) 

(Tabela 2). 

 Com relação à positividade de crianças assintomáticas para HAdV, 19,7% 

(14/71) delas foram positivas para HAdV, sendo que 50% (7/14) foram positivas nas 

fezes e 50% (7/14) no swab nasofaringeano, dados de positividade em crianças 

assintomáticas e sintomáticas não apresentaram relação estatística (χ2 =0,66 p=0,41).            

 

Tabela 2 - População estratificada de acordo com a sintomatologia e positividade para 

adenovírus em amostras de fezes e swab nasofaringeano. 

 

Sintomatologia/Amostra Clínica      N          Positividade p/ HAdVs p/α 

Sintomas Gastroentéricos      129           105 (81,4%)                      α=0,04  

               Positividade em swab nasal             105             11 (10,4%)  

               Positividade em fezes      105             22 (21%)  

Sintomas Respiratórios      129           108 (83,7%)                   α=1,0 

               Positividade em swab nasal      108             10 (9,2%)        

               Positividade em fezes      108             19 (17,%)  

 Assintomáticos                     71              14 (19,7%) p=0,41 

                Positividade em swab nasal        14                 7 (50%)  

                Positividade em fezes        14                 7 (50%)  
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   Analisando a circulação de HAdVs durante o período de um ano, 

considerando-se os índices pluviométricos, detectou-se a circulação de HAdV durante 

as duas estações, seca (maio a setembro) e chuvosa (outubro a abril). Entretanto, não 

foi detectada positividade em março de 2015 e em agosto de 2014 em amostras fecais, 

e em janeiro e março de 2015 em amostras de swab nasofaringeano.  

 

Gráfico 1. Gráfico representativo da distribuição do índice de positividade para 

HAdVs em amostras fecais com relação a dados pluviométricos (mm3) no período 

do estudo. 

 

 

 

  

 Gráfico 2. Gráfico representativo da distribuição do índice de positividade para 

HAdVs em amostras de swab nasofaringeano em relação aos índices 

pluviométricos (mm3) no período do estudo. 
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Durante o estudo a temperatura entre o mês de maio de 2014 a julho de 

2015 variou de 29,75 a 35,5 º C, a umidade relativa do ar durante o período de coleta 

de amostras do estudo variou de 37,12 a 75, 94 mm3, a positividade para HAdV (tanto 

em amostras fecais quanto em swab nasofaringeano) em meses de seca foi 24,3% 

(26/107) e em meses de chuva foi de 26,8% (25/93). Não sendo observadas diferenças 

significativas na positividade global, em relação às estações secas e chuvosas. 

(χ2=0,02, p=0,86). Dentre as 21 amostras positivas na estação de seca 11 eram 

provenientes de amostras de swab nasofaringeano (52,3%), não sendo observada 

associação entre as variáveis descritas (χ2=0,21; p=0,64), dentre as 25 amostras 

positivas na estação de chuva 15 eram amostras fecais (60%), não foi observado dados 

significativos (χ2= 0,25; p=025) (Gráficos 1 e 2). 

 As cargas virais de HAdVs nas amostras clínicas variaram de 7,02x108 a 

1,88x1014 cópias/g por mL ou g de amostra clínica, com média de carga viral total de 

1,48x1013 (Figura 5). As amostras fecais tiveram média de carga viral de 1,57x1013 

cópias/g de fezes, as amostras de swab nasofaringeano possuíam carga viral média de 

8,79x1011 cópias/mL. 

As amostras dos pacientes assintomáticos apresentaram cargas virais que 

variaram de 7,02x109 a 4,22x1012 cópias/g ou mL, com média de 6,42x1011 cópias/g 

ou mL de amostra clínica.  Ao analisar dados de cargas virais obtidos através do qRT-

PCR deste estudo, foi observado que uma amostra fecal apresentou um log a mais que 

todas as amostras de swab nasofaringeano, em geral as cargas virais mais altas foram 

observadas com maior frequência em amostras fecais se comparadas com as cargas 

virais em amostras de swab nasofarinegano. 

Dentre as nove crianças positivas para HAdVs em ambas as amostras 

clínicas, 66,6% (6/9) apresentaram sintomas gastroentéricos e respiratórios, sendo que 

77,7% (7/9) destas apresentaram carga viral superior a 10x10 cópias/mL. 
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Figura 5. Gráfico representativo de uma corrida de qPCR com a curva padrão de amostras fecais 

de crianças assintomáticas participantes do estudo. 

 

 Treze amostras detectadas com cargas virais acima de log 12 e, portanto, 

quantidade suficiente de DNA, foram submetidas ao sequenciamento genômico e 

purificação. Dessas, doze eram amostras de fezes e uma amostra de swab 

nasofaringeano, entretanto a amostra de swab nasofaringeano apresentou grande perda 

de DNA viral durante o processo de purificação inviabilizando posterior analise 

filogenética da mesma. Das treze amostras, cinco foram caracterizadas como espécie 

F tipo 41, e uma amostra foi caracterizada como espécie B tipo 3 HAdV todas 

provenientes de amostras fecais. A amostra caracterizada como tipo 3 de HAdVs não 

apresentou boa qualidade. 

 As amostras com qualidade suficiente para serem analisadas eram dos 

pacientes 93, 194, 196, 222 e 293. O paciente 93 tinha um mês de idade, do sexo 

masculino, não apresentava sintomas e foi detectado carga viral de 1,57x1012, o 

paciente 194 possuía um ano de idade, do sexo feminino, assintomático, foi detectado 

carga viral de 2,07x1011, o paciente 196 tinha dois anos de idade, era do sexo feminino 

apresentava sintomas de gastroenterites, apresentou carga viral de 1,88x1014, o 

paciente 222, sexo masculino, possuía 9 meses de idade e demonstrou sintomas de 

gastroenterites e respiratórios, foi detectado carga viral de 9,81x1012 e o paciente 293 
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do sexo masculino, tinha 11 meses de idade, apresentava sintomas de gastroenterite e 

respiratórios, com carga viral de 3,70x1013.   

 As amostras positivas para HAdVs com identidade nucleotídica entre 98-

100% foram designadas haplótipos, das cinco sequências de qualidade duas foram 

escolhidas para representarem as demais sequências similares e estas duas sequências 

haplótipos foram depositadas no GenBank. O haplótipo 1 representa as amostras 

93,194 e 222 (nº de acesso:  KY052790) e o haplótipo 2 representa as amostras 196 e 

293 (nº de acesso: KY052791) (Figura 6). 

 Ainda com relação à análise das sequências obtidas, foi possível observar 

uma inserção de três nucleotídeos 1355- 1357 bp (aa 451) na sequência das amostras 

representadas pelo haplótipo 1, após o alinhamento das sequências com uma sequência 

completa do hexon extraído do GenBank nº de acesso AB330082.A região em que 

apresentou uma inserção de nucleotídeos está localizada no loop dois no hexon. 
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Figura 6. Árvore filogenética das sequências parciais do 

hexon das sete regiões hipervariáveis dos adenovírus 

detectados no estudo. Os nós internos são representados 

por valores de bootstrap obtidos em 1000 replicadas. Os 

diamantes representam as amostras haplótipos 

caraterizadas do estudo. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Os HAdVs infectam pessoas em todo mundo, sendo associados a 

sintomas oculares, respiratórios, gastroentéricos, dentre outros, com alta incidência 

principalmente entre crianças (Mandelboim et al. 2011, Miura-Ochiai et al. 2007). Os 

HAdVs são considerados como o terceiro mais frequente causador de GEA em todo 

mundo e ainda é um dos principais agentes causadores de doenças agudas respiratórias, 

atingindo indivíduos de todas as idades, porém os maiores índices de 

morbimortalidade ocorrem nas crianças menores de cinco anos e em indíviduos 

imunocomprometidos (Ampuero et al. 2012, Dey et al. 2011).  

Considerando a relevância desse agente epidemiológico, o presente estudo 

teve como objetivo a pesquisa de HAdVs em amostras clínicas de crianças com até 

cinco anos de idade, com e sem sintomas de GEA e ou sintomas respiratórios, 

atendidas em um hospital de Goiânia, Goiás durante o período de um ano. Neste estudo 

foi observado índice de positividade global para HAdVs de 21 %. Dados da literatura 

revelam índices de positividade para HAdVs nas fezes ou swab nasofaringeano variam 

de 1 a 33%, conduzidos em diferentes regiões do mundo, tais como Tailândia, Estados 

Unidos, China e Brasil (Kuypers et al. 2006, Sriwanna et al. 2013, Raboni et al. 2014, 

Li et al. 2015, Vetter et al. 2015).  

No presente estudo, a positividade nas fezes em crianças foi de 16%. Os 

índices de positividade para HAdV em amostras de fezes, por métodos moleculares, 

variam de acordo com a população de estudo e região no mundo, trabalhos exibem 

índices de positividade variam de 0,5-48,4% em amostras de crianças diferentes países 

(Bonot et al. 2014, Fajr et al. 2014, Legoff et al.  2013, Mans et al. 2014, Moyo et al. 

2014). No estudo de Duarte et al. (2012), realizado no Brasil no estado de Minas 

Gerais, foram avaliadas amostras fecais de 392 crianças, sendo detectado positividade 

4,1%, índice menor do que o encontrado nesse estudo. Entretanto, deve-se ressaltar 

que no estudo de Duarte et al (2012) a metodologia utilizada para a pesquisa de HAdV 

foi a imunocromatografia, enquanto que neste estudo foi utilizada metodologia mais 

sensível.  

Os HAdVs entéricos causam gastroenterites principalmente em crianças 

com frequências variáveis. A gastroenterite aguda é uma causa comum de 

hospitalizações entre crianças e adultos, sendo caracterizada principalmente por 
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diarreia, vômitos e dores abdominais (Al-Thani et al. 2013). Foi observado que 21% 

das crianças com sintomas de GEA eram positivas para HAdV nas fezes. No estudo 

de Ouédraogo et al. (2016), foi observado um índice de positividade em fezes de 

crianças com sintomas de gastroenterite aguda (31,2%) utilizando qPCR multiplex, 

entretanto deve-se levar em consideração o elevado índice de positividade devido ao 

índice de mal nutrição de crianças, bem como assitência sanitária e de saúde 

inadequadas presentes no país africano Burkina Faso onde o estudo foi realizado. 

Na região Centro-Oeste, no Brasil, Andreasi et al. (2008) analisaram 

amostras de fezes em crianças com diarreia, e detectaram DNA de HAdVs em 3,6% 

do total de amostras analisadas por PCR convencional, este índice foi menor do que o 

do presente estudo, devendo ser observado que no presente estudo a metodologia 

utilizada para a pesquisa de HAdV foi o qPCR TaqMan. Em outro estudo no Brasil, 

realizado em Juiz de Fora Minas Gerais, foi observado índice de positividade de 12,4% 

para HAdVs em crianças sintomáticas, também por PCR convencional (Reis et al. 

2016).  

  Os HAdVs desempenham um papel importante nas infecções do trato 

respiratório, representando 1-20% das doenças respiratórias em países asiáticos e 

americanos (Estados Unidos, China, Tailândia, Brasil) (Sriwanna et al 2013, Li et al 

2015, Kuypers et al 2006). De acordo com a literatura, a positividade para HAdVs por 

TaqMan qPCR em amostras do trato respiratório varia de 1,8 a 19,1% em diferentes 

regiões do mundo (Arango et al. 2015, Esposito et al. 2016, Grijalva et al. 2014; 

Marcone et al. 2015, Tortora et al. 2015).  

Foi detectado índice de positividade em amostras de swab nasofaringeano 

de 9,5% no presente trabalho. Em Camarões, na África, foi avaliado a incidência de 

HAdVs em crianças hospitalizadas com sintomas respiratórios utilizando metodologia 

de duplex qRT-PCR, foi observado um índice de positividade de 27,4%, (Kenmoe et 

al. 2016), sendo este consideravelmente superior ao observado no presente estudo. Na 

China, foi observado índice de positividade de 16% em crianças com sintomas 

respiratórios (Wang et al. 2016). Em um estudo realizado no nordeste brasileiro 

realizado com crianças sintomáticas, foi observado índice de positividade de 3,7% 

(Gurgel et al. 2016). Já na região sudeste do Brasil, em São Paulo, o índice de 

positividade de adenovírus foi de 27% em crianças menores de dois anos 

hospitalizadas, utilizando o método de PCR convencional, sendo este índice superior 

ao encontrado no presente estudo, entretanto a população de estudo era composta 
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somente de crianças até dois anos de idade com infecções agudas no trato respiratório 

(Durigon et al. 2015).  

Das crianças sintomáticas que apresentaram um ou mais sintomas 

gastroentéricos e/ou respiratórios e não foram positivas para HAdVs possivelmente 

poderiam ser positivas para outros vírus ou até mesmo outros agentes infecciosos, 

como bactérias que geralmente causam síndromes respiratórias e gastroentéricas 

dentre outros (Puerari et al. 2015, Thongprachum et al. 2016).  

Ao nosso conhecimento, este é o primeiro estudo a realizar a pesquisa de 

HAdV nos dois tipos de amostras de crianças com ou sem sintomas, atendidas em 

hospital em Goiânia utilizando método de RT-qPCR. Bil-lula et al. (2010) realizaram 

a pesquisa de HAdV em amostras fecais de crianças submetidas a transplante de 

medula óssea, com idade média de 9,5 anos, e observaram positividade para HAdV de 

44,8%, sendo está bem superior a encontrada nesse trabalho, provavelmente devido ao 

caráter oportunista dos HAdVs em pacientes imunocomprometidos e do potencial de 

persistência dos adenovírus em ambiente nosocomial (Ganime et al. 2014, 

Ganzenmueller et al. 2011).   

Os principais sintomas apresentados nas crianças no nosso grupo de 

pesquisa foram semelhantes aos relatados por outros, sendo tosse, febre, diarreia e 

vômito mais frequentes, entretanto, deve-se ressaltar que sintomas não são específicos 

e restritos somente as infecções causadas por HAdV, podendo estar associada a outros 

vírus (Chen et al. 2014, Raboni et al. 2014). 

Os adenovírus têm sido detectados em crianças assintomáticas em 

alguns trabalhos como de Horward et al (2015) que detectarm HAdVs em 11% 

utilizando RT-PCR, sendo também observado neste estudo que além de detectar a 

presença dos HAdVs constatou uma considerável positividade em crianças 

assintomáticas. Alguns estudos trazem dados de positividade em populações 

assintomáticas por HAdVs como Dey et al. (2011) com incidência de 0,7%, entretanto 

a metodologia utilizada no estudo foi ensaio imunoenzimático, diferente deste estudo 

no qual utilizamos como metodologia um ensaio mais sensível e específico o qRT-

PCR. A pesquisa viral em amostras de crianças sem sintomas é importante a fim de 

fornecer informações sobre a eventual ocorrência de vírus em pacientes 

assintomáticos, que poderiam ser potenciais disseminadores desses agentes, 

principalmente em ambiente nosocomial (Kenmore et al. 2016, Najioullah et al. 2004). 
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Os HAdVs foram detectados em ambas as estações seca e chuvosa na 

população atendida em hospital de Goiânia. Chan et al. (2015) estudaram o padrão de 

sazonalidade de vários vírus respiratórios em Hong Kong por um período de 15 anos 

e observaram um decréscimo na incidência de HAdVs nos meses de agosto e setembro 

em hospitalizados, semelhante a este estudo que observou ausência de positividade no 

mês de agosto e setembro em swab nasofaringeano. Moyo et al. (2014) em seu estudo 

na Tanzania pesquisaram HAdVs em amostras fecais de crianças e não observaram 

diferenças na positividade para HAdVs na estação chuvosa e seca. No Brasil a 

sazonalidade é variável, tem sido detectado HAdVs em vários meses do ano (Raboni 

et al. 2014, Cardoso et al. 1992, Andreasi et al. 2008, Maranhão et al. 2009). Estudos 

como de Proença-Módena et al. (2014) relatam flutuações na positividade de HAdVs 

respiratório sem períodos sazonais, com baixas nas estações de seca e picos durante as 

estações secas e chuvosas. Em outro estudo realizado no Brasil por Raboni et al. 

(2014), foi descrita maior incidência estações de seca, entretanto não foi observado 

padrão sazonal em HAdVs detectados em amostras fecais. 

As cargas virais nas amostras fecais foram 1,57 x 1013 cópias/g e nas 

amostras de swab nasofaringeano foram em média 8,79 x 1011 cópias/mL.  Alguns 

estudos têm demonstrado que a carga viral pode ter direta correlação com a gravidade 

dos sintomas (Walls et al. 2005), entretanto, outros estudos reportam elevadas cargas 

virais também em amostras fecais crianças imunocompetentes durante a primeira 

infecção (Aberle et al. 2003, Tsou et al. 2012), sendo, portanto, necessários mais 

estudos que tentem associar sintomas clínicos com a carga viral. Em pacientes 

imunocomprometidos com infecção por HAdVs a carga viral pode resultar na 

disseminação viral e doença sistêmica (Shike et al. 2005). 

Pacientes com gastroenterite viral podem excretar cerca de 10x5 a mais de 

10x11 partículas virais por grama de fezes (Okoh et al. 2010). No trabalho de Berciaud 

et al. (2012), estudo como os poucos já descritos, com participantes do estudo crianças 

imunocompetentes e crianças imunodeprimidos, foram detectadas cargas virais 

elevadas (1010 cópias/mL), em fluidos respiratórios e fezes, de pacientes 

imunocompetentes, de modo semelhante ao que foi observado neste trabalho, 

entretanto, os limites superiores de cargas virais observadas neste estudo foram 

superiores aos relatados na maioria dos estudos realizados na população infantil, sendo 

ainda observadas elevadas cargas virais tanto em crianças com ou sem sintomas. Em 

um estudo conduzido em pacientes submetidos a transplante alogênico de células 
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progenitoras hematopoiéticas, realizado recentemente em Goiânia, foi observada 

positividade para HAdV em 57% dos pacientes e cargas virais de até 2x108 cópias/g 

nas fezes sendo a grande maioria dos pacientes indivíduos adultos (Santos et al. 2016). 

Como referido, em pacientes imunocomprometidos como os submetidos a transplante, 

as infecções por HAdVs podem resultar em elevada carga viral que pode refletir um 

pior prognóstico (Shike et al. 2005) 

No estudo de Kohdera et al. (2006) cargas virais em amostras clínicas 

variaram de 10x105 à 10x1010 cópias/mL de swab de garganta, enquanto que no estudo 

de Lu et al (2013), foram detectadas cargas virais de 108 cópias/mL de HAdVs em 

mais de um tipo de amostras respiratórias (swab nasofaringeano, swab de garganta e 

escarro), cargas virais altas, assim como as cargas virais encontradas neste estudo em 

amostras de swab nasofaringeano. 

Em geral, neste estudo, foram encontradas cargas virais altas tanto em 

amostras fecais como nas de swab nasofaringeano, as amostras com menores cargas 

virais apresentaram 108 cópias genômicas por mL. Foi observado que cargas mais 

elevadas estavam presentes em amostras de pacientes sintomáticos, podendo-se 

sugerir uma associação entre altas cargas virais e sintomas, entretanto, outros fatores 

também devem ser considerados, tais como estado imunológico do paciente, idade, 

dentre outros.  

Foram observadas, com maior frequência, cargas virais mais altas em 

amostras de crianças sintomáticas tanto em fezes quanto em swab nasofaringeano, em 

relação às assintomáticas.Como já referido, a carga viral tem direta correlação com a 

gravidade dos sintomas, entretanto altas cargas virais são observadas em crianças 

durante a primeira infecção (Aberle et al. 2003, Tsou et al. 2012), sendo, portanto, 

necessários mais estudos que associem sintomas clínicos com cargas virais.  

Os adenovírus podem ser excretados tanto nas fezes quanto em secreções 

nasais e tem sido demonstrado que os tipos de HAdVs que infectam o trato respiratório 

podendo ser encontrados nas fezes, provavelmente devido a deglutição das secreções 

do trato respiratório superior, mesmo não ocorrendo replicação ou doença no trato 

gastrointestinal (Vetter et al. 2015). Avaliando as amostras submetidas ao 

sequenciamento a fim de determinar as espécies e tipos de HAdVs, das treze amostras 

sequenciadas, uma amostra positiva para HAdV caracterizada como pertencente a 

espécie B tipo 3 e cinco amostras pertenciam a espécie F tipo 41, todas provenientes 

de amostras fecais. A espécie B é comumente encontrada em amostras de em pacientes 
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com síndromes respiratórias como a doença respiratória aguda, podendo ser resultado 

da deglutição de partículas virais presentes nas vias superiores, como já descrito (Berk 

et al. 2013).  

  Amostras do tipo 41 circulam frequentemente no Brasil e no mundo, 

sendo conhecidamente associadas a GEA (Rey et al. 2011), cujos sintomas 

característicos foram observados nas crianças participantes desse estudo positivas para 

HAdVs com sintomas de GEA. Nos países desenvolvidos e em desenvolvimento, 

HAdV-F tipo 40 e 41 foram descritos em casos esporádicos e surtos da doença em 

pacientes internados e ambulatoriais, causando síndromes gastroentéricas e até mesmo 

a morte, principalmente de crianças menores de 5 anos idade (Reis et al.2016). Dey et 

al. (2011) observaram maior incidência de HAdVs tipo 41 em crianças com menos de 

dois anos de idade nos meses chuvosos, especificamente nos meses de fevereiro e 

março. No estudo de Filho et al. 2007 realizado no Brasil, foi observado maior 

incidência de HAdVs tipo 41 em crianças hospitalizadas e as sequências apresentaram  

100% de identidade nucleotídica, com maior incidência nos meses de fevereiro a abril. 

No estudo na região Centro-Oeste realizado por Freitas et al. 2010, foi observado 

maior frequência de HAdVs caracterizados como espécie F em 76,9% das amostras. 

A predominância da espécie F em amostras de fezes de crianças da região foi 

corroborada pelo presente estudo. 

  As sequências obtidas através do sequenciamento genômico foram 

alinhadas pelo software ClustalX 2.1, foi observada uma inserção de três nucleotídeos 

na posição 1355 bp- 1357 (451 aa), na região v3 do loop dois do hexon na sequência 

haplótipo um, inserção presente em algumas sequências posteriormente depositadas 

no GenBank. As regiões de variabilidade estão localizadas nos loops um e dois da 

proteína do hexon, a região v3 está localizada no loop dois da proteína do hexon. O 

loop um (aa 131-331) e o loop dois (aa 423-477) da proteína hexon são voltados para 

a superfície do vírus e contêm epítopos específicos imunogênicos (Toogood et al. 

1992). Baley & Mautner (1994) compararam sequências do hexon de vários tipos de 

HAdV, e observaram que as regiões pedestais do hexon são altamente conservadas e 

os loops são regiões com considerável variabilidade. O estudo Pichla-Gollon et al. 

(2007) relatou que as mutações nos loops permitem que o vírus escape do 

reconhecimento do sistema imunológico como, por exemplo, a neutralização por 

anticorpos específicos (Crawford-Miksza et al. 1996, Ebner et al. 2005, Onion et al. 

2007, Rux et al. 2003, Wu et al. 2005). 
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  Embora o presente estudo tenha avaliado 200 crianças com ou sem 

sintomas em dois tipos de amostras diferentes provenientes de um mesmo paciente, 

mais estudos devem ser realizados no intuito de se obter mais dados sobre a ocorrência, 

carga viral e tipo de HAdV em relação à sintomatologia e dados demográficos das 

crianças. Esperamos que os resultados obtidos possam contribuir para um maior 

esclarecimento a respeito das infecções causadas pelos HAdVs em crianças.  
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7 CONCLUSÃO 

 

 

 Foi observado considerável índice de positividade para HAdV (21%), nas fezes 

(16%) e em swab nasofaringeano (9,5%) obtidas de crianças com até cinco 

anos de idade com ou sem sintomas de GEA e respiratório de crianças 

atendidas no Hospital materno infantil, sendo ainda observado que algumas 

crianças foram positivas em ambas as amostras clínicas. No grupo 

assintomático foi também detectada positividade significativa (19,7%). Uma 

maior frequência de positividade foi observada em crianças com até 48 meses 

de idade; 

 

 Em geral, as crianças que apresentaram algum tipo de sintoma (gastroentérico 

e/ou respiratório) apresentaram cargas virais mais elevadas, quando 

comparadas às assintomáticas; 

 

 Foi observada relação entre sintomas e positividade em crianças com sintomas 

de GEA; 

 

 Foram identificados, dentre as amostras positivas, HAdVs espécies F tipo 41, 

e ainda uma amostra espécie B tipo 3. Todas provenientes de amostras fecais. 

Sendo ainda observada que três amostras sequenciadas apresentaram uma 

inserção de três nucleotídeos em região variável do hexon; 

 

 Como perspectivas, esperamos que, ao final do estudo, possamos obter 

resultados que forneçam informações sobre a frequência, epidemiologia 

molecular e carga dos adenovírus em dois tipos de amostras clínicas da 

população de estudo, em associação com sintomatologia apresentada pelas 

crianças participantes do estudo; 
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

 

Termo de consentimento livre e esclarecido 

Título do projeto de pesquisa: Detecção de Bocavírus Humano (HBoV) em crianças 

com infecção respiratória e/ou gastroenterite: estudo caso-controle. 

Pesquisador responsável: Teresinha Teixeira de Sousa 

Orientadora: Profa. Divina das Dores de Paula Cardoso. 

 

Nome do sujeito de Pesquisa:........................................................................................... 

 

Você autoriza a criança a participar de uma pesquisa, em que ela, seu filho (a) ou 

a criança pela qual você é responsável está sendo convidado (a) como voluntário(a) a 

fazer parte deste estudo que tem como título: ¨Detecção de Bocavírus Humano (HBoV) 

em crianças com infecção respiratória e/ou gastroenterite: estudo caso-controle¨.  

Meu nome é Teresinha Teixeira de Sousa, sou a pesquisadora responsável e minha 

área de atuação é de médica pneumologita, aluna de doutorado da UFG/IPTSP. A 

participação da criança é importante, mas antes de decidir se você quer que ela faça parte 

da pesquisa em que é preciso coletar fezes e secreção do nariz de crianças doentes (com 

infecções respiratórias e com gastroenterite-diarréia) e também daquelas sem estas 

doenças (que é o grupo controle, estudar a presença do vírus em quem não está doente), 

é preciso que o senhor ou a senhora, entenda o motivo da pesquisa: o convite esta sendo 

feito porque os vírus respiratórios e entéricos são causas comuns de infecções 

respiratórias e de gastroenterite em crianças.  

Vários novos vírus estão sendo descobertos e pouco se conhece sobre seu impacto 

(importância) em pacientes com essas doenças. Esta pesquisa pretende estudar as 

infecções respiratórias e gastroenterite por vírus (bocavírus humano/HBoV) em crianças 

com idades abaixo de 5 anos. Durante o período de um ano atendidas no Hospital Materno 

Infantil de Goiânia/Goiás. A pesquisa será realizada em crianças com sintomas clínicos 

(casos) de infecção respiratória e/ou gastroenterite e comparar o vírus também em 

pacientes sem estas doenças (que é o grupo controle, onde estudamos o vírus também em 

quem está sadio, pois em alguns casos a criança pode ser portadora dos vírus, mas não 

manifestar a doença). Após o atendimento do paciente pelos pediatras do hospital, um 

dos membros da equipe pedirá autorização para os pais e/ou responsáveis pelas crianças 

e explicará em detalhes todos os procedimentos para a pesquisa: haverá o preenchimento 

de um questionário e uma coleta de cada material (secreção nasal e fezes), em todas as 

crianças tanto as doentes como as sadias que estão no hospital por outros motivos. Todos 

estes procedimentos serão feitos pela pesquisadora responsável (Teresinha, médica) em 

sala ao lado do ambulatório no térreo e sala procedimentos no segundo andar / 

enfermarias do Hospital Materno Infantil, onde será garantida a privacidade da criança, 

por ocasião das consultas e/ou hospitalização, sem a necessidade de comparecimento ou 

retorno ao Hospital por motivo relacionado à Pesquisa.  

Os exames de fezes e secreção nasal não substituirão os exames regularmente 

colhidos no Hospital como parte do seguimento médico dos pacientes. A participação de 

seu filho (a) ou a criança pela qual você é responsável é importante, mas você e a criança 

podem recusar participar da pesquisa a qualquer momento. Os procedimentos apresentam 

riscos baixos à integridade física da criança, serão realizados pela pesquisadora 

(Teresinha) e consistem em: Coleta de lavado nasal é feita através de uma pequena sonda 

com soro fisiológico, introduzida nas narinas e aspirada (¨como uma lavagem do nariz 

com soro, só que aspirado o líquido de volta¨), podendo ocorrer desconforto local e muito 

raramente pequeno sangramento nasal, sem danos posteriormente para a criança. E a 
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coleta de fezes é espontânea, durante a evacuação, aqual será recolhida em um frasco 

específico, sem a utilização de medicação ou instrumentos para tal. Não acarretando 

nenhum desconforto direto, podendo ser acompanhado pelo responsável legal da criança. 

Além da coleta das amostras de secreções nasais e de fezes, o responsável pela criança 

deverá responder um questionário para o registro das informações pessoais da criança e 

a pesquisadora poderá, também, anotar dados dos prontuários.  O destino dessas amostras 

será para o Laboratório de Virologia Humano da UFG/IPTSP, onde por exames 

moleculares os vírus respiratórios e entéricos serão detectados através de técnicas 

laboratoriais sofisticadas chamadas de PCR em tempo real (material genético dos vírus, 

DNA e RNA).  

Informo, aos pais ou responsáveis pela criança, que as amostras (material 

biológico de fezes e de secreções nasais) ficarão armazenadas (guardadas) no Instituto de 

Patologia e Doenças Tropicais da UFG seguindo todas as normas do regulamento 

aprovado pelo CEP/IPTSP a respeito de biorrepositório (segundo as normas da resolução 

do CNS 441 de 2011), e, caso eu tenha seu consentimento por escrito autorizando o uso 

para esta pesquisa e no futuro para qualquer outra pesquisa, não será necessário preencher 

um novo termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE); sobre o bocavírus humano 

e também para os outros vírus como o: rotavírus (A), calicivírus, adenovírus, astrovírus, 

enterovírus, aichivírus, salivírus/klassevírus, vírus respiratório sincicial, vírus influenza 

A e B, vírus da parainfluenza, adenovírus respiratório, rinovírus, metapneumovírus 

humano, coronavírus e os H1N1. Esta pesquisa estará sendo financiada com recurso do 

próprio laboratório e de convênios regularmente firmados sem nenhum custo para o SUS, 

familiares ou planos de saúde. É importante ressaltar, entretanto que a pesquisa está 

restrita aos procedimentos listados acima.  

A participação no estudo NÃO IMPLICA na realização de outro exame e NÃO 

INTERFERE nas decisões sobre os remédios necessários para o tratamento do problema 

atual (o médico do hospital que atender seu filho (a) decidirão por procedimentos 

necessários, como os medicamentos ou outros exames). Estes dados procedimentos e/ou 

seus resultados, entretanto serão registrados para análise futura. Todos os pacientes serão 

convidados a participar do estudo, e a qualquer momento podem também deixar de 

participar, se assim o desejarem. Somente os pesquisadores e/ou equipe de pesquisa terão 

conhecimento de suas identidades e do questionário. Os pesquisadores pretendem 

publicar os resultados obtidos pela pesquisa, mas o nome e dados pessoais dos pacientes 

são TOTALMENTE CONFIDENCIAIS (não haverá identificação dos participantes) os 

dados também poderão ser utilizados em estudos futuros de outros vírus citados acima.  

Em caso de recusa, você e seu filho (a) não serão penalizados (as) de forma 

alguma, esta recusa em nada implicará na assistência que seu filho (a) receberá. Se aceitar 

participar e depois retirar seu consentimento também, em nada será prejudicado. É 

importante destacar que, como não há despesas decorrentes da participação na pesquisa 

por parte do sujeito da pesquisa, neste caso, o responsável legal e a criança participante 

não haverá nenhum tipo de pagamento ou gratificação financeira pela sua participação. 

Este estudo tem início no ano de 2013 e previsão de encerramento em 2014. 

Autorizo o armazenamento e guarda de amostras de secreção nasal e de fezes, 

formando um banco de dados/biorrepositório para investigações futuras, e que toda nova 

pesquisa a ser feita com o material será submetida à aprovação do CEP da instituição e, 

quando for o caso, da CONEP e com a dispensa de novo consentimento a cada pesquisa 

(Res. CNS n.o 347/2005-1.1, 1.2, 1.3, 1.4). 

Após receber os esclarecimentos e as informações, no caso de aceitar fazer parte 

do estudo, você deverá rubricar todas as páginas e assinar ao final deste documento e, que 

está em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsável A qualquer 
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momento, antes e durante a pesquisa, você poderá solicitar esclarecimentos e em caso de 

dúvidas sobre a pesquisa, você poderá entrar em contato com a pesquisadora responsável, 

Teresinha Teixeira de Sousa no telefone: (62) 81595675. Em caso de dúvidas sobre os 

seus direitos como participante nesta pesquisa, você poderá entrar em contato com o 

Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Materno Infantil de Goiânia Telefone (62) 

3201-3374. 

Local e Data: Goiânia, ......../......../.............. 

Nome e Assinatura do pesquisador _______________________________________ 

 

 

Consentimento da participação da criança como sujeito da pesquisa pelo 

responsável legal 

Eu, _________________________________________, RG_____________, 

CPF ____________________, endereço ________________________________, abaixo 

assinado concordo que _____________________________________ cuja 

responsabilidade legal me é conferida autorizo que a criança participe do estudo 

¨Detecçaõ de Bocavírus Humano (HBoV) em crianças com infecções respiratótias 

e/ou gastroenterite: estudo caso-controle¨, como sujeito de pesquisa.  

Fui devidamente informado e esclarecido pelo Pesquisador ________________ 

sobre a pesquisa, os procedimentos envolvidos, assim com os possíveis riscos e benefícios 

decorrentes da participação da criança pela qual sou responsável legal.  

Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem 

que isto leve a qualquer penalidade ou interrupção do seu acompanhamento 

assistência/tratamento e que todas as informações pessoais obtidas serão mantidas em 

sigilo. Recebi uma cópia deste documento com todas as páginas rubricadas e assinadas 

por mim e pelo pesquisador participante deste estudo. Autorizo a execução do trabalho 

de pesquisa e a divulgação dos dados obtidos neste estudo sobre o bocavírus humano e, 

ainda, a formação de um banco de dados e um biorrepositório das amostras (fezes e de 

secreções nasais) cujo regulamento foi aprovado pelo CEP/IPTSP/UFG, seguindo as 

normas da resolução do CNS 441 de 2011. E que as amostras obtidas poderão ser 

utilizadas em pesquisas futuras sem a necessidade do preenchimento de um novo termo 

de consentimento (TCLE); para o bocavírus humano e para outros vírus como o: rotavírus 

(A), calicivírus, adenovírus, astrovírus, enterovírus, aichi vírus, salivírus/klassevírus, 

vírus respiratório sincicial, vírus influenza A e B, vírus da parainfluenza, adenovírus 

respiratório, rinovírus, metapneumovírus humano, coronavírus e os H1N1. 

Local e data: _____________________________ 

Nome e assinatura do sujeito ou responsável legal: _____________________________ 

Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite 

do sujeito em participar. 

Testemunhas 

Nome e assinatura: _______________________________ 

Nome e assinatura: _______________________________ 
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Anexo 3. Ficha de Investigação Clínica 

 

Ficha de investigação clínica. 

 

DATA: ....../....../.......      Registro geral (................)        Nº Amostra 

(..................) 

 

1. Controle:       1.1 Fezes assintomático (   )          1.2 Swab assintomático (   ) 

2. Caso:             2.1 Sintomas GEA (   )                  2.2 Sintomas respiratórios (   ) 

3. Amostra:       3.1 Fezes (   )                                 3.2 Swab (   ) 

 

Dados epidemiológicos 

4. NOME: ................................................................................................................. 

5. COLETA: DATA (....../....../.......)     HORA (....................) 

6. UNIDADE COLETA: (     ) PS       (    ) ENFERMARIA    ADMISSÃO: ................. 

7. SEXO: (    ) MASC.        (    ) FEM. 

8. DATA DE NASCIMENTO: ........./......../........          IDADE: .....................            

  

9. Natural: ......................................... Procedência: .................................... 

Endereço: ............................................................................................................. 

Bairro:.........................................     Cidade:...................................   UF:............ 

Telefone: (    ).............................. Nome responsável: .................................................. 

Profissão: Mãe ..........................................     Pai.................................................... 

Renda familiar (em salário mínimo): ..................................................................... 

Habitação: (    ) própria   (    ) alugada 

Asfalto: sim(  )  não(  )  Água: (  )tratada (  )cisterna (  )poço  Esgoto: sim(  )  não ( ) 

 

10. RAÇA/COR: (   )branca,    (   )morena,   (   )negra,    (   )indígena 

11. ESCOLARIDADE: (   )pública, (   )creche, (   )particular 

12. ASSISTÊNCIA MÉDICA: (   ) SUS,   (   ) plano de saúde,   (   )particular 

13. ALIMENTAÇÃO: (   ) leite materno,   (   ) leite materno e outro, (   ) outro 

14. TIPO PARTO: (   ) normal,  (   ) cesariana 

Sintomatologia: 

15. A. Respiratório: 

Febre: sim(   )     não(   ), Tosse (   )sim   (   )não, Dispnéia/Chiado (   )sim   (   )não 

SaO2:........................./ Rad TX:............................../ HMG: ................................... 

Ausculta: ................................................./ Temperatura: ...................................... 

 

B. GASTROENTERITE: 
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Diarréia: sim(   )   não(   )/                      Frequência:   1 a 2x (   ),   >2x (   ) 

Aspecto: líquida(   ),  semi-liquida(   ),  pastosa(   ),  sangue(   ),  fétida(   ) 

Febre: sim(   )   não(   )/  Vômitos: sim(   )   não(   )/  Dor abdominal: sim(   )  não(  ) 

 

Antecedentes epidemiológicos: 

16. Contato caso suspeito (Respiratório e/ou GEA): (  )domicílio, (  )creche, (  ) escola 

17. Uso de medicação antes coleta: sim(   )    não(   ), qual? ........................................... 

18. Vacinação completa:  sim(   )     não(   ) 

Vacina contra gripe: sim(  )    não(   )      Última dose:............................... 

Vacina rotavírus (VORH)(   ),  Rotarix (   ),  Rotatec(   ) – 1ªdose(   ), 2ªdose (   ) 

Comprovação: sim(   ),   não(   ) 

19. Diagnóstico clínico 

prontuário:........................................................................................ 

20.  Outras patologias/cirurgias: .................................................................................. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


