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No ano de 1992, durante um surto de pneumonia, um vírus gigante foi isolado a 

partir da água de torres de resfriamento, em Bradford, na Inglaterra. Esse novo 

vírus, denominado Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV), infecta amebas 

do gênero Acanthamoeba, e é o vírus protótipo do gênero Mimivirus, o qual faz 

parte do grupo dos Vírus Gigantes Núcleo-citoplasmáticos de DNA (NCLDVs). 

Pneumonia é uma das principais causas de morte relacionada a infecção em 

todo o mundo, no entanto, cerca de 20 a 50% dos casos apresentam etiologia 

desconhecida. Estudos têm apontado alguns vírus do gênero Mimivirus 

(mimivírus) como prováveis agentes causadores de pneumonia em seres 

humanos. Diante desse cenário, o presente trabalho teve como objetivo avaliar 

a distribuição dos mimivírus em diferentes setores do Hospital das Clínicas de 

Belo Horizonte (HC UFMG). Para tanto, 242 amostras de poeira hospitalar foram 

coletadas, processadas, e submetidas a qPCR e isolamento viral. Alguns dos 

isolados virais obtidos foram selecionados, purificados e submetidos a testes de 

caracterização molecular (sequenciamento e análises filogenéticas), biológica 

(testes de resistência, curva de multiplicação, expressão gênica) e estrutural 

(morfometria e microscopias eletrônicas de transmissão e varredura e análise de 

perfil de proteínas estruturais). Como controle, amostras também foram 

coletadas em diversas instalações do Instituto de Ciências Exatas (ICEX) da 

UFMG. Os resultados demonstraram uma distribuição diferenciada de mimivírus 

pelo HC-UFMG, revelando um maior número de amostras positivas no 

isolamento respiratório do que em outros ambientes analisados. Não foi possível 

isolar nenhum vírus a partir do ICEX/UFMG. De uma maneira geral, a 



caracterização biológica, molecular e estrutural dos novos isolados demonstrou 

que a maioria dos isolados apresentam características únicas, mas similares aos 

mimivírus do grupo A, como o protótipo APMV. Dentre estas características, 

destacamos diferenças na curva de multiplicação, na expressão de genes 

envolvidos na tradução e a presença de substituições nucleotídicas no gene da 

RNA helicase viral. É crescente o número de evidências relacionando os 

mimivírus com casos de pneumonias nosocomiais, e nosso trabalho é o primeiro 

a demonstrar de forma significativa a associação espacial entre o local ocupado 

por pacientes com pneumonia e isolados de APMV. Nossos resultados reforçam 

a necessidade de controle da presença desses vírus no ambiente hospitalar. 
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In 1992, during a pneumonia outbreak, a giant virus was isolated from cooling 

towers in England. This new virus, called Acanthamoeba polyphaga mimivirus 

(APMV), infects Acanthamoeba amoebas, and is the prototype virus of Mimivirus 

genus, which belongs to the group of Nucleo-Citoplasmatic Large DNA Virus 

(NCLDVs). Pneumonia is a leading cause of death related to infection throughout 

the world, however, about 20 to 50% of the cases present unknown etiology. 

Studies have pointed out some virus belong to the Mimivirus genus (mimivirus) 

as putative agents of pneumonia in humans. Considering this background, this 

study aimed to evaluate the distribution of mimivirus in different areas of the 

Hospital das Clínicas (HC) in Belo Horizonte UFMG. For this, 242 hospital dust 

samples were collected, processed, and subjected to real-time PCR and 

isolation. Some of the isolated viruses were purified and subjected to molelular 

characterization (sequencing and phylogenetic analysis), biological 

characterization (resistance assays, multiplication curve, gene expression profile) 

and structural characterization tests (morphometric, transmission and scan 

electron microscopy and analysis of structural proteins). As experimental control, 

samples were also collected from various facilities of the Instituto de Ciências 

Exatas (ICEX) of UFMG. The results demonstrated a differential distribution of 

mimivirus in the hospital, revealing a higher number of positive samples in 

respiratory isolation facility than in other analyzed environments. It was not 

possible to isolate any virus from ICEX/UFMG. In general, biological, molecular 

and structural characterization of new isolates showed some similarity between 

these viruses and mimiviruses group A, as the APMV prototype. However, some 



differences in the multiplication curve, nucleotide composition of viral RNA 

helicase gene and in the expression of genes involved in translation were 

observed, suggesting the existence of some biological differences in new viral 

isolates. The volume of evidence linking the mimivirus with nosocomial 

pneumonia is increasing and our work is the first to demonstrate a significant 

spatial association between the site occupied by patients with pneumonia and 

isolated APMV. Our results reinforce the need to control the presence of these 

viruses in the hospital. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Vírus Gigantes Núcleo-citoplasmáticos de DNA (NCLDVs) 

 
Vírus são caracterizados como um grupo de parasitas ubíquos capazes de 

infectar organismos pertencentes aos três domínios da vida e de se multiplicarem 

em uma gama de tipos celulares. Além disso, são tradicionalmente conhecidos 

pelo seu tamanho ultramicroscópico, pela dependência quase completa da 

maquinaria celular do hospedeiro para sua multiplicação e por apresentarem 

uma ampla diversidade na arquitetura e complexidade da partícula viral. Muitos 

vírus compartilham genes homólogos que são responsáveis por codificar 

proteínas envolvidas na replicação do genoma e na formação da partícula viral, 

no entanto, nenhum gene é comum a todos os vírus. Logo, não há evidências 

que comprovam a origem monofilética desses micro-organismos. Entretanto, nos 

últimos anos, análises genômicas demonstraram que alguns genes, que 

codificam proteínas responsáveis por boa parte das funções essenciais para a 

multiplicação viral, são conservados em um grande grupo de vírus denominado 

de Vírus Gigantes Núcleo-citoplasmáticos de DNA (NCLDVs), indicando que 

esse grupo poderia ser monofilético (IYER et al, 2006; YUTIN et al, 2009; YUTIN 

e KOONIM, 2009). 

Os NCLDVs são caracterizados por um genoma de dupla fita de DNA, 

relativamente extenso, entre 100 Kb e 2,5 Mb, e possuem uma capacidade de 

codificar de centenas a milhares de proteínas. Dentre as famílias que compõem 

esse grupo, tem-se Poxviridae, que infecta insetos e vertebrados, Asfarviridae, 

que infecta suínos, Iridoviridae, que infecta invertebrados e vertebrados 

pecilotérmicos, Ascoviridae, que infecta insetos, Phycodnaviridae, que infecta 

algas, Mimiviridae e Marseilleviridae, recentemente propostas, que infectam 

amebas. Além dessas famílias, outros três gêneros denominados Pandoravirus, 

Phitovirus e Faustovirus, recentemente descobertos e ainda não agrupados em 

nenhuma família viral, também fazem parte do grupo dos NCLDVs (Tabela 1) 

(YUTIN et al, 2009; PHILIPPE et al, 2013; GAIA et al, 2014, LEGENDRE et al, 

2014; RETENO et al, 2015). 

Diferentemente de outros vírus, os NCLDVs apresentam uma relativa 

independência dos sistemas de replicação e transcrição dos seus hospedeiros, 
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uma vez que são capazes de codificar várias proteínas necessárias à replicação, 

expressão gênica e morfogênese viral. Dentre essas proteínas estão DNA 

polimerases, helicases, topoisomerases, fatores de transcrição, chaperonas, 

DNA primase viral, DNA ligase, dUTPase e timidinas quinase (IYER et al, 2006; 

YUTIN et al, 2009; YUTIN e KOONIM, 2009). 

Embora a hipótese de os NCLDVs serem um grupo monofilético e 

apresentarem um único ancestral comum seja amplamente aceita, há uma 

discordância no que concerne ao tamanho e à morfologia desse vírus ancestral 

e como ele deu origem às diferentes famílias virais. Existem basicamente três 

hipóteses que tentam explicar a evolução dos NCLDVs. A primeira delas seria 

que os NCLDVs evoluíram e se diversificaram ao perder alguns dos genes 

comuns e ao adquirir novos genes de seus hospedeiros, assim como de 

bactérias endossimbiônticas e também por duplicação gênica. A segunda 

hipótese sugere que a evolução do grupo se deu a partir de um vírus ancestral 

ainda maior e com o genoma mais extenso que gradativamente foi se adaptando 

e especiando via redução genômica. Finalmente, a terceira teoria propõe que os 

NCLDVs derivaram de um ancestral com genoma pequeno, que se diversificou 

por simples aquisição de genes dos hospedeiros e organismos simpátricos 

(ETTEN et al, 2010, ETTEN et al, 2011). 

Alguns pesquisadores acreditam que os NCLDVs deveriam ser considerados 

como o quarto domínio da vida. Outros sugerem que os genes de NCLDVs 

surgiram a partir do pool genético original que levou à origem dos procariotos e 

eucariotos. Estas sugestões têm estimulado uma controvérsia sobre se a árvore 

da vida deveria incluir esses vírus. Independentemente disso, alguns vírus, 

incluindo o NCLDVs, têm uma longa história evolutiva e provavelmente 

contribuíram para o surgimento das posteriores vidas celulares modernas. Além 

disso, a descoberta e a caracterização dos NCLDVs está em sua fase inicial e 

poderá representar um grande desafio para os virologistas (ETTEN et al, 2010; 

BOYER et al, 2010). 
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Tabela 1: Principais características das famílias dos NCLDVs. 

Família Hospedeiros Tamanho do 
genoma (Kb) 

Compartimento celular 
de multiplicação 

Phycodnaviridae Algas 150-400 Núcleo e citoplasma 
Poxviridae Insetos, reptéis, 

aves, mamíferos 
130-380 Citoplasma 

Asfarviridae Mamíferos 170 Citoplasma 
Ascoviridae Insetos 150-190 Núcleo e citoplasma 
Iridoviridae Insetos, vertebrados 

pecilotérmicos 
100-220 Núcleo e citoplasma 

Mimiviridae Acanthamoeba 1.180-1.280 Citoplasma 
Marseilleviridae Acanthamoeba 370 Núcleo e Citoplasma 
Pandoravirus* Acanthamoeba 1900-2500 Núcleo e citoplasma 

Phitovirus* Acanthamoeba 600 Citoplasma 
Faustovirus* Vermamoeba 

vermiformis 
466 Citoplasma 

Fonte: Yutin et al, 2009 – modificado.        

* Vírus ainda não agrupados em nenhuma família viral.  

 

1.2. Descoberta dos mimivírus 
 

No ano de 1992, durante um surto de pneumonia, um micro-organismo, 

semelhante a um pequeno coco Gram positivo, foi isolado de amebas presentes 

na água de torres de resfriamento de um hospital em Bradford, na Inglaterra. 

Devido à sua morfologia, esse micro-organismo foi inicialmente denominado de 

coco de Bradford (Fig. 1). Após muitas tentativas frustradas de cultivo, assim 

como fracassos na identificação molecular usando iniciadores bacterianos 

universais para a região 16S do DNA ribossomal, a amostra foi estocada por 10 

anos (LA SCOLA, 2003; RAOULT et al, 2007). 
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Figura 1: APMV, inicialmente chamado de Coco de Bradford, no interior de 

uma ameba de vida livre. O micro-organismo é corado de violeta (seta) através da 

coloração de Gram, e assim pode ser visualizado por microscopia óptica. Fonte: Raoult et al, 
2005. 

 Em 2003, a amostra foi levada para Marselha, França, onde um grupo de 

pesquisadores coordenados pelo professor Didier Raoult deu continuidade aos 

estudos. A fim de tentar solucionar o que os pesquisadores acreditavam ser 

problemas técnicos da identificação molecular, os cocos de Bradford foram 

examinados por microscopia eletrônica. No entanto, o micro-organismo 

observado aparentemente apresentava um formato de simetria icosaédrica 

regular, muito semelhante ao dos iridovírus, com aproximadamente 700nm de 

diâmetro, sugerindo que os cocos de Bradford na verdade se tratavam de vírus 

gigantes (Fig. 2) (LA SCOLA, 2003; RAOULT, 2005; RAOULT et al, 2007). 

 

Figura 2: Microscopia eletrônica mostrando a morfologia de simetria icosaédrica 
dos mimivírus. A estrutura do vírus gigante pode ser observada: capsídeo de simetria 
aparentemente icosaédrica circundado por fibrilas. Fonte: Raoult, 2005. 
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Análises posteriores foram necessárias para comprovar a natureza viral do 

micro-organismo e demonstraram que ele era composto de um genoma extenso, 

de DNA dupla fita, e apresentava uma fase de eclipse, típica dos vírus, em sua 

multiplicação. Além disso, foi observado que a morfogênese das partículas virais 

ocorria no interior de estruturas intracelulares denominadas fábricas virais, 

semelhante ao observado também em outros vírus, como os poxvírus (LA 

SCOLA et al, 2003; RAOULT et al, 2005; RAOULT et al, 2007). 

Após a comprovação da natureza viral dos cocos de Bradford, o novo vírus 

foi denominado de Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV), por infectar 

amebas do gênero Acanthamoeba e também por mimetizar micro-organismo, 

como bactérias após coloração de Gram. Além disso, o termo “mimi” deriva do 

pseudônimo “ameba mimi” utilizada frequentemente pelo Dr. Didier Raoult ao 

ensinar evolução para sua filha (comunicação pessoal). Por apresentar 

características diferenciais que não permitiam sua classificação em nenhuma 

família viral já existente, a família Mimiviridae foi criada para incluir o APMV e 

após outras análises filogenéticas também foi incluída no grupo dos NCLDVs (LA 

SCOLA et al, 2003; RAOULT et al, 2005; RAOULT et al, 2007; ICTV, 2014). 

A descoberta do APMV levou os pesquisadores a uma busca intensa por 

vírus semelhantes aos mimivírus o que levou à descoberta de outros vírus 

gigantes nos mais diversos locais e ambientes do mundo, como água, solo, 

permafrost, ostras e até de seres humanos. Acredita-se que os vírus gigantes só 

não foram descobertos anteriormente devido a limitações técnicas, como a 

filtração em malha de 0,2 µm, que causava a retenção da maioria deles, e a 

utilização de sistemas celulares não permissivos a esses vírus (GHEDIN e 

CLAVERIE, 2005; ETTEN et al, 2010; CAMPOS et al, 2014; ANDRADE et al, 

2014; DORNAS et al, 2014). 

 

1.3. Família Mimiviridae e outros vírus gigantes 
 

Na última década, diversos vírus gigantes, incluindo alguns bem próximos 

dos mimivírus, como Acanthamoeba castellanii mamavirus, Acanthamoeba 

polyphaga moumouvirus, courdo 11, Megavirus chilensis, e outros 

filogeneticamente mais distantes como Cafeteria roenbergensis virus, 

marseillevírus, tunisvírus e lausannevírus foram isolados a partir de diferentes 
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protistas fagocíticos e amostras de água. Como dito anteriormente, diante da 

descoberta de tantos vírus, duas novas famílias virais foram criadas pelo Comitê 

Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV): as famílias Mimiviridae e 

Marseilleviridae (LA SCOLA et al, 2010; COLSON et al, 2012; AHERFI et al, 

2013; AHERFI et al, 2014a; AHERFI et al, 2014b). 

A família Mimiviridae é dividida em dois gêneros: o gênero Mimivirus (ou 

grupo I), que inclui os vírus semelhantes ao APMV, enquanto o gênero 

Cafeteriavirus (grupo II) é composto somente pelo Cafeteria roenbergensis virus 

(CroV). O grupo I é composto por vírus que infectam amebas do gênero 

Acanthamoeba e é subdivido, de acordo com análises filogenéticas baseadas na 

sequência da DNA polimerase B, em outras três linhagens: A, B e C. O gene da 

RNA helicase também vem sendo utilizado para detecção e classificação destes 

grupos. Os mimivírus e os mamavírus estão incluídos na linhagem A, enquanto 

os moumovírus são classificados na linhagem B e o Megavirus chilensis na 

linhagem C (ARSLAN et al, 2011; COLSON et al, 2011; COLSON et al, 2012; 

CLAVERIE, 2013; GAIA et al, 2014). 

Os mamavírus também foram isolados a partir da água de torres de 

resfriamento em Paris, no ano de 2008, e apresentam alta similaridade com os 

mimivírus. No entanto, a descoberta dos mamavírus acarretou no isolamento de 

um outro pequeno vírus chamado Sputnik, de simetria icosaédrica com 50 nm 

de diâmetro e um genoma de dupla fita de DNA de aproximadamente 18 kb. 

Trabalhos posteriores demonstraram que o Sputnik só é capaz de se multiplicar 

na presença dos mamavírus, ou de alguns outros mimivírus, sendo que sua 

multiplicação ocorre no interior das fábricas virais e parece depender da RNA 

polimerase desses vírus gigantes. Além disso, a presença do Sputnik também 

está associada ao aumento do número de partículas virais defectivas, assim 

como a uma diminuição da lise amebiana e infectividade desses vírus gigantes. 

Essa nova característica levou os pesquisadores a cunharem o termo virófago 

para caracterizar vírus que são capazes de parasitar outros vírus, como o 

Sputnik e outros, posteriormente descobertos, como Sputnik 2, Sputnik 3, 

Mavirus, Rio Negro e Zamilon (LA SCOLA et al, 2008; CLAVERIE e ABERGEL, 

2009a; DESNUES E RAOULT, 2010; FISCHER, 2011; DESNUES E RAOULT, 

2012; GAIA et al, 2014; CAMPOS, et al, 2014). 
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Em 2013, um novo vírus gigante, denominado pandoravírus, foi isolado por 

Philippe et al a partir de amostras de sedimentos marinhos no Chile e de lama 

de água doce em Melbourne. Esse novo vírus possuía uma morfologia 

completamente diferente de qualquer outro vírus descrito, apresentando uma 

partícula viral ovóide, em formato de ânfora, de aproximadamente 1µm de 

comprimento e 0,5 µm de diâmetro, e um genoma composto por cerca de 2,5 

Mb. Além disso, diferentemente dos outros vírus gigantes, a multiplicação dos 

pandoravírus acontece no núcleo da célula hospedeira.  Essa descoberta levou 

a proposição de um novo gênero denominado Pandoravirus para agrupar esses 

novos vírus (PHILIPPE et al, 2013). 

No entanto, no ano de 2014, um vírus, ainda maior do que os pandoravírus, 

foi descrito por Legendre et al. Os pitovírus foram isolados a partir de amostras 

de permafrost siberiano, datado de 30.000 anos, e apresentam cerca de 1,5 µm 

de comprimento e um genoma surpreendentemente pequeno de 

aproximadamente 600 Kb. Dessa maneira, esse novo tipo de vírus gigante é 

capaz de combinar uma morfologia similar aos pandoravírus, mas com um 

conteúdo gênico mais parecido com os outros NCLDVs (LEGENDRE et al, 

2014). 

Em 2014, o primeiro vírus gigante brasileiro, pertencente à linhagem A da 

família Mimiviridae, foi descrito por Campos et al e denominado de Samba vírus 

(SBV). Isolado a partir das águas do Rio Negro, na Amazônia, o SBV apresenta 

um diâmetro de aproximadamente 574 nm e cerca de 1,2 Mb de genoma (Fig. 

3A). Além disso, associado ao SBV, também foi descrito o primeiro virófago da 

América, chamado Rio Negro vírus (RNV), capaz de gerar partículas defectivas 

e diminuir a infectividade do SBV (CAMPOS et al, 2014). 

Ainda no Brasil, também já foi isolado e caracterizado, porém ainda não 

publicado, outro mimivírus da linhagem A denominado de Kroon vírus (KV). Com 

cerca de 674 nm de diâmetro e 1.221.932 pb de genoma, esse vírus foi isolado 

das águas da Lagoa Santa do município de Lagoa Santa em Minas Gerais no 

ano de 2012, e tem como particularidade a presença de uma camada protéica a 

mais na composição do capsídeo viral, portanto sendo o primeiro mimivírus 

brasileiro a apresentar uma marcante diferença morfológica (Fig.3B).  

Além desses, também já foram isolados outros mimivírus de águas oceânicas 

e de ostras coletadas na costa brasileira na região dos estados de Santa 
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Catarina, Rio Grande do Norte e Bahia, nos anos de 2012 e 2013 (Fig. 3C).  

Análises filogenéticas demonstraram uma estreita relação desses novos 

isolados com a linhagem A do grupo I dos mimivírus e todos esses dados indicam 

que as ostras, uma vez que são animais filtradores, podem funcionar 

ecologicamente como hot spots para o isolamento desses vírus (ANDRADE et 

al, 2015). 

 

 
Figura 3: Microscopia eletrônica de transmissão de alguns mimivírus brasileiros. 
A. Samba vírus. B. Kroon vírus evidenciando sua camada extra do capsídeo viral. (1) 
parede do cerne, (2) membrana lipídica, (3), (4), (5) e (6) as quatro camadas protéicas 
que compõe o capsídeo viral. C. Oyster virus: vírus isolado a partir do manto de ostras 
coletadas na costa brasileira. Fonte: Campos et al, 2014 e Andrade et al, 2015 - modificados. 

 

Até 2015 o único protista utilizado para o cultivo de todos esses vírus gigantes 

pertencia ao gênero Acanthamoeba spp., no entanto, recentemente, Reteno et 

al descreveram o isolamento de uma nova linhagem de vírus gigantes a partir de 

amebas da espécie Vermamoeba vermiformis. Os faustovírus, nome dado aos 

vírus dessa nova linhagem, apresentam um capsídeo de simetria icosaédrica de 

aproximadamente 200nm de diâmetro, desprovido de fibrilas, que encapsida um 

genoma de cerca de 466 Kb. Análises filogenéticas demonstraram que os 

faustovírus são relacionados ao African swine fever virus (ASFV), que pertence 

à família Asfarviridae, no entanto mais estudos se mostram necessários para 

afirmar se os faustovírus devem ser agrupados dentro dessa família ou se eles 

devem compor uma nova família de vírus gigantes (RETENO, 2015).  

Todos esses dados demonstram que atualmente vários estudos de 

prospecção já foram concluídos, e muitos outros ainda estão em andamento. 

Além disso, com o advento de projetos de metagenômica ambiental acredita-se 
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que o número de novos vírus gigantes tenda a crescer ainda mais nos próximos 

anos.  

 

1.4. Ordem Megavirales e o quarto domínio da vida 
 

Recentemente um grupo de pesquisadores sugeriu que a família Mimiviridae, 

assim como outras famílias que fazem parte do grupo dos NCLDVs, fossem 

agrupadas em uma nova ordem denominada Megavirales, em referência ao 

grande tamanho das partículas virais e à características do genoma desses 

vírus. Essa nova classificação se baseia no fato de os NCLDVs compartilharem 

algumas características, como uma origem comum, corroborada pela existência 

de um grande conjunto de genes hipoteticamente ortólogos que codificam 

proteínas envolvidas na multiplicação viral, uma arquitetura viral semelhante e 

características biológicas comuns, principalmente a multiplicação no interior de 

fábricas virais citoplasmáticas (COLSON et al, 2012; COLSON et al, 2013a).  

Em 2010, Boyer e colaboradores, fundamentados em reconstruções 

filogenéticas, também sugeriram que esses vírus, classificados nessa nova 

ordem, deveriam ser considerados como o quarto domínio da vida. Essas 

reconstruções filogenéticas foram baseadas em análises de genes, que são 

conservados em todos os organismos, inclusive nesses vírus, e que participam 

da biossíntese de nucleotídeos, replicação de DNA, transcrição e tradução. Os 

resultados sugeriram a existência de um ancestral único desses genes levando 

a especulações de que eles surgiram simultaneamente ou imediatamente após 

as linhagens eucarióticas modernas. Neste contexto, os autores propuseram que 

a evolução dos grandes Domínios da vida ocorreu não só por evolução gênica 

regular, mas também foi moldada por eventos de trocas gênicas entre Domínios, 

em um esquema conhecido como rizoma da vida, em substituição à árvore da 

vida tradicional (Fig. 4) (BOYER et al, 2010).  
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Figura 4: Representação esquemática do “rizoma da vida”, sugerindo o 
surgimento dos quatro domínios da vida a partir de um ancestral comum. Essa 
figura representa espécies de cada domínio da vida, sendo que os eucariotos são representados 
pela célula amarela, as bactérias pela célula verde, as archaes pela célula azul e os vírus pelo 
mimivírus em rosa. Cada linha colorida representa uma proteína diferente, sendo que as 
bifurcações representam uma provável transferência gênica lateral. Além disso, pode-se notar 
que todos os organismos compartilham um conjunto de genes comuns envolvidos no 
processamento do DNA, que evoluíram a partir de uma única origem ancestral. Fonte: Boyer et 
al, 2010. 

 

No entanto, outros pesquisadores refutam essa ideia com base no argumento 

de que o modelo utilizado por Boyer et al (2010) nas reconstruções filogenéticas 

não foi adequado e que os alinhamentos gênicos contêm heterogeneidade 

composicional e homoplasias. Além disso, o uso de outros modelos 

evolucionários por esses autores não foi capaz de descartar a hipótese de que 

os genes virais analisados possam ter sido adquiridos a partir dos seus 

hospedeiros eucariotos por transferência gênica horizontal (WILLIAMS et al, 

2011).  

Essa hipótese de aquisição gênica independente também é corroborada por 

Yutin et al (2014), que além de contestar a existência de um quarto domínio 

afirma que os vírus gigantes surgiram a partir de um vírus de DNA pequeno 

seguido de um extensivo ganho gênico dos seus hospedeiros (Yutin et al, 2014). 

Nesse sentido, o cenário atual sobre a evolução e classificação dos vírus 

gigantes é composto por várias hipóteses e controvérsias. Alguns autores já 

sugeriram até mesmo a criação de um novo sistema de classificação 

denominado TRUC, do inglês Things Resisting Uncompleted Classifications, no 

qual seriam incluídas bactérias, arquéias, eucariotos e os vírus gigantes 

pertencentes a proposta ordem Megavirales (RAOULT, 2013). 



28 
 

1.5. Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV) 
 

1.5.1. Estrutura 
 

APMV, vírus protótipo do gênero Mimivirus, apresenta características 

morfológicas bastante peculiares. Estudos baseados em microscopia 

crioeletrônica demonstraram que o capsídeo desse vírus apresenta 

aproximadamente 500 nm de diâmetro, sendo esse externamente recoberto por 

uma densa camada de longas fibrilas, de cerca de 125nm, que fazem com que 

o diâmetro total da partícula viral seja de aproximadamente 750 nm (XIAO et al, 

2009). 

Estudos recentes sugerem que a partícula viral contém uma membrana 

interna que circunda o genoma viral e que é aparentemente derivada do retículo 

endoplasmático do hospedeiro. Acredita-se que o capsídeo viral, que envolve 

essa membrana interna, seja formado por três camadas protéicas e que as 

fibrilas estejam associadas à camada protéica mais externa. No interior da 

membrana há a parede do cerne que é responsável por envolver o genoma viral, 

que por sua vez está associado a uma matriz fibrosa (Fig. 5) (MUTSAFI et al, 

2013; ABRAHÃO et al, 2014). 

 

 
Figura 5: Organização das camadas da partícula viral de APMV. A. Microscopia 
Eletrônica de Varredura e Transmissão (STEM) do corte de uma partícula madura de APMV 
evidenciando suas múltiplas camadas. B. Ampliação da região delimitada em (A) evidenciando 
o cerne (1), parede do cerne (2), membrana interna (3), camadas protéicas do capsídeo (4), (5) 
e (6) e fibrilas (7). Fonte: Mutsafi et al, 2013 - modificado. 

 O APMV apresenta um número de triangulação de aproximadamente 

1180, indicando que o capsídeo contém cerca de 70.800 moléculas individuais 
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da proteína estrutural L425. Estudos prévios envolvendo técnicas de 

criomicroscopia e de força atômica demonstraram que APMV apresenta simetria 

icosaédrica, com depressões que são rodeadas por seis capsômeros triméricos, 

evidenciando um arranjo hexagonal. No entanto, Zauberman et al (2008), 

também demonstraram, a partir de microscopia eletrônica de transmissão, que 

a partícula viral apresenta um único vértice modificado em formato de estrela do 

mar que é chamado de “star-gate” ou “star-fish” que confere ao vírus uma 

simetria semi-icosaédrica pentagonal (ou semi-icosaédrica) (Fig.6). Essa 

estrutura diferenciada possibilita a abertura do capsídeo e, consequentemente, 

a fusão da membrana viral interna com a membrana do fagossomo levando à 

formação de um canal de membranas por onde o DNA é liberado para o 

citoplasma da célula hospedeira (Fig. 7) (XIAO et al, 2009; XIAO e ROSSMANN, 

2011). 

 

 
Figura 6: Reconstrução gráfica de microscopia crio eletrônica de partículas de 
APMV. A. Star-gate. B. vértices da partícula. C. vértice oposto ao star-gate. Fonte: Xiao et al, 
2009 - adaptado 

 

Figura 7: Microscopia eletrônica de varredura evidenciando a abertura do star-
gate.  A e B. APMV apresentando via de liberação de DNA diferenciada. Fonte: Zauberman et 
al, 2008 - adaptado. 
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Como dito anteriormente, a partícula viral dos mimivírus é recoberta por 

uma densa camada de fibrilas de composição protéica que são envoltas por uma 

matriz de peptideoglicanos, o que condiz com o fato de APMV ser corado pelo 

método de Gram e ter sido inicialmente identificado como uma bactéria. Até 

recentemente, essas fibrilas não tinham suas funções completamente 

esclarecidas e alguns autores sugeriam que elas poderiam estar envolvidas na 

interação vírus-hospedeiro, na agregação viral, na proteção contra a radiação 

solar e também funcionar como um mecanismo de atração para amebas 

(SUZAN-MONTI et al, 2005; XIAO et al, 2009). No entanto, trabalhos 

desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, e ainda não publicados, 

demonstraram que as fibrilas não são essenciais na multiplicação dos mimivírus, 

mas estão diretamente relacionadas a adesão viral à superfície celular e que 

essa interação é mediada por glicanos, principalmente por N-acetilglicosamina. 

Além disso, esses estudos também sugerem que as fibrilas de APMV são 

capazes de interagir com bactérias, fungos e até mesmo artrópodes, sendo que 

a adesão a esses outros micro-organismos pode facilitar a fagocitose dos 

mimivírus pelo seu hospedeiro natural. 

Essa diversidade de características estruturais encontradas em APMV 

levam alguns autores a sugerir que os mimivírus são verdadeiras “quimeras 

biológicas”. O genoma envolto por matrizes fibrosas e membranas lipídicas 

apresenta similaridade com as células eucarióticas, enquanto que o 

peptideoglicano externo mimetiza a parede celular bacteriana. Além disso, a 

presença de um único vértice por onde o genoma viral é liberado se assemelha 

à cauda dos bacteriófagos. Dessa maneira, vários pesquisadores acreditam que 

os mimivírus, assim como outros NCLDVs, podem ter adquirido genes de 

eucariotos, procariotos, assim como arquéias por meio de transferência gênica 

horizontal e lateral (TGH/TGL) (XIAO et al, 2009; ABRAHÃO et al, 2014). 

 

1.5.2. Genoma 
 

APMV apresenta um genoma de DNA dupla fita com aproximadamente 

1,2 Mb que é composto por uma região central altamente conservada que 

codifica principalmente proteínas estruturais e enzimas envolvidas no 

metabolismo do DNA. Além disso, o genoma também é caracterizado por uma 
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alta capacidade codificadora, de cerca de 90%, e pela presença de mais de 1200 

janelas de leitura abertas (ORFs). Algumas sequências do genoma de APMV 

exibem pouca ou nenhuma homologia com quaisquer outras sequências 

nucleotídicas conhecidas que são chamadas de ORFans. Outra particularidade 

do genoma de APMV é o alto conteúdo de adenina e timina (AT) que chegam a 

compor 75% de todo o conteúdo de nucleotídeos (RAOULT et al, 2004; SUZAN-

MONTI et al, 2005; CLAVERIE e ABERGEL, 2010; COLSON et al, 2013b). 

O mecanismo de replicação do genoma de APMV ainda é desconhecido, 

mas sabe-se que o DNA pode assumir uma conformação circular pela presença 

de repetições invertidas, de aproximadamente 600 nucleotídeos, presentes nas 

extremidades das fitas lineares. Essas repetições permitem que o DNA assuma 

um formato semelhante a letra Q com uma extremidade longa e outra curta 

(COLSON E RAOULT, 2013c). 

Além do seu grande genoma, APMV apresenta outras características que 

o distinguem de outros vírus, incluindo dos NCLDVs, como a presença de genes 

que codificam tRNAs (embora alguns phycodnavírus também condifiquem), 

aminoacil-tRNA sintetases, fatores de iniciação e elongamento da tradução, 

fatores de liberação de peptídeos e capacidade de realizar glicosilação, o que 

sugere que esses vírus não são completamente dependentes da maquinaria 

celular de seu hospedeiro. A presença desses genes, assim como outros 

envolvidos na biossíntese de proteínas (ribonucleotídeo redutases), na 

replicação e reparo de DNA (DNA polimerase da família B, chaperonas e 

topoisomerases do tipo I e II) e na transcrição (RNA polimerase DNA 

dependente) levaram a estudos abrangendo outras proteínas de bactérias, 

arquéias, eucariotos e linhagens virais, afim de melhor compreender as relações 

filogenéticas entre esses grupos (RAOULT et al, 2004; SUHRE, 2005; SUZAN-

MONTI et al, 2005; LEGENDRE et al, 2010; LEGENDRE et al, 2011; COLSON 

et al, 2013). 

Essa busca por genes homólogos aos genes presentes em APMV levou 

à elaboração de árvores filogenéticas que sugeriram que os mimivírus 

hipoteticamente adquiriram a maioria desses genes por TGH a partir dos seus 

hospedeiros, no caso as amebas, ou por TGL a partir de outros micro-

organismos que parasitam o mesmo hospedeiro de forma simpátrica (Fig. 8). 

Além disso, a detecção de outros eventos de TGH envolvendo genes 
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provenientes de diferentes eucariotos sugere que o espectro de hospedeiros de 

mimivírus pode ser bem maior do que o que se conhece atualmente. Outros 

autores acreditam ainda que os virófagos podem atuar como elementos 

genéticos móveis, promovendo a transferência e a recombinação gênica. Logo, 

o processo de TGH e TGL parecem ser importantes no processo evolutivo do 

genoma dos mimivírus (MOREIRA e BROCHIER-ARMANET, 2008; CLAVERIE 

et al, 2009c; FILÉE e CHANDLER, 2010). 

 

 
Figura 8: Diagrama de Venn de 128 genes de APMV em relação à ortologia com 
outros Domínios. O número de genes homólogos nos três domínios da vida pode ser 
observado. Fonte: Moreira e Brochier-Armanet, 2008. 
 
 

O papel do ambiente no repertório genômico do APMV também já foi 

estudado por Boyer et al em 2011. Nesse estudo foi avaliada a ocorrência de 

alterações genômicas de APMV em cultura axênica de amebas, na ausência de 

simpatria com outros micro-organismos. Após 150 passagens virais em cultivo 

de amebas germ-free, foi observada a presença de partículas virais de APMV, 

denominadas de M4, morfologicamente e geneticamente diferentes, com perda 

da camada superficial de fibrilas e redução de 16% do genoma (Fig. 9). De uma 

maneira geral, esse estudo sugere que a transição dos mimivírus de um 

ambiente simpátrico para um alopátrico está associada com a ocorrência de 

deleção de genes que podem estar envolvidos no controle de outros micro-

organismos competidores.  
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Figura 9: Microscopia eletrônica de transmissão do vírus M4. Partículas virais de M4 
evidenciando a perda da maior parte das fibrilas que envolvem o capsídeo viral. Fonte: Boyer et 
al, 2011. 
 
 

1.5.3. Ciclo de multiplicação 
 

Os mimivírus apresentam uma clara relação filogenética com as famílias 

virais que compõem o grupo dos NCLDVs, no entanto, no que concerne ao ciclo 

de multiplicação, eles se assemelham muito mais aos poxvírus do que aos outros 

vírus deste grupo. Isso se deve ao fato da multiplicação dos mimivírus, assim 

como a dos poxvírus, ocorrer no citoplasma das células hospedeiras, em zonas 

delimitadas denominadas de fábricas virais (Fig. 10). Dessa maneira, até onde 

sabemos atualmente, o genoma de APMV não é direcionado até o núcleo da 

célula e não cruza a membrana nuclear, sendo que o início da transcrição dos 

genes precoces virais se dá em parte por complexos de transcrição que são 

carreados pelas partículas do APMV. No entanto, esse processo não deve ser 

considerado um processo completamente independente do núcleo hospedeiro, 

uma vez que fatores nucleares necessários à replicação podem participar do 

processo (SUZAN-MONTI et al, 2007; CLAVERIE et al, 2009b; MUTSAFI et al, 

2010; ABRAHÃO et al, 2014). 
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Figura 10: Ciclo de multiplicação do APMV em ameba. Representação esquemática do 
ciclo de multiplicação dos mimivírus. I. Fagocitose. II. Penetração viral por fagossomo, seguida 
por abertura do star-gate. III. Fusão da membrana viral. IV. Liberação do cerne viral. V. Início da 
formação das fábricas virais. VI. Crescimento das fábricas virais, seguida da morfogênese viral 
e liberação das novas partículas virais por lise celular. Fonte: Abrahão et al, 2014. 
 
 

O ciclo de multiplicação do APMV é iniciado com a penetração do vírus nas 

células hospedeiras através da fagocitose. Em seguida, partículas virais podem 

ser observadas dentro de fagossomos em amebas e também em outras células 

fagocíticas, como macrófagos (Fig. 11). Logo após, ocorre a abertura do vértice 

pentagonal do capsídeo, o star-gate, e a extrusão da membrana interna da 

partícula viral que se funde com a membrana do fagossomo. Essa fusão leva à 

formação de um canal que permite que o cerne do APMV seja liberado no 

citoplasma da ameba (Fig. 12) (SUZAN-MONTI et al, 2007; CLAVERIE et al, 

2009b; MUTSAFI et al, 2010; ABRAHÃO et al, 2014). 
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Figura 11: Microscopias eletrônicas das etapas de internalização de APMV em 
macrófagos (RAW 264.7). A. APMV isolado. B. APMV se ligando à membrana celular. C. 
APMV ancorado às extensões da membrana celular. D e E. Extensões celulares começam a 
internalizar a partícula de APMV. F. APMV englobado. G e H. Fagossomo contendo o APMV 
dentro do citoplasma. I. Vesículas contendo partículas de APMV que se fundiram. Fonte: Ghigo 
et al, 2008. 
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Figura 12: Microscopias eletrônicas de transmissão evidenciando fusão da 
membrana interna viral com a membrana do fagossomo. A. Extrusão da membrana 
interna viral em direção à membrana do fagossomo. B. Maior aumento da imagem (A) 
evidenciando o contato entre as duas membranas (seta preta) C. Partículas de APMV com 
membranas já fusionadas. D. Maior aumento da imagem (D) evidenciando a fusão das duas 
membranas (seta preta). Fonte: Suzan-Monti et al, 2007 - modificado. 

 
Após a liberação do cerne, o genoma viral é estabilizado sob a forma de 

núcleos esféricos livres, as chamadas sementes virais, ao redor das quais são 

formadas as fábricas virais, nas quais ocorre uma massiva replicação do DNA. 

Oposto aos sítios aonde ocorrem a replicação do genoma, há um acúmulo de 

novos RNAs mensageiros (mRNA). A transcrição dos genes ocorre de uma 

forma temporal: transcrição de genes precoces, intermediários e tardios 

(SUHRE, AUDIC e CLAVERIE, 2005; LEGENDRE et al, 2010; MUTSAFI et al, 

2010). 

A fase tardia de multiplicação do APMV é caracterizada por um aumento da 

fábrica viral, devido a síntese de proteínas estruturais, e pelo início da 

morfogênese viral e do empacotamento do DNA (Fig. 13). Na periferia das 

fábricas virais ocorre uma alta acumulação de vírions em fase final de 

morfogênese e em seguida o ciclo de multiplicação é finalizado com a liberação 

das novas partículas virais pela lise celular (CLAVERIE et al, 2009b; CLAVERIE 

e ABERGEL, 2009a; MUTSAFI et al, 2010). 
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Figura 13: Microscopias eletrônicas das fábricas virais dos mimivírus.A. Partícula 
de APMV, sem fibrilas, na zona periférica da fábrica viral. B e C. Partículas de APMV completas 
ao redor de fábricas virais. Em (B) após 8 horas de infecção e em (C) após 12 horas. Fonte: 
Suzan-Monti et al, 2007 - modificado. 
 
 

1.6. Acanthamoeba 
 

Amebas são protistas unicelulares que podem ingerir partículas maiores do 

que 0,5 µm por fagocitose. O gênero Acanthamoeba foi descrito pela primeira 

vez por Castellanii em 1930, quando ele observou a presença de amebas em 

um cultivo de leveduras da espécie Cryptococcus pararoseus. No entanto, 

somente em 1931, Acanthamoeba foi estabelecido para agrupar amebas que 

apresentam numerosas projeções espinhosas e superficiais conhecidas como 

acantopódios. Atualmente Acanthamoeba está classificada dentro do super 

grupo Amoebozoa e abrange 19 genotipos (T1 a T19) (SIDDIQUI e KHAN, 2012; 

TRABELSI et al, 2012; CASTRILLÓN e OROZCO, 2013). 

O ciclo de vida das espécies do gênero Acanthamoeba envolve dois estágios: 

uma forma ativa conhecida como trofozoíto e uma forma de resistência 

conhecida como cisto (Fig. 14). As amebas em estágio de trofozoíto podem 

variar de tamanho, entre 25 e 40 µm, e se alimentam de bactérias, leveduras e 

algas por fagocitose, ou podem captar nutrientes dispersos no ambiente por 

pinocitose. Sob condições ótimas de crescimento, os trofozoítos se dividem por 

mitose, no entanto, sob condições adversas, eles sofrem diferenciação celular e 

encistam. Os cistos apresentam de 13 a 20µm de tamanho, variando de acordo 

com a espécie, e apresentam uma dupla parede: uma mais interna composta de 

celulose, e uma mais externa, composta de proteínas e polissacarídeos 

(SIDDIQUI e KHAN, 2012; CASTRILLÓN e OROZCO, 2013). 
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Figura 14: Estágios do ciclo de vida de amebas do gênero Acanthamoeba. A. 
Estágio de trofozoíto. B. Estágio de cisto. Fonte: Siddiqui e Khan, 2012 - modificado. 
 

As espécies do gênero Acanthamoeba estão entre os protozoários mais 

frequentemente encontrados na natureza. Elas estão distribuídas mundialmente 

e têm sido isoladas de amostras de terra, poeira, ar, água doce natural e tratada, 

água do mar, piscinas, águas residuais, sedimentos, ar condicionado, hospitais, 

lentes de contato, cultivos celulares, unidades de diálise, estações de lavagem 

de olhos e até mesmo da Antártida. Além disso, elas também foram encontradas 

em cavidades nasais, garganta, faringe, lesões de pele, fezes humanas, córnea, 

urina e fluidos cerebrais (SIDDIQUI e KHAN, 2012; CASTRILLÓN e OROZCO, 

2013). 

Apesar de serem caracterizadas como amebas de vida livre, algumas 

espécies desse gênero, principalmente Acanthamoeba polyphaga e A. 

castellanii, podem ser consideradas como patógenos oportunistas e causar 

algumas doenças em humanos, principalmente em imunocomprometidos. 

Dentre as doenças associadas a esses protozoários estão lesões cutâneas, 

sinusite, ceratite, e uma rara, mas fatal, encefalite, conhecida como encefalite 

amebiana granulomatosa (SIDDIQUI e KHAN, 2012; CASTRILLÓN e OROZCO, 

2013). 

Além das próprias amebas serem agentes causadores de doenças, elas 

também servem como plataformas de replicação de outros micro-organismos 

patogênicos, incluindo bactérias causadoras de infecções respiratórias, como 

Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa e Coxiella burnetii, e 

leveduras, como Cryptococcus neoformans. Além disso, espécies de 

Acanthamoeba são hospedeiros naturais para os mimivírus e para outros vírus 
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gigantes, como os marseillevírus, pandoravírus e pithovírus (Fig. 15). Dessa 

maneira, o ambiente no interior da ameba se torna propício para a ocorrência de 

transferência gênica lateral (TGL) entre vírus e bactérias, e por esse motivo as 

amebas são conhecidas como “melting pots” propiciando o advento de 

organismos quiméricos (RAOULT e BOYER, 2010; BORATTO et al, 2013, 

PAGNIER et al, 2015) 

 

Figura 15: Acanthamoeba castellanii corada por Hemacolor evidenciando a 
presença de uma coinfecção por vírus e bactérias. Pode-se observar o núcleo (Nu), 
bactérias da espécie Legionella drancourtii (LDR) e gênero Parachlamydia, linhagem BN9 (BN9), 
e a fábrica viral de marseillevírus (VF). Fonte: Raoult e Boyer, 2010. 

Devido ao potencial patogênico de algumas amebas, assim como a 

presença de outros micro-organismos também patogênicos coinfectando esses 

protozoários, alguns estudos foram conduzidos no sentido de analisar a 

presença de amebas em diversos ambientes hospitalares e discutir possíveis 

fatores de risco associado a sua presença. Carlesso et al (2007), conseguiram 

isolar amebas do gênero Acanthamoeba de poeira e biofilme de ambientes como 

bebedouro, centro cirúrgico, emergência e Unidades de Tratamento Intesivo 

(UTI) do Hospital das Clínicas de Porto Alegre. Silva e Rosa (2003) isolaram 

amebas de vida livre (AVL) de poeira hospitalar de dois hospitais do município 
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de Presidente Prudente em São Paulo. Costa et al (2010) também isolaram 

Acanthamoeba de poeira coletadas na Unidade Cirúrgica, corredores, 

enfermarias, UTI e seção oftalmológica, em 2006, no Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal do Paraná (CARLESSO et al, 2007; SILVA e ROSA, 2003; 

COSTA et al, 2010).  

Além desses, outros trabalhos demonstraram o isolamento de AVLs em 

redes hídricas em Laussane, Suíça; em enfermarias de um hospital em Teerã, 

Irã; em águas de hemodiálise de um hospital em Alexandria, Egito, e em redes 

hídricas em um hospital nos EUA. Mais recentemente, Pagnier et al (2015), 

também publicaram o isolamento de Acanthamoeba e Vermamoeba vermiformis 

da água de três hospitais em Marseille (THOMAS et al, 2006; LASJERDI et al, 

2011; HASSAN et al, 2012; OVRUTSKY et al, 2013).  

Apesar de Acanthamoeba servir como plataforma de replicação para 

bactérias causadoras de infecções respiratórias, como pneumonia, poucos 

estudos já foram realizados para analisar o papel desses protozoários como 

causa primária desse tipo de infecção. Em 2014, Bradbury et al descreveram o 

isolamento de Acanthamoeba a partir do escarro de um paciente internado na 

UTI, demonstrando que a colonização do trato respiratório por Acanthamoeba 

pode ocorrer. No entanto, os próprios autores afirmam que o paciente pode ter 

entrado em contato com essas amebas após ser intubado por um tubo 

endotraqueal colonizado, e que não necessariamente esses protozoários são 

verdadeiros agentes etiológicos de infecções respiratórias.  

Além desse estudo, um único caso documentado de pneumonia causada 

por Acanthamoeba foi publicado, em 1998, por Im e Kim. Nesse caso fatal, 

amebas do gênero Acanthamoeba foram isoladas do lavado bronquial de uma 

menina Koreana de 7 meses de idade que apresentava pneumonia multi-lobar 

no pulmão esquerdo. Entretanto, após o óbito análises histológicas não foram 

realizadas para comprovar a invasão tecidual pelas amebas. 

 
1.7. Importância Clínica dos vírus gigantes 

 
A pneumonia é uma das principais causas de morte relacionada à infecção 

em todo o mundo. No entanto, cerca de 20 a 50% dos casos apresentam 

etiologia desconhecida. Isso se deve a inespecificidade dos métodos de 
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diagnóstico e também a falta de conhecimento sobre agentes etiológicos 

emergentes. Diante disso, identificar novos agentes causadores de pneumonia 

nosocomial e comunitária é uma preocupação de saúde pública (LA SCOLA, 

2005).  
 

 Nos últimos anos, os vírus têm sido apontados como possíveis 

causadores de infecções respiratórias em pacientes imunocompetentes, assim 

como de outras doenças nosocomiais, principalmente em pacientes internados 

em UTIs.  Desde a descoberta do APMV, durante um surto de pneumonia sem 

causa conhecida em Bradford, na Inglaterra, os mimivírus têm sido apontados 

como potenciais patógenos do trato respiratório e prováveis agentes causadores 

de pneumonia em seres humanos. Além disso, outros estudos demonstraram 

que os mimivírus também podem estar associados a ocorrência de artrite (LA 

SCOLA et al, 2005; BERGER et al, 2006; VINCENT et al, 2010; SAADI et al, 

2013a; SHAH et al, 2013; LUYT et al, 2014; KUTIKHIN et al, 2014). 

As evidências de que APMV poderia ser um possível causador de 

pneumonia, se fortaleceu após um técnico do laboratório do pesquisador francês 

Dr. Didier Raoult desenvolver pneumonia subaguda, com tosse seca, febre e dor 

no peito. Amostras sorológicas foram analisadas contra vários agentes 

causadores de pneumonia, e os resultados foram negativos para todos eles, 

exceto para APMV, para o qual se observou soro conversão (RAOULT et al, 

2007). 

No sentido de melhor entender a relação dos mimivírus com a ocorrência de 

pneumonia, vários estudos sorológicos, moleculares, in vitro e in vivo foram 

desenvolvidos. Os estudos sorológicos, envolvendo amostras de pacientes 

diagnosticados com pneumonia nosocomial ou pneumonia adquirida na 

comunidade, demonstraram a presença de uma significante taxa de anticorpos 

contra mimivírus nesses pacientes. Além disso, estudos moleculares foram 

capazes de amplificar o DNA de mimivírus a partir de um lavado bronquial de um 

paciente que apresentava pneumonia de etiologia desconhecida. (LA SCOLA, 

2005; BERGER et al, 2006; RAOULT et al, 2007; DARE et al, 2008; COSTA et 

al, 2012; VANSPAUWEN et al, 2012; COLSON et al, 2013). 

No ano de 2006, Khan et al desenvolveram um estudo in vivo, inoculando 

camundongos com APMV por via intra-cardíaca, para elucidar se esse vírus era 
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patogênico, ou seja, se ele era capaz de induzir alterações histológicas, 

inflamação e, ou, destruição tissular. Após o experimento, os pesquisadores 

averiguaram que 75% dos animais apresentavam pneumonia aguda com 

espessamento de paredes alveolares, infiltração celular de leucócitos, 

macrófagos, linfócitos, dano alveolar difuso e presença de eritrócitos no lúmen 

alveolar. A partir do tecido do pulmão desses camundongos também foi possível 

isolar o vírus e detectar antígenos por ensaio de imunofluorescência indireta. 

Esses dados sugerem que APMV é patogênico para camundongos, em 

condições experimentais, promovendo a ocorrência de pneumonia murina 

(KHAN et al, 2006). 

Outro estudo, conduzido por Ghigo et al (2008), demonstrou que o APMV é 

capaz de penetrar em macrófagos, mas não é capaz de penetrar células não 

fagocíticas, como fibroblastos, células epiteliais ou neuronais. Além disso, a 

fagocitose de APMV pelos macrófagos levou a modificações no citoesqueleto 

celular, dependente de PI3K, possibilitando um ciclo de multiplicação viral 

produtivo com um aumento significativo de cópias do DNA viral. Com base 

nesses dados, os pesquisadores concluíram que o APMV é um patógeno de 

macrófagos, sugerindo que esse vírus poderia se multiplicar em macrófagos 

alveolares, levando à pneumonia humana (GHIGO et al, 2008).  

Recentemente, Saadi et al (2013b) publicaram o primeiro isolamento de um 

mimivírus, denominado LBA111, a partir de um aspirado bronquial de uma 

paciente com pneumonia. O genoma viral foi completamente sequenciado e 

revelou que LBA111 pertence à linhagem C do grupo I da família Mimiviridae, 

sendo, portanto, um vírus novo, descartando assim a possibilidade de 

contaminação da amostra por outro mimivírus multiplicado em laboratório. 

Amostras sorológicas também foram testadas e apresentaram anticorpos contra 

proteínas específicas do LBA111, confirmando assim a infecção da paciente. No 

mesmo ano, Saadi et al (2013a) publicaram um segundo estudo descrevendo o 

isolamento de outro mimivírus a partir das fezes de um paciente com pneumonia, 

esse novo mimivírus foi denominada Shan e classificado também como um 

mimivírus da linhagem C (SAADI et al, 2013a; SAADI et al, 2013b). 

Frente aos resultados obtidos, alguns autores consideram que os mimivírus 

são, de fato, potenciais patógenos humanos causadores de pneumonia. No 

entanto outros pesquisadores não obtiveram sucesso na detecção destes vírus, 
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em uma gama variada de pacientes (DARE et al, 2008; COSTA et al, 2010; 

VANSPAUWEN et al, 2013). 

A presença de material genético e de anticorpos contra outros vírus gigantes 

em amostras clínicas também já foi reportada por outros pesquisadores que 

analisaram o viroma humano. Além disso, vírus da família Marseilleviridae, como 

o senegalvírus e o Giant Blood Marseillevirus, também foram isolados de 

amostras de sangue e fezes de indivíduos assintomáticos. Esses dados, 

juntamente com outros estudos que detectaram a presença do genoma de APMV 

em macacos e bovinos, assim como demonstraram que o APMV é reconhecido 

pelo sistema imune dos vertebrados e evade elementos do sistema interferon, 

sugerem que os vertebrados poderiam ser possíveis hospedeiros para os vírus 

gigantes (GOODMAN, 2013; POPGEORGIEV et al, 2013a; POPGEORGIEV et 

al, 2013b; POPGEORGIEV et al, 2013c; SILVA et al, 2013; DORNAS et al, 2014; 

ABRAHÃO et al, 2014). 

Diante dessa controvérsia e de algumas questões ainda não respondidas em 

relação à atuação dos vírus gigantes como patógenos humanos, estudos 

adicionais e mais abrangentes são necessários (RAOULT et al, 2007).  
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2. JUSTIFICATIVA 
 
Desde a descoberta do APMV, durante um surto de pneumonia com etiologia 

desconhecida, em Bradford, na Inglaterra, os mimivírus têm sido apontados 

como possíveis patógenos do trato respiratório humano e agentes causadores 

de pneumonia. Essa suspeita se intensificou após um técnico de um laboratório 

francês, que lidava como altos títulos de mimivírus, desenvolver pneumonia 

subaguda. Em seguida vários outros estudos foram publicados descrevendo a 

presença de anticorpos contra mimivírus, assim como a presença de DNA viral 

em soros de pacientes com pneumonia. Além disso, outros pesquisadores 

relataram a capacidade desses vírus em provocar pneumonia em modelo murino 

e de serem fagocitados por células fagocíticas profissionais, como os 

macrófagos. Recentemente, no ano de 2013, foi notificado o primeiro isolamento 

de um mimivírus a partir do aspirado bronquial de uma paciente com pneumonia, 

aumentando ainda mais as evidências de que os mimivírus estão associados à 

pneumonia humana. Amebas do gênero Acanthamoeba são hospedeiros 

naturais dos mimivírus e apresentam uma ampla distribuição na natureza, sendo 

encontradas nos mais diversos ambientes, inclusive em hospitais: centros 

cirúrgicos, UTI, enfermarias, águas de hemodiálise, redes hídricas de 

abastecimento ao hospital, e até mesmo de poeira. Diante da presença 

comprovada de amebas em ambientes hospitalares e do possível papel dos 

mimivírus como agentes etiológicos de pneumonia, novos estudos abordando a 

distribuição desses vírus nesses ambientes são necessários. Além disso, 

analisar a distribuição desses vírus em outros ambientes, a título de comparação, 

se faz necessário para analisar se há uma correlação ou se a distribuição é 

diferenciada. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. Objetivo geral 

 
Avaliar a distribuição de mimivírus em diferentes ambientes do Hospital das 

Clínicas de Belo Horizonte (HC) - Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) 

e caracterizar os vírus isolados. 

 

3.2. Objetivos específicos 
 

• Avaliar a positividade de amostras coletadas em diferentes ambientes do 

HC/UFMG através de qPCR para detecção de mimivírus; 

• Isolar vírus gigantes a partir dessas amostras; 

• Caracterizar biologicamente os vírus isolados através da curva de 

multiplicação viral, de testes de resistência a biocidas e temperatura e do perfil 

de expressão gênica de tRNAs e tRNAs sintetases,  

• Realizar a caracterização estrutural dos novos vírus utilizando microscopia 

eletrônica de transmissão e varredura, morfometria e perfil de proteínas 

estruturais; 

• Caracterizar molecularmente os isolados a partir do sequenciamento do gene 

da helicase e posterior análise filogenêtica; 

• Avaliar a presença de mimivírus pelos métodos biológicos e moleculares 

supracitados em diferentes ambientes do Instituto de Ciências Exatas (ICEx) 

da UFMG, como ambiente experimental controle. 
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4. FLUXOGRAMA 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
5.1. Materiais 

 
5.1.1. Meio de cultura 

 
5.1.1.1. Meio PYG 

 

O meio de cultura PYG (meio protease peptona extrato de levedura e 

glicose) foi o meio utilizado para o cultivo de amebas de vida livre. Três soluções 

diferentes foram preparadas separadamente, em seguida foram misturadas e o 

volume foi completado para 1 litro. Em um recipiente foi preparada a primeira 

solução contendo 300 mL de água destilada, 8 µM de sulfato de magnésio 

heptahidratado (MgSO4.7H2O) (Merck, Alemanha), 0,5 µM de cloreto de cálcio 

(CaCl2) (Merck, Alemanha), 5 nM de sulfato de ferro amoniacal hexahidratado 

(Fe(NH4)2(SO4).6H2O) (Merck, Alemanha), 1,4 mM de fosfato dibásico de sódio 

heptahidratado (Na2HPO4.7H2O) (Merck, Alemanha), 2,5 mM de fosfato 

monobásico de potássio (KH2PO4) (Merck, Alemanha), 3,4 mM de citrato de 

sódio dihidratado (C6H5Na3O7.2H2O) (Merck, Alemanha), que em seguida foi 

homogeneizada até a completa dissolução. A segunda solução foi preparada em 

outro recipiente, adicionando, à 200 mL de água destilada, 20g de protease 

peptona (extrato bactopeptona) (Merck, Alemanha). A terceira solução foi 

preparada adicionando 0,05 M de glicose (Merck, Alemanha) à 200 mL de água 

destilada. As três soluções foram adicionadas a um mesmo recipiente e 

homogeneizadas. Em seguida o volume foi completado para 1L e o pH ajustado 

a 6,5 (Anexo I). O meio foi autoclavado a 121°C por 15 minutos, e após o 

resfriamento foi filtrado em filtros de 0,22 µm para retirada de eventuais cristais. 

O meio foi armazenado em câmara fria (temperatura de 4 a 8°C) até o momento 

do uso. Foi feito também o teste de esterilidade em que 1 mL do meio foi 

adicionado a 9 mL de meio tioglicolato, por 7 dias a 37°C. Para uso, o meio foi 

suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) 7%, (Cultilab, Brasil), 200 U/mL de 

Penicilina (Cristália, Brasil), 50 µg /mL de Gentamicina (Sigma, EUA) e 2,5 µg/mL 

de Anfotericina B (Sigma, EUA). Ver anexo I de quantidades em gramas e 

volumes de cada reagente em anexos, no tópico 10.1. 
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5.1.2. Sistema celular 
 

5.1.2.1. Acanthamoeba castellanii (ATCC 30010) 
 

Amebas de vida livre pertencentes ao gênero Acanthamoeba são 

hospedeiras de uma variedade de micro-organismos, entre eles o APMV, e 

outros vírus gigantes. Para o isolamento dos vírus gigantes encontrados nas 

amostras testadas foram utilizadas amebas da espécie Acanthamoeba 

castellanii originadas da American Type Culture Collection (ATCC 30010) 

(Maryland, E.U.A.) e gentilmente cedidas pelo Laboratório de Amebíases do 

Instituto de Ciências Biológicas (ICB), da UFMG. Estas células foram utilizadas 

para testes de isolamento viral, titulação, multiplicação, curva de multiplicação, 

microscopia eletrônica, expressão gênica, testes de resistência e controle 

negativo para ausência de vírus em reações em cadeia da polimerase (PCR). 

Amebas A. castellanii foram cultivadas em garrafas de cultura (TPP, Suíça) 

contendo meio protease peptona extrato de levedura e glicose (PYG) 

suplementado com 7% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil), gentamicina 

(50 μg/ml), penicilina potássica (200 U/mL) e anfotericina B (fungizona) (2,5 

μg/ml) e incubadas à 32 ºC, sendo as garrafas completamente vedadas. Os 

subcultivos foram realizados três vezes por semana ou de acordo com a 

necessidade, sendo a monocamada celular desprendida da superfície da garrafa 

de cultura através de um banho de gelo de cinco minutos. Após este processo, 

o conteúdo foi coletado, as células contadas em câmara de Neubauer e divididas 

em novas garrafas de cultura com a adição de meio PYG novo. 

 

5.1.3. Vírus 
 

5.1.3.1. Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV) 
 

O estoque inicial de APMV foi gentilmente cedido pelos Dr. Didier Raoult 

e Dr. Bernard La Scola (Universidade de Marseille, França). Estoques virais 

posteriores foram produzidos (item 5.2.6) e titulados (item 5.2.8), de acordo com 

a necessidade de uso nos testes biológicos e moleculares, em células A. 

castellanii. 
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5.1.3.2. Kroon virus (KV) 
 

 O estoque inicial de KV foi produzido pelo nosso próprio grupo de 

pesquisa, segundo o item 5.2.6, no Laboratório de Vírus, após o isolamento do 

vírus em 2012.  Estoques virais posteriores também foram produzidos e titulados, 

de acordo com a necessidade de uso nos testes biológicos em células A. 

castellanii. O KV foi escolhido para ser utilizado nesse trabalho por ser um 

mimivírus brasileiro com uma marcante diferença morfológica que é a presença 

de uma camada protéica a mais na composição do capsídeo viral.  

 
5.1.3.3. Vírus M4 

 
O estoque inicial de M4 foi gentilmente cedido pelos Dr. Didier Raoult e 

Dr. Bernard La Scola (Universidade de Marseille, França). Estoques virais 

posteriores foram produzidos (item 5.2.6) e titulados (item 5.2.8), de acordo com 

a necessidade de uso nos testes biológicos e moleculares, em células A. 

castellanii. Como mencionado anteriormente, o M4 é um vírus morfologicamente 

e geneticamente diferente, com perda da camada superficial de fibrilas e redução 

de 16% do genoma, e por essas diferenças também foi escolhido para ser 

utilizado nesse trabalho. 

 

5.1.4. Coleções de amostras 
 

No presente estudo foram utilizadas duas coleções de amostras: 

1) 242 amostras de poeira hospitalar coletadas, com o auxílio de swabs, nos 

anos de 2012 e 2014, em nove diferentes áreas do Hospital das Clínicas de Belo 

Horizonte (recepção, escadas, elevadores, corredores, ala infantil, bloco 

cirúrgico, área de transplantados, UTI e isolamento respiratório) com a 

colaboração da Dra. Wanessa Trindade Clemente (HC/UFMG) e da enfermeira 

Letícia Braga. As coletas, assim como o presente estudo, foram desenvolvidas 

com consentimento e aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 

(COEP/UFMG) e do Centro de Controle de Infecções Hospitalares do HC/UFMG 

(Tabela 2). 
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2) 100 amostras de poeira coletadas, com o auxílio de swabs, em 2014 em 

diferentes ambientes do Instituto de Ciências Exatas da Universidade Federal de 

Minas Gerais (ICEX/UFMG) (portaria, elevador, escadas, banheiros, bebedores, 

corredores, salas de aula, lanchonete, biblioteca e jardins). Essas amostras 

foram coletadas no ICEX devido ao fato desse instituto apresentar um fluxo de 

pessoas diário semelhante ao do HC/UFMG e foram utilizadas como ambiente 

controle (Tabela 3). 

 
Tabela 2: Descrição das amostras do HC/UFMG, identificando o local e os ambientes 

de coleta, assim como o número de amostras e o ano de coleta. 

HC/UFMG 
Ambientes de coleta 

Nº de amostras 
coletadas 

Ano de coleta 

Recepção 13 2012 

Escadas 30 2012 

Elevadores 24 2012 

Corredores 12 2012 

Ala Infantil 19 2012 

Bloco cirúrgico 28 2014 

Área de transplantados 30 2014 

UTI 31 2014 

Isolamento respiratório 55 2012 

Total 242  
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Tabela 3: Descrição das amostras do ICEX/UFMG, identificando o local e os ambientes 

de coleta, assim como o número de amostras e o ano de coleta. 

ICEX/UFMG 
Ambientes de coleta 

Nº de amostras 
coletadas 

Ano de coleta 

Portaria 7 2014 

Elevador 5 2014 

Escadas 24 2014 

Banheiro 6 2014 

Bebedouro 8 2014 

Corredor 12 2014 

Sala de aula 16 2014 

Lanchonete 8 2014 

Biblioteca 6 2014 

Jardins 8 2014 

Total 100  

 

 

5.2. Métodos 
 

5.2.1. Processamento das amostras 
 
Para a realização dos ensaios, todas as amostras coletadas foram 

previamente processadas. Para tanto, os swabs foram acondicionados em 

microtubos e acrescidos de 1 mL de tampão fosfato salina (PBS). Em seguida 

foram vortexados, por aproximadamente 20 segundos, e armazenadas em 

freezer a -20°C. 
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5.2.2. Extração de DNA pelo método de fenol-clorofórmio-álcool 
isoamílico  

 

O DNA total das amostras foi extraído utilizando uma solução de Fenol-

clorofórmio-álcool isoamílico (PCI), na proporção de 25:24:1, respectivamente. 

Para tanto, 100 µl de cada amostra processada foi previamente incubado a 75°C, 

por 60 minutos, para favorecer o rompimento do capsídeo viral e liberação do 

material genético. Em seguida foram acrescidos 300 µl de PBS e mais 400 µl da 

solução de PCI, a fim de estabelecer a proporção de 1:1 v/v entre amostra e PCI. 

Essa mistura foi então vortexada, por aproximadamente 10 segundos, e 

centrifugada, á temperatura ambiente, a 18000 g (Eppendorf 5430/5430R) por 1 

minuto. Após a centrifugação e aguardados mais 10 minutos, a fase superior foi 

cuidadosamente coletada, medida com o auxílio de uma micropipeta e 

transferida para um novo microtubo. Para a precipitação do material genético 

foram adicionados 2,5 vezes o volume coletado do sobrenadante de etanol 

absoluto (96%) gelado e 0,1 vezes o volume coletado do sobrenadante de 

acetato de sódio pH 5,5 a 3M. Em seguida, essa mistura foi homogeneizada, por 

inversão, e centrifugada 18000 g (Eppendorf 5430/5430R) por 5 minutos a 4°C. 

Logo após o sobrenadante foi descartado por inversão e o microtubo foi mantido 

aberto a 37°C para evaporação do etanol residual. O sedimento gerado foi então 

ressuspendido em 50μL de água de injeção, a 37°C, e a concentração de DNA 

foi dosada em nanodrop (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).  
 

5.2.3. Reação em cadeia de polimerase (PCR) em tempo real –qPCR  
 

O DNA obtido a partir da extração pelo método de PCI descrita no item 

anterior foi utilizado como molde nas reações de PCR em tempo real para 

triagem das amostras coletadas. Estas reações foram realizadas em placas de 

48 poços, em duplicatas, utilizando-se o kit comercial SYBR Green Master Mix 

(Applied Biosystems, EUA), iniciadores específicos para o gene da RNA helicase 

de mimivírus previamente utilizados por nosso grupo (0,4 µM cada) (5’-

ACCTGATCCACATCCCATAACTAA-3’ e 5’-GCCTCATCAACAAATGGTTTCT-3’), 

água de injeção em concentrações adequadas e 1µl de amostra, com até 300 

ng de DNA, totalizando 10µl de reação (DORNAS et al, 2014; ANDRADE et al, 
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2014) . As condições térmicas utilizadas para a amplificação foram as utilizadas 

no programa padrão da máquina StepOne (Applied Biosystems, EUA): 95°C por 

10 min, 40 ciclos de 95°C for 15 s e 60°C por 15 s, seguido por um passo de 

dissociação, tendo o fragmento amplificado uma temperatura de melting 

específica de 73°C. Os resultados obtidos foram analisados de maneira 

qualitativa, com o intuito de verificar somente a presença ou ausência da 

sequência alvo dos oligonucleotídeos específicos. Os resultados obtidos foram 

submetidos ao teste de Fisher para análise de significância estatística. 

 
5.2.4. Sequenciamento, análises de sequências e construção de 

árvore filogenética 
 

O sequenciamento dos fragmentos obtidos no item 5.2.3 foi realizado pelo 

método de SANGER, 1977 em sequenciador automático capilar “MegaBACE 

sequencer” (GE Healthcare), utilizando-se polímero POP7 e o kit “BigDye® 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), obedecendo as 

condições de reação e leitura indicadas pelo fabricante. Para cada fragmento 

foram feitas quatro reações de sequenciamento, duas com cada um dos 

iniciadores. As sequências obtidas foram sobrepostas e a obtenção do consenso 

foi feita utilizando-se a plataforma Asparagin-Cenargen 

(genoma.embrapa.br/phph). Em paralelo, para assegurar a qualidade das 

sequências, as mesmas foram analisadas segundo o programa Sequence 

Scanner Software 2 (Applied Biosystems, 2012). As sequências obtidas foram 

comparadas com as depositadas no banco de dados do “National Center for 

Biotechnology Information” através do programa BLAST 2.0 

[http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST.- Basic Local Aligment Tool (ALTSUCHL et al, 

1990)] e analisadas pelo programa BLAST N. Em seguida, as sequências foram 

analisadas e utilizadas para a construção de árvores filogenéticas, pelo método 

de neighbor-joining,  utilizando o programa MEGA 6.0 (KUMAR et al, 1994). A 

análise de bootstrap foi feita com base em 1000 replicatas.  
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5.2.5. Isolamento viral - Ensaio de placa em ágar em solução salina 
para amebas (PAS) (Boughalmi et al, 2013) 
 

Nesse estudo foi utilizado um novo método de isolamento denominado 

ensaio de placa em ágar PAS, que é um método rápido que permite a 

identificação de amostras positivas para vírus gigantes através da formação de 

halos de lise, visíveis a olho nu, em monocamadas de amebas. Esse método é 

menos laborioso no sentido de não requerer que as amostras analisadas sejam 

previamente enriquecidas. Para a realização desse experimento uma solução de 

1,5% de ágar bacteriológico (Kasvi, Brasil) em PAS foi preparada e distribuída 

em placas de Petri descartáveis e estéreis de 8 cm de diâmetro. Após a 

solidificação do ágar, 15x106 amebas da espécie A. castellanii foram distribuídas 

uniformemente pela placa. Após 30 minutos, verificou-se se as amebas 

sedimentaram e se essas apresentavam uma confluência de 100%. Em seguida, 

a placa foi subdividida em 9 campos, distantes 1,5 cm um do outro, e 10 uL de 

cada amostra a ser testada foi adicionado em cada campo. Em seguida a placa 

foi vedada e incubada em estufa a 32°C por 4 dias. Os campos em que a lise 

celular foi visualizada foram recortados com o auxílio de um bisturi e 

acondicionados em microtubos acrescidos de 1 mL de PAS. Após congelamento 

e descongelamento por três vezes, o conteúdo foi filtrado em membranas de 1,2 

µm (Millipore, EUA), ou centrifugado por 10 minutos a 18000 g (Eppendorf 

5430/5430R). Após a centrifugação o sobrenadante foi descartado e o sedimento 

gerado foi ressuspendido em 200 µL de PAS. O filtrado e o sedimento foram 

utilizados para posterior passagens e produção do estoque viral em placas de 

24 poços, contendo 100.000 amebas ou em garrafas de cultura T25 (TPP, 

Suíça), contendo 2x106 amebas.  As placas e garrafas foram monitoradas 

diariamente até o aparecimento de efeito citopático, em seguida o sobrenadante 

e os fragmentos celulares foram coletados, descongelados e congelados por três 

vezes, e titulados segundo o método de end-point descrito no item 5.2.8.  

 

5.2.6. Multiplicação de vírus gigantes (Abrahão et al, 2014) 
 

Para a multiplicação viral, monocamadas de amebas da espécie A. 

castellanii, cultivadas em garrafas de cultura T175 (TPP, Suíça) com confluência 
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de cerca de 80%, foram infectadas, com uma multiplicidade de infecção (M.O.I.) 

de 0,01, com os estoques virais do protótipo APMV, do KV e dos isolados virais 

obtidos. Para a caracterização estrutural e biológica foram escolhidos dois 

isolados virais obtidos a partir das amostras coletadas no isolamento respiratório. 

Essa seleção foi baseada principalmente pelo ambiente de origem dos isolados, 

que no caso também é local de maior interesse nesse trabalho. Após a infecção 

com cada vírus ou isolado, as garrafas contendo os inóculos virais foram 

mantidas a 32°C, completamente vedadas. A monocamada celular foi avaliada 

diariamente em relação ao aparecimento dos efeitos citopáticos, caracterizados 

por arredondamento, vacuolização, perda de motilidade e lise celular. Após a lise 

celular completa (cerca de 3 dias pós infecção) o sobrenadante e os fragmentos 

celulares foram coletados para purificação viral. 

 
5.2.7. Purificação de vírus gigantes (La Scola et al, 2003) 
 

Para a purificação dos vírus gigantes, o sobrenadante e o lisado celular 

resultante da multiplicação viral foram coletados em frascos e submetidos a 3 

ciclos de congelamento e descongelamento, visando a liberação de partículas 

virais eventualmente retidas em trofozoítos não lisados. O lisado foi então 

submetido a outro ciclo de lise utilizando homogeneizador do tipo “Douncer” 

(Wheaton, USA) por 80 vezes. Em seguida, a solução foi filtrada em membranas 

de 1,2 µm (Millipore, EUA) para a retenção de resíduos celulares. Em seguida, 

em tubos para ultra-centrífuga Combi Sorvall, foram adicionados 10 mL de uma 

solução de sacarose 22% (Merck, Alemanha) e gotejado, vagarosamente, 25 mL 

do lisado filtrado. Esses tubos foram então, submetidos a centrifugação a 35.248 

g, por 30 minutos, entre 4°C e 8°C, para que as partículas virais fossem 

sedimentadas. Por fim, o sobrenadante foi descartado e o sedimento 

ressuspendido em 500 µL de PBS. Alíquotas da solução viral foram feitas, 

identificadas e estocadas à -80ºC. 

 

5.2.8. Titulação viral (La Scola et al, 2003) 
 

O título viral foi obtido pelo método de end-point, descrito por Reed-

Muench (1938). Placas de 96 poços contendo 100 µL de meio PYG e 
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aproximadamente 40.000 amebas/poço foram utilizadas para realizar este 

ensaio após atingirem uma confluência de 80%. As amostras virais a serem 

tituladas foram diluídas em PBS seriadamente, na razão de 10 (10-1 a 10-11), e, 

em seguida, um total de 100 μL de cada diluição foi adicionado a cada poço, em 

quadruplicata. Uma quadruplicata de poços foi reservada como controle de 

viabilidade de amebas. As placas foram vedadas completamente e incubadas à 

32 ºC. Cada poço foi monitorado diariamente, para observação de efeitos 

citopáticos, e após 4 dias de incubação, o cálculo do título viral foi realizado e o 

valor foi expresso em TCID50 por mililitro (mL). 

 

5.2.9. Curva de multiplicação 
 

Para avaliar eventuais diferenças nas taxas de multiplicação entre o 

APMV, o KV e os novos isolados virais, foi realizado o ensaio de curva de 

multiplicação. Duplicatas de microtubos contendo 100 μL de meio PYG com 

aproximadamente 40.000 amebas e 100 μL de solução viral na MOI de 0,01 

foram deixados sob homogeneização em agitador orbital por 60 minutos à 28 °C 

para adsorção. Após a adsorção, os microtubos foram centrifugados a 1000 g 

(Eppendorf 5430/5430R) por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi 

descartado, o sedimento foi ressuspendido em 200 μL de meio PYG e adicionado 

a placas de 96 poços. As placas foram vedadas completamente e incubadas à 

32 ºC. As coletas da monocamada celular e do sobrenadante foram realizadas 

em cinco diferentes tempos (0, 4, 8, 24 e 48 horas após infecção) e em seguida 

foram submetidas a três ciclos de congelamento e descongelamento para lise 

celular. Essa suspensão foi posteriormente submetida a titulação viral de acordo 

com o protocolo descrito no item 5.2.8. 

 
5.2.10. Teste de resistência a biocidas químicos (Campos & 

Andrade et al, 2012) 
 

Os vírus isolados também foram submetidos a testes de resistência a 

biocidas químicos utilizados na higienização de ambientes hospitalares 

(Hipoclorito de sódio 3% e Glutaraldeído 3%). De acordo com o Comitê Europeu 

de Normalização (European Committee for Standardization), substâncias 
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interferentes – adaptado -são necessárias para a realização desse experimento, 

por isso 1µL de albumina sérica bovina (BSA) 0,05% foi adicionado a cada 10 

µL de suspensão viral testada.  As suspensões virais foram feitas de maneira a 

conter um total de 1x105 TCID50, por 10 µL. Em seguida, 10 µL de cada 

suspensão viral e 1µL da solução de BSA foram depositados, em duplicata, em 

lamínulas de vidro estéreis de 1 cm x 1 cm e deixados para secar por 40 minutos 

em fluxo de segurança biológica. Posteriormente, as lamínulas foram 

transferidas para microtubos e 50 µL de cada desinfetante foi 

independentemente depositado sobre cada lamínula e deixado agir por 1 minuto, 

a 20°C. Logo após 950µL de meio PYG suplementado com 7% de soro fetal 

bovino foi adicionado ao microtubo para inativação do desinfetante, e vortexadas 

por 1 minuto. Controles virais também foram realizados de maneira análoga ao 

descrito, sendo que o biocida foi substituído por 50 µL de água destilada. Essas 

soluções foram então tituladas conforme indicado no item 5.2.8.   

 
5.2.11. Teste de resistência a temperatura 

 
Além do teste de resistência a biocidas, os isolados virais também foram 

submetidos a testes de resistência à temperatura a título de caracterização 

biológica e também para verificar se métodos convencionais de esterilização, 

como autoclavação, por exemplo, poderiam ser eficientes na inativação desses 

vírus. Para tanto, suspensões virais foram preparadas de maneira a conter um 

total de 5x105 TCID50/mL, por 200µL. Em seguida, 200µL de cada suspensão 

foram adicionados a microtubos e submetidos a aquecimento em thermoblock, 

por 5 minutos, em diferentes temperaturas (30, 50, 70, 90 e 100°C), em duplicata. 

Controles virais também foram feitos de maneira análoga ao descrito, porém, 

sem serem submetidos a nenhum processo de aquecimento. Após o 

aquecimento, as suspensões também foram tituladas conforme descrito no item 

5.2.8.   

 

5.2.12. Avaliação da expressão gênica 
 

Também com o intuito de caracterizar biologicamente os isolados virais, 

a avaliação do perfil de expressão de alguns genes virais foi realizada. Estudo 



58 
 

não publicado do nosso grupo vem demonstrando que isolados virais diferentes 

apresentam variações no perfil de expressão de alguns genes.  Para tanto, foram 

escolhidos quatro genes, dois tRNAs e duas aminoacil-tRNAs sintetases: Leucil 

tRNA, Triptofanil tRNA, Arginil tRNA sintetase e Tirosil tRNA sintetase. 

 

5.2.12.1. Expressão de mRNAs de tRNAs e tRNAs sintetases 
 

Para os ensaios de expressão gênica, duplicatas de microtubos contendo 

100 μL de meio PYG com aproximadamente 100.000 amebas e 100 μL de 

solução viral, de APMV, KV ou dos isolados virais, na MOI de 10 foram deixados 

sob homogeneização em agitador orbital por 60 minutos à 28 °C para adsorção. 

Após a adsorção, os microtubos foram centrifugados a 1000 g (Eppendorf 

5430/5430R) por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, e o 

sedimento foi ressuspendido em 1 mL de meio PYG e adicionado a placas de 24 

poços. As placas foram vedadas completamente e incubadas à 32 ºC. Após 8 

horas de infecção, a monocamada celular e o sobrenadante foram coletados, 

adicionadas a novos microtubos e centrifugados a 1000 g (Eppendorf 

5430/5430R) por 5 minutos. Em seguida o sobrenadante foi descartado e o 

sedimento foi submetido à extração de RNA total e RT-PCR (item 5.2.12.2). 

Controles de células não infectadas também foram utilizados nesse experimento.   

 

5.2.12.2. Extração de RNA total, transcrição reversa (RT) e qPCR 
 

A extração de RNA total foi realizada a partir dos sedimentos resultantes 

descritos no item anterior, com o kit Rneasy (Qiagen, Alemanha), de acordo com 

as recomendações do fabricante. O processo consiste, resumidamente, nas 

seguintes etapas: lise celular e inativação de RNAses com tampão de guanidina; 

desnaturação e precipitação dos complexos protéicos com etanol 70% e 

passagem das amostras por uma coluna de afinidade, seguida de lavagens com 

tampões de lavagem e eluição do RNA extraído com água livre de nucleases. A 

obtenção de cDNA foi realizada tendo como molde 1 μg de RNA total extraído. 

As reações foram realizadas utilizando a enzima MMLV (Promega, Madison, WI, 

USA), tampão 5x, dNTPs, oligo Dt e DTT nas concentrações indicadas pelo 

fabricante e água q.s.p para 20 μl de reação. O RNA e oligo dT foram incubados 
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a 70 °C por 5 minutos e depois incubados em gelo por 5 minutos. Os outros 

componentes da reação foram adicionados e os tubos incubados a 42 °C por 

uma hora e a 72 °C por 15 minutos. O cDNA resultante foi diluído em 40 μl de 

água e utilizado para verificar os níveis de mRNAs de tRNAs e aminoacil-tRNAs 

sintetases dos diferentes vírus por qPCR, de acordo com o item 5.2.3, utilizando-

se oligonucleotídeos específicos (0,1 µM de cada) (Tabela 4). Os resultados 

foram obtidos a partir de valores arbitrários dados a curva padrão e corrigidos 

utilizando normalização, por valores de Delta/Delta Ct, com os níveis do gene 

constitutivo 18S. Os resultados obtidos foram submetidos a análises estatísticas 

(Teste t), utilizando-se o programa GraphPad Prism. 

 

Tabela 4. Sequências dos oligonucleotídeos que foram utilizados nas reações de qPCR 

para verificar os níveis de mRNAs de tRNAs e tRNAs sintetases (dados não publicados). 

Oligonucleotídeos Sequência Foward Sequência Reverse 

18S rDNA TCCAATTTTCTGCCACCGAA ATCATTACCCTAGTCCTCGCGC 

Leucil tRNA GGGATTCGAACCCACGACAT ATAAGCAAAGGTGGCGGAGT 

Triptofanil tRNA GTGCAACAATAGACCTGTTAGTTTA ACCGGAATCGAACCAGTATCA 

Arginil tRNA sintetase GTGGGTGATTGGGGAACTCA TGATACGGTCTCCAATCGGG 

Tirosil tRNA sintetase TTTGGCAAACCAATCGGCAA TGGTTTTGAACCTAGTGGTCGT 

 
 
5.2.13. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 

 
Para análise do perfil protéico dos isolados virais, e também do APMV, 

KV e M4, os vírus purificados foram misturados a um tampão de amostra [glicerol 

40% p/v, SDS 10% p/v, 250mM Tris HCL pH 6,8, β-mercaptoetanol 10% p/v e 

azul de bromofenol 0,05% p/v (Sigma, EUA)], na proporção de 1:5, 

respectivamente, e submetidos a aquecimento a 96°C por 10 minutos, para 
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desnaturação protéica. Em seguida, as amostras foram separadas por 

fracionamento eletroforético em gel de poliacrilamida bifásico a 12%. O gel de 

poliacrilamida bifásico 12 % [TRIS 1,5M, pH 8, Bis/Acrilamida 29:1, SDS 20%, 

Tetrametiletilendiamina (TEMED) 0,1%, persulfato de amônio (APS) 10% e água 

deionizada qsp. foi polimerizado em aparato Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio Rad) 

com espessura de 0.75mm, e transferido para cuba de eletroforese contendo 

tampão de corrida 1X (Glicina 1,5% p/v, Tris base 0,3% p/v e SDS 0,1% p/v). 

Foram aplicados 20 µL, em média, de cada amostra e em seguida foi feito o 

fracionamento eletroforético a 60V, nos primeiros 15 minutos, e a 100V por mais 

75 minutos. Como marcador de massa molecular foram utilizados padrões de 

proteínas de tamanho conhecido (Precision Plus ProteinTM Prestained 

Standars, Bio-Rad), possuindo massas moleculares de 6, 14, 21, 31, 45, 66, 97, 

116 e 200 kDa. Após o fracionamento, o gel foi corado em solução de comassie 

blue ou de nitrato de prata. 
 

5.2.14. Coloração de gel com prata 
 

Após fracionamento por eletroforese, os géis foram corados com solução 

de nitrato de prata para visualização das proteínas. Para isso os géis foram 

retirados dos aparatos de eletroforese e transferidos para um recipiente 

contendo a primeira solução fixadora (metanol 40%; Ac. acético 10%; água 

deionizada 50%), onde foram mantidos por 30 minutos. Em seguida, a solução 

fixadora foi descartada e adicionada uma segunda solução fixadora (etanol 10%; 

ácido acético 5%; água deionizada 85%) duas vezes por 15 minutos. Em seguida 

foi então adicionada uma solução oxidante (dicromato de potássio 0,0034 M; 

ácido nítrico 0,0032 M; água deionizada q.s.p) por 5 minutos. Os géis foram 

submetidos a dois banhos de água deionizada por 5 minutos e em seguida 

corados com solução de nitrato de prata (0,011 M) por 20 minutos e lavados 

duas vezes com água deionizada. Ao final foi adicionada solução reveladora 

(carbonato de sódio 0,28 M, paraformaldeído 0,016 M, água dd) até o 

aparecimento das bandas. E finalmente, para interrupção da atividade da 

solução reveladora, foi adicionada uma solução de parada preparada a partir da 

mistura v/v da primeira e segunda fixadora acima descrita. Para análise e registro 
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os géis foram fixados em lâmina de vidro cobertos com papel celofane e 

mantidos a temperatura ambiente para secar completamente. 

 

5.2.15. Coloração de gel com Comassie blue 
 

Após o fracionamento eletroforético, os géis também foram corados em 

solução coomassie blue (coomassie blue 0,2% p/v do corante, metanol 50%, 

ácido acético 10%, água deionizada qsp.) durante 30 minutos, à temperatura 

ambiente. Em seguida, foi descorado por 12 horas em solução fixadora I 

(metanol 40%, ácido acético 10%, água 50%) mais fixadora II (etanol 10%, ácido 

acético 5%, água 85%).  Posteriormente, o gel foi desidratado entre duas folhas 

de papel celofane e preso sobre uma placa de vidro, a temperatura ambiente 

durante 48 h para completa secagem. 
 

5.2.16. Microscopia eletrônica de Transmissão 
 

Amebas da espécie A. castellanii, cultivadas em garrafas de cultura T175 

e com 80% de confluência, foram infectadas na M.O.I. de 0,01 com os diferentes 

vírus isolados. Após 24 horas de infecção a monocamada celular foi lavada duas 

vezes com tampão fosfato 0,1M. A solução foi totalmente retirada com a ajuda 

de uma pipeta e, em seguida, foi adicionada uma solução fixadora a base de 

glutaraldeído 2,5% em quantidade suficiente para cobrir toda a monocamada. 

Após uma hora de incubação, à temperatura ambiente, a monocamada de 

amebas foi retirada, utilizando-se um raspador, e centrifugada a 1000 g 

(Eppendorf 5430/5430R) por 10 minutos a 4ºC. O sedimento formado foi 

transferido para um microtubo no qual foi adicionado 1 mL de tampão fosfato 

0,1M pH 7,4. As secções ultrafinas foram realizadas pelo Centro de Microscopia 

da UFMG e foram observadas em microscópio eletrônico de transmissão Tecnai 

G2-12 Spitit Bio twin FEI. O protocolo do preparo das soluções utilizadas nesse 

experimento pode ser encontrado nos Anexos, no item 10.2. 
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5.2.17. Microscopia eletrônica de Varredura 
 

 Para a realização da microscopia eletrônica de varredura, lamínulas 

circulares foram imersas em solução de Poly-L-Lisina. Em seguida, o excesso 

da solução foi retirado e a lamínula foi posta para secagem. Após esse processo, 

10 µL dos isolados virais purificados foram espalhados sobre a lamínula tratada 

com a Poly-L-Lisina, e após a secagem do material, as lamínulas foram 

adicionadas a placas de 12 poços. O material foi fixado com Glutaraldeído 2,5%, 

em tampão cacodilato 0,1M por 1 hora. Decorrido esse tempo, o fixador foi 

removido e as amostras foram lavadas três vezes com tampão cacodilato 0,1M. 

As etapas seguintes da preparação: fixação secundária com tetróxido de ósmio 

1,0%, imersão em Ácido Tânico 1%, desidratação em solução crescente de 

álcool etílico, secagem das amostras em ponto crítico de CO2 e metalização com 

ouro/5nm de espessura, foram realizadas pelo próprio Centro de Microscopia da 

UFMG. Após todo o processamento, as amostras foram analisadas em 

microscópio eletrônico de varredura FEG Quanta 200 FEI. 
 

5.2.18. Morfometria 
 

Para a análise morfométrica das partículas virais dos novos isolados, 

foram utilizadas imagens, de aproximadamente 20 partículas virais diferentes, 

provenientes de microscopia eletrônica de transmissão. Essas imagens foram 

analisadas pelo programa Image J (http://imagej.nih.gov/ij/), e os tamanhos 

relativos ao capsídeo, fibrilas e tamanho total da partícula foram calculados.   
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6. RESULTADOS 
 
6.1. Triagem por qPCR, isolamento viral e seleção de isolados para 

caracterização 
 

As duas coleções de amostras listadas nas tabelas 2 e 3 do item 5.1.4 foram 

processadas de acordo com o item 5.2.1 e submetidas à extração de DNA total 

segundo o item 5.2.2. Após a extração, o DNA foi utilizado como molde para as 

reações de qPCR, descrita no item 5.2.3, utilizando-se oligonucleotídeos 

específicos para o gene da RNA Helicase, que é um gene conservado entre as 

linhagens de mimivírus, mas que ao mesmo tempo permite, pós-

sequenciamento, a identificação da linhagem a qual a amostra viral pertence 

(grupos A, B ou C). Todavia, os iniciadores utilizados apresentam uma 

especificidade maior para as linhagens A e B de mimivírus. É importante 

ressaltar que o tamanho do amplicon gerado nessas reações é de 

aproximadamente 86 pares de bases. Todas as reações foram feitas em 

duplicatas, e na ocorrência de amplificação de apenas uma das duplicatas, a 

amostra foi considerada duvidosa e submetida á uma nova qPCR. Caso a 

amostra fosse considerada novamente duvidosa na segunda qPCR, o critério 

utilizado foi direcionar essa amostra para o isolamento em ágar PAS. 

 
6.1.1. Amostras do HC/UFMG 

 
Das 242 amostras de poeira coletadas no HC/UFMG, 30 foram positivas para 

o gene da RNA helicase na qPCR (Fig. 16 e 17), apresentando um valor de Tm 

de aproximadamente 73°C em uma reação com eficiência de aproximadamente 

98%. O isolamento respiratório foi o ambiente que apresentou a maior 

positividade 20/55 (36.4%) se comparado aos demais ambientes: recepção 2/13 

(15.4%), escadas 3/30 (10.0%), elevadores 1/24 (4.2%), corredores 1/12 (8.3%), 

ala infantil 2/19 (10.5%) e UTI 1/31 (3.2%) (Tabela 5). Não foi possível detectar 

por qPCR nenhuma amostra positiva no bloco cirúrgico e na área de 

transplantados.  
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Figura 16: Representação esquemática das áreas de coleta no HC/UFMG. Na figura 
pode-se visualizar a distribuição dos ambientes no HC/UFMG aonde foram feitas as coletas de 
poeira hospitalar. Cada cruz assinalada representa um ponto de coleta nos ambientes 
específicos, sendo que as cruzes vermelhas representam as amostras que foram positivas para 
o gene da RNA Helicase na qPCR e as pretas representam as amostras negativas. Pela imagem 
pode-se notar claramente a maior positividade registrada no isolamento respiratório. UTI: 
Unidade de tratamento intensivo. 

 

Escadas 
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Figura 17: Padrão do gráfico de amplificação e curva de Melt resultante das 
reações de qPCR para o gene da RNA Helicase. A. Gráfico de amplificação 
demonstrando o padrão de curva visualizada para amostras positivas, controle positivo (CP), 
amostras negativas e controle negativo (CN). B. Curva de Melt evidenciando a temperatura de 
melting específica (~73°C). 
 
 

 

*Nenhuma amostra positiva para o gene da RNA Helicase foi detectada nesses ambientes. 

Tabela 5: Ambientes de coleta de poeira no HC/UFMG e resultados dos testes de 
qPCR e isolamento viral 
 

  q PCR (RNA Helicase)  Isolamento 

Áreas de coleta  
HC/UFMG 

Nº total de 
amostras 

Nº (%)  
amostras 
positivas 

Nº (%) amostras 
negativas 

 N° (%)  amostras 
positivas 

Recepção 13 2 (15.4) 11 (84.6)  1 (7.7) 
Escadas 30 3 (10.0) 27 (90.0)  3 (10) 
Elevadores 24 1 (4.2) 23 (95.8)  1 (4.2) 
Corredores 12 1 (8.3) 11 (91.7)  1 (8.3) 
Ala infantil 19 2 (10.5) 17 (89.5)  2 (10.5) 
Bloco cirúrgico 28 0 (0) 28 (100)  * 
Área de 
transplantados 30 0 (0) 30 (100) 

 
* 

UTI 31 1 (3.2) 30 (96.8)  0 (0) 
Isolamento 
respiratório 55 20 (36.4) 35 (63.6) 

 
16 (29.0) 

Total 242 30 (12.4) 212 (87.6)  24 (9.9) 
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Para avaliar a presença de diferenças significativas que validassem a maior 

prevalência de mimivírus no isolamento respiratório, se comparado aos demais 

ambientes de coleta, foi utilizado o teste exato de Fisher, que é um teste não 

paramétrico, capaz de cruzar as duas variáveis em questão: ambiente e 

positividade nas reações de qPCR. As análises estatísticas apresentaram um 

valor de p<0.005, indicando diferenças significativas em relação a prevalência 

de mimivírus no isolamento respiratório. 

Após essa triagem por qPCR as amostras positivas foram então submetidas 

ao teste de isolamento em ágar PAS, conforme descrito no item 5.2.5. Das 30 

amostras testadas, 24, o equivalente a 9,9% de todas as amostras coletadas, 

induziram a formação de placas de lise amebiana indicativas do isolamento viral 

(Tabela 5). Essas placas são caracterizadas por uma intensa lise amebiana, que 

pode ser visualizada em microscópio óptico no aumento de 4X, e pela presença 

de um halo, que é a região limítrofe entre a área de lise amebiana e a área de 

acúmulo de células não lisadas (Fig. 18). A título de controle, 17 amostras 

negativas para o gene da RNA Helicase também foram submetidas ao teste de 

isolamento, e como esperado nenhuma dessas amostras foi capaz de induzir a 

formação de placas de lise. 
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Figura 18: Ensaio de placa em ágar PAS. A. Placa de lise amebiana visível a olho nu, 
evidenciando a presença da região de lise celular (setas azuis), do halo limítrofe (setas verdes) 
e da região de acúmulo de amebas não lisadas (setas vermelhas). B. Placa de lise visualizada 
ao microscópio óptico (Motic, British Columbia, Canadá) no aumento de 4X evidenciando as 
mesmas regiões da placa em A. C. Placas de lise resultantes da inoculação de 10µl de algumas 
das amostras coletadas no HC/UFMG, previamente triadas por qPCR. IR: Isolamento 
respiratório; CN: controle negativo.  

 

Dos 24 isolados, 20 foram escolhidos para caracterização molecular e 2, 

provenientes do isolamento respiratório (IR), foram escolhidos para posterior 

caracterização biológica e estrutural. Esses dois isolados foram coletados a 

partir do leito (L) de pacientes e do piso (P) do ambiente e por isso receberam 

os nomes de IRL6 e IRP16, respectivamente. Após o isolamento, encontramos 

dificuldades em liberar as partículas virais do ágar, e para isso lançamos mão de 

diferentes protocolos. Assim, o isolado IRL6 foi submetido a filtração e o isolado 

IRP16 a centrifugação, seguido de passagens em cultivo de amebas para 

produção dos estoques virais, conforme descrito também no item 5.2.5. 

 
6.1.2. Amostras do ICEX/UFMG 

 
Das 100 amostras coletadas nos diferentes ambientes do ICEX/UFMG, 

15 foram duvidosas (somente uma das duplicatas amplificaram) na qPCR para 

o gene da RNA Helicase e nenhuma foi positiva (amplificação de ambas as 
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duplicatas). O padrão de curva de amplificação, assim como o de curva de Melt 

foi o mesmo observado para as amostras do HC/UFMG (Fig. 17).  

Como mencionado anteriormente, as amostras duvidosas foram 

submetidas à uma nova qPCR e, novamente, só houve amplificação de uma das 

duplicatas (Tabela 6). Sendo assim, essas amostras foram direcionadas para o 

isolamento em ágar PAS. No entanto, nenhuma amostra testada levou à 

formação de halos de lise, impossibilitando assim o isolamento viral. Por esse 

motivo, os únicos isolados virais escolhidos para caracterização molecular e 

biológica foram provenientes do HC/UFMG. 

 

 

 

 

 

 

6.2. Caracterização molecular 
 

Para caracterização molecular de alguns dos isolados virais obtidos a 

partir do HC/UFMG, foi feito o sequenciamento dos amplicons gerados na qPCR 

para o gene da RNA Helicase. É importante ressaltar que o gene da RNA 

Helicase é conservado nos grupos A, B e C dos mimivírus, mas há diferenças na 

sequência dos nucleotídeos que compõem esse fragmento do gene que 

Tabela 6: Ambientes de coleta de poeira no ICEX/UFMG e resultados dos testes de 
qPCR e isolamento viral 
 

  q PCR (RNA Helicase)  Isolamento 

Áreas de coleta  
HC/UFMG 

Nº total de 
amostras 

Nº (%)  
amostras 
duvidosas 

Nº (%) amostras 
negativas 

 N° (%)  amostras 
positivas 

Portaria 7 1 (14.2) 6 (85.8)  0 (0.0) 

Elevador 5 2 (40.0) 3 (60.0)  0 (0.0) 

Escadas 24 2 (8.3) 22 (91.7)  0 (0.0) 

Banheiro 6 0 (0.0) 6 (100)  0 (0.0) 

Bebedouro 8 4 (50.0) 4 (50.0)  0 (0.0) 

Corredor 12 3 (25.0) 11 (75.0)  0 (0.0) 

Sala de aula 16 2 (12.5) 14 (87.5)  0 (0.0) 

Lanchonete 8 0 (0.0) 8 (100)  0 (0.0) 

Biblioteca 6 1 (16.6) 5 (83.4)  0 (0.0) 

Jardins 8 0 (0.0) 8 (100)  0 (0.0) 

Total 100 15 (15.0) 85 (85.0)  0 (0.0) 
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possibilitam também a diferenciação entre esses três grupos. Sendo assim, as 

sequências geradas a partir do sequenciamento desse gene se mostraram 

suficientes para agrupar os novos isolados em um dos três grupos descritos, 

conforme abaixo descrito. 

 
6.2.1. Análises filogenéticas baseadas no sequenciamento do gene 

da RNA helicase viral 
 

 O sequenciamento, a análise das sequências e a construção da árvore 

filogenética foram feitos conforme descrito no item 5.2.4. Como mencionado 

anteriormente, para essas análises, os amplicons gerados por qPCR de 20 dos 

24 isolados virais foram sequenciados.   

 A árvore filogenética construída revelou uma estreita relação entre os 

novos isolados virais e a família Mimiviridae, mais especificamente com o grupo 

A do gênero Mimivirus (Fig. 19A). Todavia, apesar da similaridade entre os 

isolados, o alinhamento da sequência demonstrou a presença de uma ou duas 

substituições de nucleotídeos quando comparadas com as sequências de outras 

amostras virais do grupo A disponíveis no banco de dados do “National Center 

for Biotechnology Information” (Fig. 19B).   
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Figura 19: Análises filogenéticas baseadas no gene da RNA helicase. A. Árvore 

filogenética construída pelo método de neighbor-joining, utilizando-se o MEGA versão 6.0 

(www.megasoftware.net) com base nas sequências de nucleotídeos, obtidas a partir do 

GenBank, com bootstrap de 1000. Valores de Bootstrap >40% são mostrados. Os isolados virais 
estão indicados por um triângulo. A barra de escala indica taxa de evolução. B. Alinhamento das 

sequências de nucleotídeos do fragmento do gene da RNA helicase. As amostras obtidas neste 

estudo estão sublinhadas. Nucleotídeos em vermelho indicam sítios de polimorfismo entre os 

isolados obtidos neste estudo e outras amostras virais. 
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6.3. Caracterização biológica 
 

 Como mencionado no item 6.1.1, dois isolados virais do HC/UFMG, 

denominados IRL6 e IRP16 foram selecionados para serem submetidos a 

diferentes testes a fim de avaliar a presença de possíveis diferenças biológicas 

entre eles e outros vírus já caracterizados, como APMV, KV e M4. O APMV foi 

um dos vírus escolhidos por ser o protótipo do gênero Mimivirus, já os vírus KV 

e M4 foram testados devido às suas diferenças morfológica e genética, 

respectivamente. 

 
6.3.1. Curva de multiplicação em Acanthamoeba castellanii 
 

 O ensaio de curva de multiplicação foi realizado com o intuito de avaliar o 

perfil de multiplicação dos isolados IRL6 e IRP16. Nesse ensaio, foram também 

utilizados os vírus APMV e KV a título de comparação.  

 Após a titulação e análise de todos os tempos coletados, foi possível 

observar um perfil de multiplicação muito semelhante entre os isolados IRL6 e 

IRP16, mesmo considerando individualmente cada tempo analisado (0, 4, 8, 24 

e 48 horas). No entanto, quando o perfil de multiplicação dos isolados é 

comparado ao perfil apresentado por KV e, principalmente, por APMV, algumas 

diferenças podem ser observadas. No início do ciclo de multiplicação, mais 

especificamente nas 8 horas pós-infecção, é possível observar que os isolados 

IRL6 e IRP16 atingem um título viral maior, de aproximadamente 1 x 106,5  

TCID50/mL, quando comparado ao KV (1 x 105,5  TCID50/mL) e ao APMV (1 x 104,5  

TCID50/mL). Nas 24 horas pós-infecção essa diferença diminui entre IRL6, IRP16 

e KV, que passam a apresentar um título viral de aproximadamente 1 x 107,0 

TCID50/mL, entretanto a diferença de mais de um log de título ainda permanece 

entre esses vírus e o APMV, que apresenta um título viral de 1 x 105,5  TCID50/mL. 

Ao final de 48 horas pós-infecção, nenhuma diferença pode ser mais observada, 

e os quatro vírus atingem um título viral semelhante, de aproximadamente 1 x 

107,5 TCID50/mL (Fig.20).  
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Figura 20: Ensaio de curva de multiplicação dos isolados IRL6 e IRP16, 
comparados ao APMV e ao KV em amebas A. castellanii. Amebas A. castellanii foram 
infectadas com M.O.I. de 0,01 e coletadas nos tempos de 0, 4, 8, 24 e 48 hpi. O título viral foi 
determinado pelo método de end-point e o valor dado em TCID50/mL. A. Perfil de multiplicação 
do isolados IRL6. B. Perfil de multiplicação do isolado IRP16. C. Perfil de multiplicação do APMV. 
D. Perfil de multiplicação do KV. E. Perfil de multiplicação comparativo dos quatro vírus 
analisados (IRL6, IRP16, APMV e KV). IRL6: Isolamento Respiratório Leito 6; IRP16: Isolamento 
Respiratório Piso 16, KV: Kroon vírus, APMV: Acanthamoeba polyphaga mimivirus. 
 
 A fim de verificar se essa diferença de título viral era acompanhada 

também de uma indução de efeito citopático diferenciado nas amebas, foi feita 

uma análise da morfologia dessas células durante os mesmos tempos (4, 8, 24 

e 48 hpi) através de microscópio óptico. Imagens das monocamadas celulares 
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foram obtidas em cada tempo, no aumento de 4X e, posteriormente, foram 

analisadas e comparadas (Fig. 21).  

 

 
Figura 21: Morfologia apresentada por amebas A. castellanii após infecção por 
APMV, KV, IRL6 e IRP16 (vertical) em diferentes tempos (horizontal).  Amebas A. 
castellanii foram infectadas com M.O.I. de 0,01 e imagens, no aumento de 4X, evidenciando 
diferenças na morfologia celular foram obtidas nos tempos de 4, 8, 24 e 48 hpi. hpi: horas pós-
infecção; CC: controle celular, IRL6: Isolamento Respiratório Leito 6; IRP16: Isolamento 
Respiratório Piso 16, KV: Kroon vírus, APMV: Acanthamoeba polyphaga mimivirus. 
 
 

 Conforme esperado, a indução de efeito citopático foi semelhante entre 

IRL6 e IRP16, mas claramente diferente entre esses isolados e os vírus KV e 

APMV. No tempo de 4 hpi, nenhum dos vírus analisados foi capaz de induzir 

alteração morfológica, e as amebas continuam a apresentar o formato 

característico de trofozoíto. No tempo de 8 hpi um arredondamento celular já 
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pode ser observado nas monocamadas infectadas por IRL6 e IRP16, mas não 

nas infectadas por KV e APMV, o que condiz com o maior título viral apresentado 

pelos dois isolados na curva de multiplicação nesse tempo. Nas 24 hpi, KV já é 

capaz de induzir efeito citopático, mas APMV não, enquanto resíduos de células 

lisadas já começam a ser observadas nas monocamadas infectadas por IRL6 e 

IRP16. Somente 48 hpi é que amebas arredondadas passam a ser observadas 

nas monocamadas infectadas por APMV, enquanto uma intensa lise já é 

observada nas monocamadas infectadas pelos demais vírus.  

  
6.3.2. Teste de resistência a temperatura 
 

 O teste de resistência a temperatura foi feito para avaliar o perfil de 

sensibilidade dos novos isolados virais frente à exposição a diferentes 

temperaturas (30, 50, 70, 90 e 100°C) por 5 minutos, conforme descrito mais 

detalhadamente no item 5.2.10. Após a exposição, cada inóculo foi submetido a 

titulação viral, como descrito no item 5.2.8.  

 Após a exposição, os isolados virais apresentaram perfis de sensibilidade 

à temperatura semelhantes entre si, sendo que o aumento da temperatura foi 

acompanhado de um decaimento do título viral. O aquecimento a 30 e 50°C não 

provocou uma diminuição considerável do título viral de nenhum dos dois 

isolados, no entanto a exposição das partículas a uma temperatura de 70°C foi 

capaz de levar a uma diminuição de até 3 logs do título viral, no caso do IRL6, e 

até 2 logs, no caso do IRP16. Aos 90°C o título viral de ambos os vírus 

apresentou um decaimento de, aproximadamente, 4 logs, se comparada ao 

controle de vírus (CV). Já na temperatura de 100°C, o título viral dos isolados foi 

ainda menor, sendo que o IRL6 apresentou uma diminuição de 6 logs do título 

viral e o IRP16 de, aproximadamente, 5 logs, quando comparados aos controles 

de vírus (Fig. 22). 
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Figura 22: Teste de resistência a temperatura. 200µl de PAS contendo 105 TCID50/mL 
de cada vírus (IRL6, IRP16, APMV e KV) foram submetidos a 5 minutos de aquecimento, à 
diferentes temperaturas (30, 50, 70, 90 e 100°C), e posterior titulação. A. Perfil de resistência do 
isolado IRL6. B. Perfil de resistência do isolado IRP16. C. Perfil de resistência do APMV. D. Perfil 
de resistência do KV. IRL6: Isolamento Respiratório Leito 6; IRP16: Isolamento Respiratório Piso 
16, KV: Kroon vírus, APMV: Acanthamoeba polyphaga mimivirus. 
 

 
 Os isolados virais também apresentaram um perfil de sensibilidade 

semelhante ao apresentado por APMV e KV.  Esses dois últimos vírus também 

não apresentaram diminuição considerável do título viral nas temperaturas de 

30° e 50°C. A exposição a 70°C levou a uma diminuição de aproximadamente 2 

logs do título viral de ambos, de maneira análoga ao isolado IRP16. Aos 90°C o 

título viral de APMV também apresentou um decaimento de, aproximadamente, 

3 logs, se comparada ao controle de vírus (CV). No entanto, KV, nessa mesma 

temperatura e também a 100°C, teve todas as suas partículas virais inativadas. 

Aos 100°C, APMV também não apresentou nenhuma partícula viral viável (Fig. 

22). 
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 Apesar da semelhança entre os perfis de resistência, esses resultados 

sugerem uma ligeira diferença de resistência do isolado IRP16, que mesmo na 

temperatura de 100°C, apresentou um título de, aproximadamente, 1 x 103,0  

TCID50/mL. Já o KV apresentou uma resistência um pouco menor às 

temperaturas de 90° e 100° nas quais nenhuma partícula viável foi recuperada. 
 

6.3.3. Teste de resistência a biocidas 
 

 Além do teste de resistência a temperatura, os isolados foram submetidos 

ao teste de resistência aos biocidas químicos, descrito no item 5.2.11. Para a 

realização desse ensaio foram escolhidos dois biocidas que são geralmente 

empregados na higienização de ambientes hospitalares e também de utensílios 

médicos reutilizáveis: o hipoclorito de sódio e o glutaraldeído. A concentração de 

3% também foi escolhida por essa ser a porcentagem de produto comumente 

utilizada na limpeza dessas áreas e utensílios. Do mesmo modo, o tempo de 1 

minuto também foi escolhido com base no menor tempo em que o biocida é 

geralmente deixado em ação sobre as superfícies.  

 Após a realização do teste, houve uma redução de 100% do número de 

partículas infectivas viáveis de todos os isolados e vírus testados. Dessa 

maneira, nenhum vírus apresentou resistência à ação do hipoclorito de sódio e 

do glutaraldeído a 3% (Fig. 23). 

 

 
Figura 23: Teste de resistência a biocidas químicos. 105 TCID50/mL de cada vírus (IRL6, 

IRP16, APMV e KV) foram submetidos à ação de biocidas químicos por 1 minuto e posterior 
titulação. IRL6: Isolamento Respiratório Leito 6; IRP16: Isolamento Respiratório Piso 16, KV: 

Kroon vírus, APMV: Acanthamoeba polyphaga mimivirus. 
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6.3.4. Expressão gênica 
 

 No item 6.3.1 foi demonstrado que os isolados virais apresentaram um 

perfil de multiplicação diferenciado, atingindo um título viral mais alto nas 

primeiras horas de infecção, acompanhado também da indução de efeito 

citopático mais precocemente quando comparado ao APMV. A fim de analisar 

se essa diferença no perfil de multiplicação poderia ser correlacionada com uma 

expressão gênica diferenciada, alguns genes envolvidos na tradução, os tRNAs 

e as aminoacil-tRNAs sintetases, foram analisados.  

 A expressão da Arginil tRNA sintetase, de aproximadante 80.000 vezes, 

se mostrou semelhante entre os isolados virais e o APMV, sendo que nenhuma 

diferença de expressão entre esses três virus foi significativa quando analisadas 

pelo teste t (p > 0,05). Em contrapartida, não houve expressão desse gene pelo 

KV (p < 0,0001), o que é corroborado por dados preliminares do nosso grupo de 

pesquisa, aonde resultados semelhantes foram observados, mas ainda não 

publicados (Fig. 24 A).  

 A expressão de Tirosinil tRNA sintetase, em contrapartida, foi bem 

diferente entre os vírus testados. KV, APMV e IRL6 apresentaram expressões 

semelhantes entre si, de aproximadamente 160 mil vezes. Já IRP16 apresentou 

uma expressão menor, de 110 mil vezes, sendo essa diferença significativa entre 

esse isolado e o APMV (p < 0,0151), KV (p < 0,0447) e IRL6 (p < 0,0130) (Fig. 

24 B). 

 Já a expressão de Triptofanil tRNA foi semelhante á observada para a 

Arginil tRNA sintetase. Os vírus IRL6, IRP16 e APMV apresentaram expressões 

semelhantes, em torno de 70.000 vezes (p > 0,05). Análises do genoma de KV 

também já foram desenvolvidas pelo nosso grupo de pesquisa, porém ainda não 

publicados, e demonstraram a ausência do gene da Triptofanil tRNA, e por esse 

motivo nenhuma expressão desse gene foi observada para esse vírus (p < 

0,0001) (Fig. 24 C).  

 O último gene analisado foi o Leucil tRNA. Diferenças de expressão, 

significativas pelo teste t foram verificadas entre KV e APMV (p < 0,0003); KV e 

IRL6 (p < 0,0219), e também entre IRP16 e IRL6 (p < 0,0198); e IRP16 e APMV 

(p < 0.0001). Enquanto KV e IRP16 apresentaram expressões de 
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aproximadamente 40.000 vezes, IRL6 e APMV exibiram expressões de 60.000 

vezes, ou seja, 20.000 a mais que os dois primeiros vírus (Fig. 24 D). 

 

  
Figura 24: Perfil de expressão de mRNA de Arginil tRNA sintetase, Tirosinil tRNA 
sintetase, Triptofanil tRNA e Leucil tRNA pelos isolados IRL6 e IRP16 e os vírus 
APMV e KV.  A. Quantificação de Arginil tRNA sintetase. B. Tirosinil tRNA sintetase. C. 
Triptofanil tRna. D. Leucil tRNA. As análises estatísticas foram feitas utilizando o programa 
GraphPad Prism. Os asteriscos indicam a presença de diferenças de expressão estatisticamente 
significativas (p<0.05). ns: não significativa, IRL6: Isolamento Respiratório Leito 6; IRP16: 
Isolamento Respiratório Piso 16, KV: Kroon vírus, APMV: Acanthamoeba polyphaga mimivirus. 

 
6.4. Caracterização estrutural 

 
6.4.1. Perfil protéico viral 

 
 Para avaliar o perfil das proteínas estruturais constituintes das partículas 

virais dos novos isolados, foi realizada a desnaturação protéica por temperatura, 

seguida de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). Os géis foram corados 

por comassie blue, que possibilitou a visualização de um maior número de 

bandas, ou por nitrato de prata, que evidenciou a presença de bandas mais bem 

definidas. Nesse ensaio também foram utilizados o APMV, por ser o vírus 
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protótipo, o KV, por ser um vírus morfologicamente distinto, apresentando uma 

camada protéica a mais no capsídeo viral, e o M4, por apresentar deleções de 

proteínas envolvidas na síntese das fibrilas. 

 Pela análise de ambos os géis foi possível observar uma grande 

similaridade entre o perfil de bandas apresentado pelos isolados IRL6, IRP16 e 

o APMV, indicando a presença de proteínas estruturais semelhantes entre esses 

vírus (Fig. 25). Há poucas referências bibliográficas sobre as proteínas 

estruturais presentes nos mimivírus, no entanto, Xiao et al (2009), Boyer et al, 

(2011) e Sobhy et al (2015) já identificaram algumas proteínas envolvidas na 

formação do capsídeo viral, como a L425, e na síntese de fibrilas, como a L725, 

R856, L829 e R135. A L425, principal proteína formadora do capsídeo, apresenta 

um peso molecular de, aproximadamente, 70 kDa, enquanto as proteínas 

envolvidas na síntese das fibrilas L725, R856, L829 e R135 apresentam pesos 

moleculares de 27, 40, 50 e 77 kDa, respectivamente.  

 A observação dos géis evidencia a presença de duas bandas fortes e bem 

definidas (Fig. 25). A primeira banda, com peso molecular de aproximadamente 

70 kDa provavelmente corresponde à proteína do capsídeo (L425), o que pode 

ser corroborado pela presença de uma outra banda, que somente é visualizada 

no KV e pode representar a camada protéica extra do capsídeo desse vírus (Fig. 

24 B). A segunda banda, de cerca de 27 kDa pode representar a proteína L725 

que é uma das principais proteínas envolvidas na síntese de fibrilas. Apesar do 

vírus M4 apresentar deleções de proteínas envolvidas na morfogênese das 

fibrilas, a proteína L725 ainda se encontra presente no genoma desse vírus 

podendo também ser visualizada nos géis. As demais proteínas não puderam 

ser identificadas nessa análise. 
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Figura 25: Comparação entre o perfil das proteínas estruturais dos isolados IRL6, 
IRP16 e dos vírus APMV, KV e M4 através de eletroforese em gel de poliacrilamida 
(PAGE). A. Gel corado por comassie blue, evidenciando um maior número de bandas. B. Gel 
corando por nitrato de prata, apresentando bandas mais bem definidas. È possível observar um 
perfil protéico semelhante entre os novos isolados e o APMV. Os retângulos vermelhos 
evidenciam a presença de proteínas provalmente envolvidas na formação do capsídeo viral, (~70 
kDa) e na síntese de fibrilas (~27 kDa). A seta azul indica a presença de uma banda que pode 
representar a camada protéica extra do capsídeo do KV. IRL6: Isolamento Respiratório Leito 6; 
IRP16: Isolamento Respiratório Piso 16, KV: Kroon vírus, APMV: Acanthamoeba polyphaga 
mimivirus. 
 

 
6.4.2. Microscopia eletrônica de transmissão e varredura 
 

 As características morfológicas dos novos vírus isolados foram 

observadas através de microscopia eletrônica de transmissão e varredura. Para 

tanto, amostras dos isolados foram preparadas conforme descrito nos itens 

5.2.16 e 5.2.17 e enviadas para o Centro de Microscopia da UFMG aonde foram 

observadas em microscópios eletrônicos.  
 A análise das imagens provenientes da microscopia eletrônica de 

transmissão demonstrou a presença de características morfológicas muito 

semelhantes entre os dois isolados virais e o vírus protótipo APMV. As partículas 

virais de IRL6 e IRP16 foram caracterizadas pela presença de um capsídeo viral 

recoberto por uma densa camada de fibrilas, e por uma simetria semi-

icosaédrica, sendo um dos vértices modificados pela presença do star-gate, que 

é uma estrutura típica dos mimivírus. Além disso, também foi possível observar 

diferentes etapas do ciclo de multiplicação desses isolados, que também parece 
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se multiplicar dentro de fábricas virais citoplasmáticas, de maneira análoga ao 

observado para o vírus protótipo (Fig. 26 e 27).  

 

 
Figura 26: Microscopia eletrônica de transmissão do isolado IRL6, destacando as 
estruturas morfológicas e as diferentes etapas do ciclo de multiplicação viral. A. 
Partículas de IRL6 apresentando capsídeo de simetria semi-icosaédrica, rodeado pela densa 
camada de fibrilas. B. Partícula viral após morfogênese. C. Star-gate se abrindo. D. Fábrica viral. 
É possível observar a morfogênese de novas partículas virais ocorrendo em sua periferia. E. 
Fase tardia do ciclo de multiplicação caracterizada pela presença de muitas partículas virais 
novas. F. Visão geral de uma ameba infectada por IRL6. Setas vermelhas: star-gate; setas 
verdes: fábriva viral; setas azuis: morfogênese viral. IRL6: Isolamento Respiratório Leito 6. 
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Figura 27: Microscopia eletrônica de transmissão do isolado IRP16, destacando 
as estruturas morfológicas e as diferentes etapas do ciclo de multiplicação viral. 
A. Partícula de IRP16 apresentando capsídeo de simetria semi-icosaédrica, rodeado pela densa 
camada de fibrilas. B. Partículas virais após morfogênese C. Star-gate. D e E. Fábricas virais. É 
possível observar a morfogênese de novas partículas virais ocorrendo em suas periferias. F. 
Visão geral de uma ameba infectada por IRP16. Setas vermelhas: star-gate; setas verdes: fábriva 
viral; setas azuis: morfogênese viral. IRP16: Isolamento Respiratório Piso 16. 
 
  

As imagens de microscopia de varredura complementaram a 

caracterização morfológica desses isolados virais, evidenciando ainda mais a 

presença da camada de fibrilas recobrindo as partículas virais. A visualização do 

star-gate também foi facilitada por esse tipo de microscopia, uma vez que essa 

é a única região da partícula viral que não é recoberta pelas fibrilas, sendo 

visualizada como uma depressão na partícula em formato de estrela (Fig. 28). 
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Figura 28: Microscopia eletrônica de varredura dos isolados IRL6 e IRP16, 
destacando a densa camada de fibrilas a o star-gate. A e B. Partículas de IRL16 
(círculos vermelhos) recobertas pela densa camada de fibrilas. C e D. Partículas de IRP16 
destacando a presença do star-gate (setas vermelhas) que são visualizados como depressões 
em formato de estrela. IRL6: Isolamento Respiratório Leito 6; IRP16: Isolamento Respiratório 
Piso 16. 
 
 

6.4.3. Morfometria 
 

 A análise morfométrica dos isolados foi feita de acordo com o item 5.2.18 

e, posteriormente, foi comparada às morfometrias dos vírus APMV e KV, que já 

haviam sido feitas previamente pelo nosso grupo de pesquisa.  

 Os resultados demonstraram novamente uma alta similaridade 

morfológica entre os isolados IRL6 e IRP16. As partículas de ambos os vírus 

apresentaram um capsídeo de aproximadamente 450nm, recoberto por uma 

densa camada de fibrilas de cerca de 150nm, fazendo com que o tamanho total 

das partículas virais seja de 750nm. Valores extremamente semelhantes 
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também foram relatados para o APMV, evidenciando uma morfometria quase 

idêntica entre os isolados e o vírus protótipo. No entanto, a morfometria do KV 

se mostrou um pouco diferente dos demais vírus. Essa diferença se deu pelo 

tamanho da camada de fibrilas desse vírus que tem aproximadamente 50nm a 

menos do que as camadas dos demais vírus. Sendo assim a partícula do KV 

apresentou cerca de 650nm de diâmetro, ou seja, 100 nm a menos do que as 

partículas do IRL6, IRP16 e APMV (Fig. 29)  
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Figura 29: Morfometria dos isolados virais e dos vírus APMV e KV. Aproximadamente 
20 partículas de cada vírus foram analisadas para levantamento dos tamanhos dos capsídeos, 
camada de fibrilas e diâmetro total da partícula. Os valores podem ser vistos separadamente 
para cada vírus. A. Morfometria do isolado IRL6. B. Morfometria do isolado IRP16. C. 
Morfometria do APMV. D. Morfometria do KV. E. Perfil de multiplicação comparativo dos quatro 
vírus analisados (IRL6, IRP16, APMV e KV). O diâmetro total das partículas virais de cada vírus 
também foi comparado. IRL6: Isolamento Respiratório Leito 6; IRP16: Isolamento Respiratório 
Piso 16, KV: Kroon vírus, APMV: Acanthamoeba polyphaga mimivirus. 
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7. DISCUSSÃO  
 

 Infecções do trato respiratório representam a segunda maior causa de 

morbidade e mortalidade em adultos e crianças no mundo inteiro. Essas 

infecções podem ser causadas por um amplo espectro de micro-organismos, 

sendo que a identificação do agente etiológico é de extrema importância para o 

tratamento clínico e também para o controle epidemiológico pelos órgãos 

responsáveis (ZUMLA et al, 2014).  

 A pneumonia é uma das principais infecções do trato respiratório inferior, 

sendo a causa dominante de morte em crianças abaixo de cinco anos em todo 

o mundo. Aproximadamente 450 milhões de casos dessa doença são 

registrados anualmente, sendo que cerca de 4 milhões evoluem para óbito. 

Dados revelam que cerca de 0,5% a 1% dos pacientes hospitalizados adquirem 

pneumonia nosocomial durante a internação, o que representa de 10% a 15% 

de todas as infecções hospitalares registradas. Além disso, pneumonia é 

considerada a principal causa de infecção nosocomial em UTIs. Entretanto, um 

dos principais problemas envolvendo essa manifestação clínica é a falta de 

dados e análises indicando seu agente etiológico. (LA SCOLA et al, 2005; 

BERGER et al, 2006) 

 Nos últimos anos tem crescido o número de estudos apontando os vírus 

como prováveis causadores de pneumonia comunitária e nosocomial. Desde a 

descoberta do APMV durante um surto de pneumonia, sem etiologia conhecida, 

em Bradford, na Inglaterra, esses vírus também têm sido apontados como 

potenciais causadores de pneumonia em seres humanos. No entanto, a real 

participação desses vírus na ocorrência dessa infecção respiratória ainda é 

controversa para muitos pesquisadores (LA SCOLA et al, 2005; BERGER et al, 

2006; VINCENT et al, 2010; SAADI et al, 2013a; LUYT et al, 2014; KUTIKHIN et 

al, 2014). 

 No presente trabalho, foram analisadas 242 amostras de poeira hospitalar 

coletadas em diversos ambientes do Hospital das Clínicas/UFMG nos anos de 

2012 e 2014 (Fig. 16). As análises de qPCR evidenciaram uma distribuição 

diferenciada de mimivírus pelo hospital, revelando um maior número de 

amostras positivas no isolamento respiratório (36,4%) do que em outros 

ambientes analisados. Essa maior positividade evidenciada pela qPCR, também 
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foi confirmada pelo isolamento viral de um maior número de vírus a partir das 

amostras provenientes do isolamento respiratório (29%) (Tabela 5). Não foi 

possível isolar nenhum vírus a partir do ICEX/UFMG, utilizado como ambiente 

controle nesse trabalho (Tabela 6), indicando que o fluxo de pessoas circulantes 

provavelmente não é o fator determinante para a maior ou menor presença 

desses vírus.  

 Levando em consideração que as instalações do isolamento respiratório 

são ambientes utilizados por pacientes com doenças respiratórias graves, e 

também que os mimivírus são considerados possíveis patógenos do trato 

respiratório e agentes causadores de pneumonia comunitária e nosocomial, o 

maior número de amostras positivas na qPCR e de vírus isolados neste ambiente 

pode indicar um fator de risco para a ocorrência desta doença e um perigo para 

a saúde dos pacientes hospitalizados. É importante destacar que há relatos de 

casos de pneumonia no HC-UFMG de etiologia desconhecida, e que poderiam 

estar relacionados com infecções causadas pelo mimivírus. 

 Um dos fatores que também poderia influenciar na distribuição desses 

vírus no HC/UFMG seria a periodicidade de limpeza dos diferentes ambientes. 

Segundo dados fornecidos pelo hospital (comunicação pessoal), as superfícies 

inanimadas de todos os ambientes são limpas com desinfetantes com freqüência 

similar, uma vez por turno, inviabilizando essa hipótese. No ano de 2014, 

entretanto, houve uma mudança na higienização realizada em leitos, macas e 

equipamentos de unidades críticas: o etanol 70% foi substituído pelo produto 

glucoprotamina (INCIDIN®), que é um biocida mais eficaz e menos tóxico. Esse 

dado poderia justificar porque as amostras coletadas no ano de 2014, 

apresentaram menor positividade, UTI 1/31 (3,2%), ou nenhuma positividade, no 

caso do bloco cirúrgico e área de transplantados, quando comparado às 

amostras coletadas no ano de 2012. 

 Além da limpeza do ambiente, é importante ressaltar que a limpeza de 

utensílios hospitalares, como tubos endotraqueais e dispositivos de ventilação 

mecânica, também é de extrema importância, uma vez que alguns trabalhos 

publicados já demonstraram a longa estabilidade dos mimivírus em alguns 

materiais, incluindo tubos plásticos de ventilação hospitalar, e outros já relataram 

a colonização desses objetos por amebas do gênero Acanthamoeba, que são 

hospedeiras desses vírus (BRADBURY et al, 2014; DORNAS et al, 2014).  
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 A fim de investigar de maneira mais detalhada os vírus isolados a partir 

do isolamento respiratório do HC/UFMG, nós utilizamos ensaios de 

caracterização molecular, biológica e estrutural desses vírus. A caracterização 

molecular revelou uma estreita relação entre os novos isolados virais e o grupo 

A do gênero Mimivirus (Fig. 19A). Esta relação estreita com o grupo A dos 

mimivírus também já foi observada em outros estudos sobre a diversidade de 

mimivírus brasileiros, apoiando a relação filogenética observada nesta análise. 

Além disso, a análise das sequências demonstrou a presença de poucos sítios 

polimórficos entre os isolados (Fig. 19B), evidenciando a alta similaridade desses 

com o APMV que foi o vírus inicialmente relacionado com a ocorrência de 

pneumonia em humanos (CAMPOS et al, 2014; DORNAS et al, 2014 e 

ANDRADE et al, 2015). 

 Para a caracterização biológica, foram escolhidos os isolados virais IRL6 

e IRP16. É importante ressaltar que a escolha desses dois isolados foi baseada, 

principalmente, no ambiente em que eles foram coletados, no caso o isolamento 

respiratório, que foi o principal alvo de estudo desse trabalho.  

 A análise da curva de multiplicação (Fig. 20) e da indução do efeito 

citopático (Fig. 21) demonstrou uma grande semelhança no perfil de 

multiplicação dos novos isolados virais entre si. Entretanto, a comparação 

desses novos isolados com outros vírus já caracterizados, como APMV e KV, 

demonstrou que IRL6 e IRP16 parecem se multiplicar mais rapidamente e induzir 

o aparecimento de efeito citopático mais precocemente. Esses dados são 

indicativos de prováveis diferenças biológicas existente nos novos isolados virais 

que interferem na taxa de multiplicação desses vírus. 

 A resistência a diferentes temperaturas também foi avaliada, 

evidenciando uma semelhança entre os vírus testados e demonstrando que a 

temperatura de 70°C é capaz de inativar mais de 50% das partículas virais dos 

isolados e dos vírus APMV e KV (Fig. 22). Dentre os vírus analisados, o isolado 

IRP16 foi o aparentemente mais resistente, uma vez que aproximadamente 103 

TCID50/ml partículas ainda permaneceram viáveis após aquecimento a 100°C. 

 O teste de resistência a biocidas demonstrou que o uso de hipoclorito de 

sódio e glutaraldeído, ambos na concentração de 3%, por 1 minuto, é capaz de 

inativar 100% das partículas virais de todos os vírus (Fig. 23). O hipoclorito de 

sódio é um biocida geralmente utilizado na desinfecção de pisos hospitalares, 
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sendo que seu mecanismo biocida está envolvido com seu alto potencial 

oxidativo. Já o glutaraldeído é um biocida, que provoca alterações no DNA, RNA 

e na síntese protéica de micro-organismos, amplamente utilizado na 

esterilização de utensílios como endoscópios, equipamentos de terapia 

respiratória e também diafragmas (ABREU et al, 2013). O fato dos novos 

isolados virais, assim como os demais mimivírus, serem susceptíveis a ação 

desses desinfetantes está de acordo com o exposto por Campos et al, 2012, e 

demonstram que esses dois biocidas químicos podem ser indicados na 

higienização de ambientes e utensílios hospitalares para eliminição desses 

micro-organismos. No entanto, é importante ressaltar que amebas do gênero 

Acanthamoeba podem servir como “abrigo” para os mimivírus, como 

demonstrado por Boratto et al (2014), aumentando a resistência desses vírus a 

biocidas químicos quando estes estão no interior dos seus hospedeiros.  

 A análise do gel de eletroforese em poliacrilamida revelou o mesmo 

padrão de bandas protéicas entre os isolados e o APMV, indicando a presença 

das mesmas proteínas estruturais entre esses vírus (Fig 24). A fim de 

complementar esses dados, também foram feitas microscopias eletrônicas de 

transmissão e varredura dos novos isolados que evidenciaram a presença de 

características típicas de mimivírus, como capsídeo semi-icosaédrico, camada 

de fibrilas, star-gate e multiplicação no interior de fábricas virais citoplasmáticas 

(Fig. 27 a 28) (XIAO et al, 2009, XIAO e ROSSMANN, 2011; ABRAHÃO et al, 

2014). A análise morfométrica também revelou que as partículas desses novos 

isolados apresentam um diâmetro de aproximadamente 750nm, sendo que 

450nm correspondem ao capsídeo e 150 nm á densa camada de fibrilas. 

 De uma maneira geral, a caracterização biológica, molecular e estrutural 

dos novos isolados demonstrou uma grande similaridade entre esses vírus e o 

protótipo APMV. No entanto diferenças na curva de multiplicação foram 

observadas sugerindo a existência de alguma diferença biológica. Diante disso, 

nós também avaliamos a expressão gênica de alguns genes envolvidos na 

tradução, os tRNAs e as tRNAs sintetases, para averiguar uma possível 

correlação entre diferenças de expressão desses genes e perfil de multiplicação.  

A análise dos quatro genes revelou uma diferença de expressão entre os vírus, 

no entanto não foi possível estabelecer uma correlação direta entre essas 

diferenças e o perfil da curva de multiplicação. Mesmo não estabelecendo essa 
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correlação, as informações obtidas são importantes para a própria 

caracterização dos isolados, revelando diversidade biológica entre os isolados. 

Foi possível observar que o isolado IRP16 apresentou uma menor expressão 

dos genes Tirosinil tRNA sintetase e Leucil tRNA, quando comparado ao IRL6 e 

também ao APMV. Apesar dessa menor expressão, esse isolado apresentou 

uma taxa de multiplicação semelhante ao IRL6 e superior ao APMV, 

demonstrando que a multiplicação não foi prejudicada pela menor expressão.  

 Apesar do papel dos mimivírus como agentes etiológicos de pneumonia 

ainda ser controverso, nossos resultados demonstram correlações interessantes 

que reforçam a necessidade de controle da presença desses vírus no ambiente 

hospitalar. Além disso, é importante ressaltar que o controle de amebas também 

se faz necessário, uma vez que esses protozoários, além de já terem sido 

isolados de ambientes hospitalares, podem servir de abrigo para os mimivírus e 

também formar biofilme sobre uma gama de materiais hospitalares, servindo 

como “cavalos de Tróia” para a disseminação desses vírus (SILVA E ROSA, 

2003; THOMAS et al, 2006; CARLESSO et al, 2007; COSTA et al, 2010; 

RAOULT e BOYER, 2010; LASJERDI et al, 2011; HASSAN et al, 2012; 

BORATTO et al, 2013, OVRUTSKY et al, 2013; LA SCOLA, 2014; PAGNIER et 

al, 2015).  
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8. CONCLUSÕES 
 

ü Neste trabalho foi possível detectar e isolar novos vírus gigantes em 

diferentes ambientes do HC/UFMG. 

 

ü Foi observado a presença de um número significativamente maior de 

amostras positivas no isolamento respiratório (36,4%) do que em 

outros ambientes hospitalares analisados. 

 

ü 24 isolados virais foram obtidos, pelo ensaio de ágar PAS, a partir das 

amostras coletadas no HC/UFMG. Sendo que a maioria desses 

isolados (29%) também foram obtidos a partir do isolamento 

respiratório. 

 
ü Não foi possível isolar nenhum mimivírus a partir das amostras 

coletadas no ICEX/UFMG. 

 
ü Análises moleculares demonstraram uma estreita relação entre os 

novos isolados virais e o grupo A do gênero Mimivirus. A análise das 

sequências demonstrou a presença de poucos sítios polimórficos 

entre os isolados virais.  

 
ü As análises estruturais dos isolados evidenciaram a presença de 

partículas virais de aproximadamente 750nm de diâmetro, composta 

por proteínas estruturais semelhantes às observadas em APMV. As 

microscopias eletrônicas de transmissão e varredura demonstraram a 

presença de estruturas e características típicas de mimivírus. 

 
ü A caracterização biológica dos novos isolados demonstrou uma 

grande similaridade entre esses vírus e o protótipo APMV. No entanto 

algumas diferenças na curva de multiplicação e na expressão de 

genes envolvidos na tradução foram observadas sugerindo a 

existência de diferenças biológicas nos novos isolados virais. 
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ü Nossos resultados demonstram correlações interessantes que 

reforçam a necessidade de controle da presença desses vírus no 

ambiente hospitalar. 
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10.    ANEXOS 
 
10.1. Anexo I 

 
Quantidades em gramas e volumes de cada reagente necessário para o preparo 

de 1000mL de meio PYG. 

 

10.2. Anexo II 
 

Protocolo de preparo das soluções utilizadas para a microscopia eletrônica de 

transmissão:  

 

Solução Fixadora  

- Glutaraldeído 25% --------------------------- 6mL  

- Tampão fosfato 0,2M ------------------------ 30mL  

- Água deionizada (q.s.p. 60 mL) ------------- 24mL  

Volume final da solução: 60mL  

 

 Componentes Quantidade 

1 Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4 . 7H2O) 0,98 g 

2 Cloreto de cálcio (CaCl2)* 0,06 g 

3 Glicose (C6H12O6) 9,0 g 

4 Sulfato de ferro amoniacal hexahidratado (Fe(NH4)2(SO4) . 6H2O) 0,02 g 

5 Fosfato dibásico de sódio heptahidratado (Na2HPO4 . 7H2O)** 0,40 g 

6 Fosfato monobásico de potássio (KH2PO4) 0,34 g 

7 Citrato de sódio dihidratado (C6H5Na3O7 . 2H2O) 1,00 g 

8 Protease peptona (Extrato bactopeptona) 20,0 g 

9 Extrato de levedura 2,0 g 

10 Soro bovino fetal 7% 70 mL 

11 Penicilina 200 U/mL 1 tubo 

12 Gentamicina 50 mcg/mL 1 tubo 

13 Anfotericina B 2,5 mcg/mL 1 tubo 

14 Água destilada q.s.p 1000 mL 
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Solução A: Fosfato de sódio monobásico 0,2M  

- NaH2PO4.7H2O --------------------------------- 5,37g  

- Água deionizada -------------------------------- 100mL  

 

Solução B: Fosfato de sódio dibásico 0,2M  

- NaH2PO4.7H2O ---------------------------- 5,37g  

- Água deionizada -------------------------- 100mL  

 

Solução A+B: tampão fosfato 0,2M, pH 7,4  

- Solução A ------------------------------- 19mL  

- Solução B ------------------------------- 81mL  

Volume final da solução: 100mL 
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Sup. figure: (A) Schematic representation of the HC showing the locations and the number of samples 

analyzed in this work. Samples that were positive for helicase gene by real time PCR are highlighted in red. 

(B) Viral isolation tests using a high-throughput adapted method.10 To each plate, 15x106 Acanthamoeba 

castellanii amoebae were added. After amoebal sedimentation, the plates were divided into 14 fields, 1,5 

cm distant from one another, and 10 µl of samples were added to each field. As negative control, 10 µl of 

PBS was used. After 4 days at 32 °C, each field was observed for identification of cytophatic effect and the 

cells were photographed under an inverted optical microscope. Halo formation induced by some 

representative samples collected from respiratory-isolation facilities. (C) Amplification plot and melt curve 

showing some positive and negative samples for helicase gene by real-time assay. 
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