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Resumo

A sindrome respiratéria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) responsavel pela
doenca COVID-19, surgiu em dezembro de 2019 em Wuhan, na China, e rapidamente se
espalhou globalmente, sendo considerada uma pandemia, pela OMS a 11 de margo de
2020.

Além de o virus ser detetavel pela nasofaringe pode ser também detetado nas fezes
de pacientes sintomaticos e assintomaticos. Esses resultados clinicos indicam que se
tornou evidente que as aguas residuais humanas podem conter o virus SARS-CoV-2.

A epidemiologia com base em aguas residuais € uma abordagem promissora para
entender a prevaléncia de virus uma vez que, as aguas residuais contém virus excretados
de individuos sintoméaticos e assintomaticos. Este método epidemioldgico é especialmente
atil para o alerta precoce de surtos de doencas. Este estudo tem como foco a
implementacdo de uma metodologia para concentracédo e detecdo do virus SARS-CoV-2

em amostras de aguas residuais por meio da RT-PCR em tempo real.
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Abstract

“Implementation of the methodology for the detection of the SARS-CoV-2 virus in

wastewater samples, by RT-PCR in Real Time”

The severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) responsible
for the disease COVID-19, emerged in December 2019 in Wuhan, China, and quickly
spread globally, being considered a pandemic, by the WHO on March 11, 2019. 2020

In addition, to the virus being detectable by the nasopharynx, it can also be detected
in the feces of symptomatic and asymptomatic patients. These clinical results indicate that

it has become evident that human wastewater may contain the SARS-CoV-2 virus.

Wastewater-based epidemiology is a promising approach to understanding virus
prevalence as wastewater contains viruses excreted from symptomatic and asymptomatic
individuals. This epidemiological method is especially useful for early warning of disease
outbreaks. This study focuses on the implementation of a methodology for concentration

and detection of the SARS-CoV-2 virus in wastewater samples using real-time RT-PCR.
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A.Introducao

1. Problematica

O RNA do SARS-CoV-2 foi detetado nas fezes de pacientes, ndo apenas sintomaticos,
como também assintométicos.
Estas Observacdes clinicas sugerem que as aguas residuais municipais das

comunidades afetadas podem conter o virus.

2. Objetivos de Estudo

O objetivo principal deste estudo é a pesquisa do virus SARS-CoV-2 em amostras de
aguas residuais colhidas na Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais de Evora e
Odemira (ETAR) (particularmente na entrada e saida, antes e apds o tratamento) e nos
hospitais, nomeadamente no Hospital do Espirito Santo em Evora, com o auxilio e
implementacdo da metodologia de Filtracdo de Fluxo Tangencial (Tangencial Flow
Filtration) (TFF) e Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction in Real Time (RT-

PCR em tempo real) para concentracao e detecdo do virus.

Evora 2022 | Pagina 16
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B.Fundamentos Tebricos

1. Qual a origem das Pandemias?

Uma pandemia, apesar de ndo se poder definir concretamente s6 assim se pode
designar quando uma determinada doenca infeciosa ndo se mantém apenas numa
determinada regido, mas sim, quando esta se expande a diversas regides (paises e

continentes, Kelly et al,. 2011).

A transmissdo sustentada da doenca € caracterizada pela transmissao individuo a
individuo mesmo ambos néo estando presentes em paises contaminados (Figura 1). Esta
pode ser feita por via aérea ou por outra via diferente pelos individuos que sabendo ou
nao que sdo portadores acabam por assegurar o percurso da mesma, os designados
pacientes assintomaticos (s6 apoés testagem é que saberdo se possuem a doenca e néo

manifestam sintoma nenhum) (Rasanathan and Evans, 2020).

Evora 2022 | Pagina 17



Q\Z‘RSI/—)K

Z,
o e (e

UN
@0 y

ENOT

2. COVID-19

A COVID-19 é uma doenca que adquiriu esta designacdo uma vez que é causada por
um virus, mais concretamente, o virus SARS-CoV-2, da familia dos Coronaviridae
(Coronavirus).

Os primeiros casos desta variante foram verificados no inicio de Dezembro de 2019 na
cidade de Wuhan, provincia de Hubei, china.

Apos a descoberta dos primeiros casos, em Janeiro de 2020, foi decretada quarentena
na cidade de Wuhan, no entanto a doenca viral ndo se manteve apenas pela China tendo-
se alastrado por diversos paises, onde a 11 de Marco de 2020, a COVID-19 foi declarada
como uma pandemia global e a sexta emergéncia de saude publica pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) tendo em consideracdo que ja se verificavam mais de 100 mil
casos da doenca registados em mais de 100 paises e cerca de 4500 mortes (Rahimi,
Mirzazadeh and Tavakolpour, 2021).

Diversos estudos baseados das andlises genéticas do SARS-CoV-2 e posterior
comparacao com a geneética de outros coronavirus referem que este apenas apresenta
uma unica diferenca.

E uma infecdo viral com elevada transmissibilidade, designada como branda, no
entanto, pode desencadear pneumonia, insuficiéncia respiratoria e/ou morte (Jiehao et al.,
2020).

A fonte de infecdo é ainda desconhecida, no entanto, estima-se que é oriunda de

animais, particularmente morcegos (Figura 2).
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Figura 1. Provavel Origem do virus SARS-CoV-2 adaptado de Shereen et al., 2020).

2.1. SARS-CoV-2

2.1.1. Origem e Infecéao

O Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2),
vulgarmente conhecido como causador da doenca COVID-19, é um virus da cadeia
simples de RNA positiva ((+)ssRNA), contendo um genoma linear, caracteristico da
maioria dos virus mais abundantes do planeta.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estipula-se que o reservatorio
natural que deu origem a este virus sejam 0s morcegos e ou pangolins, embora existam
muitas diferengas entre os virus encontrados em morcegos e 0s virus que surgiram em
humanos, uma vez que estes sugerem que foram infetados por um hospedeiro intermédio
(Andersen et al., 2020).

A sequéncia genética deste virus possui um indice de semelhanga, com valores a
rondar os 79,6%, relativamente a do coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave

(SARS-CoV). O SARS-CoV-2 é um virus que ataca o trato respiratério, com espectro
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clinico que varia desde assintomatico a sindrome do desconforto agudo (Rahimi,
Mirzazadeh and Tavakolpour, 2021).

Desde a descoberta deste virus os investigadores sempre se debateram com a sua
possivel origem, ao qual se especulava ser de origem laboratorial, no entanto, os dados
genéticos nao suportam essa hipétese e mostram que o0 SARS-CoV-2 ndo derivou de um
“‘backbone” de um virus previamente conhecido. (Andersen et al.,, 2020). Segundo
Andersen (2020) podera haver duas hipéteses: selecdo natural de um animal hospedeiro
antes da transferéncia zoondtica ou selecdo natural em humanos apds a transferéncia

zoondatica.
2.1.2. Familia Coronaviridae

Esta familia de virus é conhecida por causar doencgas no ser humano, em que a infecéao
normalmente é semelhante a uma sindrome gripal, no entanto, também se pode
apresentar como uma doencga mais grave designada por pneumonia.

E conhecida desde os anos 60, estando a sua designacdo associada a forma que
apresentam quando observados por microscopia eletronica.

Existe uma grande diversidade de coronavirus especialmente no reino animal, como
por exemplo, o virus designado como BCoV, causador da doenc¢a do complexo respiratério
bovino. Y

Os coronavirus sao virus de RNA encapsulados (camada lipidica que reveste o virus
guando este sai da célula que acabou de invadir) de elevada importancia médica e
veterinaria. A nivel molecular, empregam uma variedade de estratégias incomuns para
realizar um programa complexo de expressao genética. A replicacdo deste virus envolve
a mudanca do quadro do ribossoma durante a traducdo do genoma, a sintese de varias
espécies de RNA gendmico e a montagem de virides descendentes por uma via Unica

entre virus de RNA encapsulados (Masters, 2006).
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De acordo com as conclusdes do Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV), o0 SARS-CoV-2 pertence ao subgénero Sarbecovirus, a linha do tipo B do beta-
coronavirus, a subfamilia Orthocoronavirinae, a familia Coronaviridae (que também inclui
a subfamilia Letovirinae), e a ordem Nidovirales (Wu et al., 2008; Zhao et al., 2010;
Chatterjee, 2020; Gorbalenya et al., 2020; Lu and Shi, 2020). A familia Coronaviridae €
dividida em 4 tipos: alfa-coronavirus, beta-coronavirus, gama-coronavirus e delta-
coronavirus. Outros representantes do género beta-coronavirus além do SARS-CoV-2
incluem SARS-CoV-1, MERS, HKU-1, HKU-4, HKU-5, HKU-9, OC43, BetaCov-1 e
MurineCov. Juntamente com outros seis virus: MERS, SARS-CoV-1, 229E, HKU-1, NL63
e OC43, o SARS-CoV-2 pertence ao grupo de coronavirus (CoVs) patogénicos para
humanos (dos quais dois pertencem a alfa-coronavirus e cinco para beta-coronavirus)
(Chatterjee, 2020; Gorbalenya et al., 2020; Gussow et al., 2020; Lu and Shi, 2020).

QL2
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Membrane glycoprotein (M)
.‘*E-O RNA

i i -
Sulkelglyeopnetaini(S) :} ) '-\7 Envelope protein (E)

Realm: Riboviria

v

Order: Nidovirales

Suborder: Cornidovirineae

\]

Family: Coronaviridae

v

Subfamily: Orthocoronavirinae

|
\ v v v

Genus: Alp naviru onavirus G iru. Deli: onavirus
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| Lineage B: SARS-CoV
Lineage A: HCoV-NL63 Lineage B: SARS-CoV-2
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Figura 2. Representacdo esquemética da taxonomia de Coronaviridae. BuCoV-HKU11, coronavirus HKU11; HCoV,
coronavirus humano; MERS-CoV, coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio; SARS-CoV, coronavirus da
sindrome respiratéria aguda grave; SARS-CoV-2, sindrome respiratéria aguda grave coronavirus-2. (Tang, Comish
and Kang, 2020)
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2.1.3. Genética e Morfologia

Compreender a genética do SARS-CoV-2 pode abrir novos caminhos/estudos para o
desenvolvimento de terapias direcionadas de maior eficacia e mais seguras, bem como,
novas geracoes de vacinas para este virus com elevada capacidade de mutac¢des (Rahimi,
Mirzazadeh and Tavakolpour, 2021).

A andlise de genomas e a sua comparag¢do com genomas de coronavirus previamente
conhecidos indicam que 0 SARS-CoV-2 apresenta caracteristicas Unicas que o distinguem
de outros coronavirus, tais como, a afinidade ideal para o recetor da enzima conversora
da angiotensina 2 (ACE2) e um local de clivagem polibasico no pico S1/S2, juncédo que
determina a infecciosidade e gama de hospedeiros (Andersen et al., 2020). (Figura 4B)

O SARS-CoV-2 é altamente semelhante ao coronavirus do tipo SARS de morcego (Wu
et al., 2008), e este, como ja mencionado anteriormente pode ser o hospedeiro do
reservatorio.

O virus RaGT13, do subgénero Sarbecovirus, é cerca de 96% idéntico ao SARS-CoV-
2. Possui algumas diferencas no dominio de ligacéo do recetor (RBD — Receptor Biding
Domain) da Proteina S (ou proteina Spike), que depende da vitamina K, que atua como
cofator para a clivagem mediado pela Proteina C Reativa dos fatores Va e Vllla. Estas
diferencas podem explicar as desigualdades na afinidade de ACE2 entre SARS-CoV-2 e
coronavirus semelhantes ao SARS.

O local de clivagem polibasico do SARS-CoV-2 nédo esta presente no beta-coronavirus
do morcego, que compartilha semelhancas com o0 SARS-CoV-2, além disso, a sequéncia
de RBD da proteina S sugere que ela ascendeu de um processo evolutivo natural
(Andersen et al., 2020).

As estimativas do ancestral comum mais recente do SARS-CoV-2 datam a epidemia
entre o final de novembro de 2019 e o inicio de dezembro de 2019, o que é compativel

com os primeiros casos relatados (Huang et al., 2020a).
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Assim, houve transmissdo humana despercebida apds o evento zoonotico e antes da
aquisicdo do sitio de clivagem da furina polibasica (Andersen et al., 2020).

Semelhante a outros virus de RNA, a diversidade genética no SARS-CoV-2 é
fundamental para sua aptiddo, sobrevivéncia e provavelmente sua patogénese. Num
estudo realizado sobre a origem do SARS-CoV-2, foi demonstrado que mutacdes
aleatorias e recombinacédo sdo duas fontes principais de diversidade genética neste virus
(Domingo, 2010; Rehman et al., 2020). A esse respeito, nove padrdes recombinantes
putativos foram identificados no genoma do SARS-CoV-2, incluindo seis regides criticas
de recombinagédo no gene S e uma em cada RdRp (RNA-dependent RNA-polymerase),
nspl3 (Proteina ndo-estrutural 13) e ORF3a (Open Reading Frame) (Rehman et al., 2020).
Além disso, os resultados das andlises gendémicas sugerem que o motivo de ligacdo ao
recetor no SARS-CoV-2 pode surgir da ocorréncia de uma recombinacao entre as estirpes
de coronavirus encontradas no morcego e no RaTG13 (Flores-Alanis et al., 2020; Wong
et al., 2020). De acordo com dados extraidos do banco de dados publico da Global
Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID) em setembro de 2020, o virus SARS-
CoV-2 tem uma taxa de mutagdo de cerca de 8 x 10~* nucleotideos/genoma por ano (Shu
and McCauley, 2017), ainda que essa taxa seja elevada para um virus de RNA (Holmes
et al., 2016; Domingo-Calap et al., 2018; Jia et al., 2021). A analise de 220 sequéncias
genomicas do banco de dados GISAID revelou que o numero e a ocorréncia de mutagdes
s&o significativamente maiores na Europa e América do Norte em comparacdo com a Asia
indicando provavelmente diferentes padrbes de mutacdo (Pachetti et al., 2020). A
distribuicdo dos padrdes de mutacdo do SARS-CoV-2 mostra uma diferenca de tempo,
geografia e idade (Chen et al., 2020). No entanto, de acordo com um estudo recente sobre
mutacdes do SARS-CoV-2 nos Estados Unidos, amostras de genoma isoladas de
pacientes mulheres mostraram uma taxa de mutagcdo mais alta em comparagcdo com
aquelas isoladas de homens. Da mesma forma, um padrdo dominado por mulheres foi
observado na mutacdo 27964°C>T (S24L) na proteina ORF8 (R. Wang et al., 2020).
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Considerando o papel da mutagdo como um dos mais importantes mecanismos de
evolucdo em virus de RNA (Zhao et al., 2004), varios estudos foram realizados até agora
para detectar variagcdes genomicas do SARS-CoV-2, o que resultou na descoberta de
diversas variacdes genéticas de diferentes tipos, incluindo missense, sinénima, insercao,
eliminacdo e muta¢des nao codificantes (Wang et al., 2020; Chan et al., 2020; Chen et al.,
2020; Koyama, Platt and Parida, 2020; Mercatelli and Giorgi, 2020; Soratto et al., 2020;
Yin, 2020). Alegadamente, mutagbes missense e sinénimas foram o tipo mais frequente
de mutacdes ao longo do genoma do SARS-CoV-2 (Laamarti et al., 2020; Chen et al.,
2020).

Desde que foi detetado pela primeira vez, 0 SARS-CoV-2 j4 possui mais de 1800
mutagdes genéticas.

Para a OMS, as maiores preocupacgfes que continuam a surgir perante a continua
emergéncia destas novas variagbes incidem essencialmente sobre a sua
transmissibilidade, a capacidade de reinfecédo, a severidade da doenca e a eficacia das
vacinas.

Em Portugal, foi efetuado pelo Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, I.P.
(INSA) um estudo de monitorizacdo da disseminacdo do novo Coronavirus SARS-CoV-2,
através da analise do genoma deste virus pandémico. A sequéncia completa do genoma
€ identificada essencialmente com recurso a tecnologias de sequenciacdo e analise

bioinforméatica. (Borges et al., 2018).
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Figura 3. Apresentacdo esquematica da estrutura e organizagdo do genoma do SARS-CoV-2 com base na sequéncia
de referéncia (EPI_ISL_412026). (A) O virido é coberto pelas proteinas spike (S), assim como as proteinas de membrana
(M) e envelope (E) séo colocadas entre as proteinas S no envelope do virus. O RNA genémico é cercado por proteinas
nucleocapsidicas fosforiladas (N) dentro de bicamadas fosfolipidicas. (B) O genoma do SARS-CoV-2 (29.903
nucleotideos) compreende o 5' UTR, ORFla/b codificando 16 nsps para replicagdo, quatro genes que codificam
proteinas estruturais, incluindo proteinas S, E, M e N, seis genes acessorios que codificam seis proteinas acessorias
como ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8 e ORF10, bem como a 3' UTR. A localiza¢&o das dezassete mutacdes e
comutacdes de alta frequéncia relatadas na literatura sdo mostradas no genoma por linhas verticais vermelhas e circulos
com cores semelhantes, respetivamente. Abreviaturas: SARS-CoV-2, sindrome respiratdria aguda grave coronavirus
2; 5' UTR, regido 5' ndo traduzida; OFR, quadro de leitura aberto; nsp, proteina nédo estrutural (Rahimi, Mirzazadeh and
Tavakolpour, 2021).
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kb) de todas as familias de virus de RNA. Cada transcrito viral tem uma estrutura 5'-cap e
uma cauda 3' poli (A) (Lai and Stohlman, 1981). Os diametros de um Unico virido variam
de 50-200 nm (Chatterjee, 2020) uma vez que na maioria das vezes, 0 virido do SARS-
CoV-2 possui uma forma esférica, mas também ocorrem formas pleomérficas e ovais. O
envelope viral € constituido por trés proteinas: a proteina S-spike que forma os peplémeros
e confere ao virus uma forma caracteristica de coroa, a proteina da membrana M e a
proteina do envelope E, que conferem a estrutura do anel (Lu and Shi, 2020; Chen et al.,
2020). Existe também uma outra proteina, a proteina N-nucleocapsideo, uma
fosfoproteina, que é um componente estrutural do nucleocapsideo (Chatterjee, 2020; Lu
and Shi, 2020; Navratil et al., 2020; Wu and McGoogan, 2020; Wu et al., 2020). (Figura
4A)

A proteina S pertence as glicoproteinas de fus&o do grupo |. E caracterizada por uma
estrutura homotrimérica com uma Unica conformagéo superior e duas inferiores (Figura
4A) (Luan et al., 2020; Ou et al., 2020; Walls et al., 2020; Yan et al., 2020). A identidade
da sequéncia de aminoacidos da proteina S entre SARS-CoV-1 e SARS-CoV-2 é de cerca
de 75,5% (Zheng and Song, 2020). A espicula € composta por duas subunidades: a N'-
terminal S1 e a C'-terminal S2, responsaveis pela associacdo com a célula hospedeira e
endocitose do virido, respetivamente. Entre eles estd uma regido de 4 aminoacidos,
envolvida na clivagem da proteina furina durante a biossintese, que distingue o SARS-
CoV-2 do SARS-CoV-1 (Gussow et al., 2020; Harcourt et al., 2020; Liu et al., 2020; Shang
etal., 2020; Walls et al., 2020). A subunidade S1 contém um recetor de ligacdo ao dominio
de 200 aminoacidos (RBD) conhecido como dominio CTD-C-terminal (Q. Wang et al.,
2020). As subunidades S1 e S2 do SARS-CoV-2 tém aproximadamente 64% e 90% de
semelhanca com as subunidades analogas do SARS-CoV-1, respetivamente (Ou et al.,
2020; Walls et al., 2020; Grudlewska-Buda et al., 2021; Tian and Tao, 2021).
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2.1.4. Transmissibilidade

Muitos casos iniciais de COVID-19 estavam ligados ao Mercado grossista de frutos do
mar de Wuhan sugerindo que o SARS-CoV-2 teria sido transmitido de de animais para
humanos, no entanto, o papel do mercado na propagacéo do virus ndo esta plenamente
“‘explicado” (Li et al., 2020).

Apos o dia 1 de Janeiro, numa analise mais detalhada dos casos foi possivel verificar
gue menos de 10% dos pacientes infetados tinham estado presentes no mercado e que
mais de 70% néao tinham “sofrido” essa exposicao (Li et al., 2020).

Acredita-se que, sendo este virus um agente infecioso, a transmissédo de individuo
para individuo seja principalmente efetuada por contactos proximos (isto €, através do
contacto com objetos/superficies anteriormente contaminados) mas, maioritariamente por
aerossois e goticulas de secrecdes respiratorias (Harapan et al., 2020). Os “fomites” (mais
especificamente, superficies de retencdo de agentes infeciosos) podem ser uma grande
fonte de transmissédo, por conseguinte, esta transmissdo ocorre de uma forma mais
limitado tendo em conta que estes microrganismos sado sensiveis a humidade, ndo sendo
viaveis no meio ambiente por longos periodos de tempo, nhomeadamente, o0 SARS-CoV
persiste nas superficies até 96h (Kramer, Schwebke and Kampf, 2006) e outros
coronavirus persiste até 9 dias (Kampf et al., 2020). Contudo, o tempo de permanéncia
ativo do virus nas superficies também depende da composicdo da mesma (plastico, aco,

cartdo, madeira, entre outras (Figura 5).!
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Figura 4. Meios de Transmisséo do virus Sars-CoV-2 (adaptado de Folheto do Gabinete do Primeiro Ministro e do
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E controverso dizer se ha ou ndo transmiss&o assintomatica do virus. Um estudo inicial
publicado em 30 de Janeiro (Rothe et al., 2020) relatou transmissdo assintomatica, mas
mais tarde os investigadores verificaram que n&o tinham analisado diretamente o paciente,
gue de fato, mostrava sintomas antes da transmissédo do virus (Kupferschmidt, 2020).
Outro estudo mais recente publicado em 21 de Fevereiro (Bai et al., 2020) também
pretendia estudar a transmissédo assintomatica do virus, mas qualquer estudo deste tipo
pode ser limitado por erros nos sintomas auto-reportados ou por contato com outros casos

e “fomites” (Harapan et al., 2020).

Os resultados sobre as caracteristicas da doenca mudam rapidamente e estao
sucessivamente sujeitos a tendéncia de sele¢do. Um estudo indicou que o periodo médio
de incubacao foi de 5,2 dias (intervalo de confianga de 95% [IC95%)]: 4,1-7,0) (Li et al.,
2020). Geralmente, as verificagbes de teste positivo/negativo dependem de uma janela de
14 dias (World Health Organization, 2020).
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2.1.5. Sinais e Sintomas

7
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Figura 5. Sinais e Sintomas de Infecao pelo virus Sars-CoV-2 (ilustragéo: annarodriguezdesign, Infoescola).

As manifestacdes clinicas da infe¢cdo por SARS-CoV-2 tém semelhancas com o
SARS-CoV, onde os sintomas mais comuns incluem ageusia (perda do sentido do gosto)
e anésmia (perda do olfato), febre, tosse seca, dispneia, dor no peito, fadiga e mialgia
(Wang et al., 2020; Huang et al., 2020b; Zhu et al., 2020)[7,30,47]. Existem também
sintomas menos comuns, tais como, dor de cabeca, tontura, dor abdominal, diarreia,
nauseas e vomitos (Wang et al., 2020; Huang et al., 2020b) (Figura 6). Com base no relato
dos primeiros 425 casos confirmados em Wuhan, os sintomas mais comuns incluem febre,
tosse seca, mialgia e fadiga, sendo menos comuns a producao de escarro, dor de cabeca,
hemoptise, dor abdominal e diarreia (Li et al., 2020). Aproximadamente 75% dos pacientes
tinham pneumonia bilateral (N. Chen et al., 2020). A diferenca entre as infe¢ées por SARS-
CoV e MERS-CoV, baseiam-se que num reduzido nimero de pacientes com COVID-19
estes apresentaram sinais e sintomas proeminentes do trato respiratdrio superior, como
rinorreia, espirros ou dor de garganta, sugerindo que o virus pode ter maior preferéncia
por infetar o trato respiratério inferior (Huang et al., 2020a).
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Existem complicacdes mais graves, como hipoxemia, Sindrome de Angustia
Respiratéria Aguda (SARA), arritmia. Um estudo com 99 pacientes descobriu que
aproximadamente 17% dos pacientes desenvolveram SARA e, entre eles, 11% morreram
de faléncia multipla de o6rgdos (Chen et al., 2020) e a duragdo média dos primeiros
sintomas a SARA foi de 8 dias (Wang et al., 2020).

Também sao possiveis verificar sinais e sintomas num individuo apos este ter
estado infetado, normalmente designado como “Long or Post-COVID”. Estes podem ser
mais gerais tais como, fadiga e cansaco no regresso ao dia-a-dia, alguma febre e também
algum sintoma ainda possivel aquando de um esfor¢co fisico e/ou mental. Apés um
individuo ter estado recentemente infetado pode ainda durante alguns dias continuar a

proferir alguns dos sintomas que sofreu (CDC, 2022).

2.1.6. Como é efetuado o diagndstico laboratorial?

Um dos focos principais para o tratamento e controlo da COVID-19 é o diagndstico
laboratorial rapido e precoce baseados em testes moleculares e serolégicos. Os testes
moleculares sdo a base para a confirmagdo do virus, por sua vez, os testes seroldgicos
estdo amplamente disponiveis e desempenham um papel importante na compreensao da
epidemiologia do virus bem como na identificacdo de populagcbes com maior risco de
infecdo. Existem também os testes “point-of-care” (vulgarmente designados como testes
rapidos) tendo estes como principais caracteristicas o facto de apresentarem um resultado

rapido, facil portabilidade e um baixo custo (Robert and Arkadiusz, 2020).

Os tipos de amostras que se utilizam para o diagndstico sdo nasofaringeas (saliva
e muco nasal — testes moleculares), urina e sangue (teste serolégico) e amostras de fezes
(Wang et al., 2020).
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Foram efetuados estudos para controlar a propagacdo da COVID-19, tais como,
instituir medidas de quarentena e isolamento e gerir clinicamente e adequadamente 0s
pacientes que exigem ferramentas Uteis de triagem e diagndstico. Enquanto o SARS-CoV-
2 se continua a propagar, outras infecfes respiratorias podem ser mais comuns na
comunidade. A OMS divulgou uma diretriz sobre vigilancia de casos de COVID-19 a 31 de
janeiro de 2020 (World Health Organization, 2020). Para uma pessoa que apresenta certos
critérios, a OMS recomenda a primeira triagem para causas mais comuns de doencas
respiratérias, dada a estacao do ano e o local de residéncia. Se um resultado negativo for
encontrado, a amostra deve ser enviada para o laboratério de referéncia para detecao de
SARS-CoV-2.

O numero de casos pode variar de acordo com o pais e evoluirdo ao longo do tempo
a medida que as circunstancias epidemioldgicas mudam. Na China, um caso confirmado
a partir de 15 de janeiro de 2020 exigiu uma ligacdo epidemiolégica com Wuhan de 2
semanas e caracteristicas clinicas como febre, pneumonia e baixa contagem de glébulos
brancos. A 18 de janeiro de 2020, o critério epidemioldgico foi expandido para incluir
contato com qualquer individuo que tenha estado em Wuhan nas ultimas 2 semanas
(Chinese Center for Disease Control and Prevention, 2022). Posteriormente, o nimero de

casos confirmamos refutaram o relacionamento epidemiolégico.

Para pacientes que atendem aos critérios diagnodsticos para o teste de SARS-CoV-
2, 0 CDC (Centers for Disease Control and Prevention) recomenda a colheita de amostras
do trato respiratorio superior (zaragatoa nasofaringeo e orofaringeo) e, se possivel, do
trato respiratério inferior (saliva, secrecao traqueal ou lavado broncoalveolar). Em cada
pais, os testes sao realizados pelos laboratérios designados pelo governo (Harapan et al.,
2020).
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2.1.7. Vacinacéo

Agquando do inicio da pandemia existiam diversos antivirais (por exemplo
remdesivir) e medicamentos anti-inflamatorios (por exemplo, tocilizumab) que mostraram

resultados aceitaveis para a eliminacdo do virus bem como a melhoria dos pacientes. (Xu
et al., 2020; Grein, et al., 2020; Nili et al., 2020.

Existem diversos estudos efetuados de vacinas para o combate ao virus SARS-
CoV-2, no entanto, estas ndo possuem a capacidade de eliminar o virus, mas sim
amenizar e imunizar, e diminuir os efeitos e a transmissibilidade do mesmo nos individuos.

As vacinas mais conhecidas até ao momento e as mais aplicadas na vacinacdo em

massa até ao momento sdo (Figura 7):

e Pfizer, da BioNTech;
e Janssen, da Jonhson & Jonhson;
e Moderna;

e AstraZeneca/Oxford.
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Figura 6.
Vacinas na Unido Europeia
Ja validadas pela Pfizer/ AstraZeneca/
Agéncia Europeia /BioNTech /Oxford
do Medicamento (EUA/Alemanha) (Reino Unido e Suécia)
I Protegédo %’ﬁ % %
I Tecnologia
I Refrigeragéo 2 doses H 2 doses
intervalo: po.smi doses) 5 Intervalo:
21 dias 8-12 semanas
B 62% (1.2 dose) B 76% (1.2 dose)
92,6% (1. dose) 82,4% (2. dose)
I mRNA* I adenovirus*™
I 2°C e 8°C (5 dias) I 2°Ce8°C
Moderna Johnson & Johnson/
(EUA) /Janssen (EUA)
2 doses 1 dose
Intervalo:
28 dias
*material genético do virus, B 92,1% (1.% dose) B 85%
tecnokogle inovedora 94,1% (2.° dose) B adenovirus™
**usa como suporte B mRNA* Il 12°Ce8°C
:nm:;;lvn;s e Il 2°CegC *Feita pela Janssen Pharmaceuticals
da Johnson & Johnson na Bélgica
FONTE: BMJ, FINANCIAL TIMES, HEALTHLINE, GRAPHIC NEWS INFOGRAFIA JN

Figura 7. Vacinas para prevencao da propagacao do SARS-CoV-2 e suas caracteristicas

Das vacinas anteriormente referidas todas conferem alta imunidade nos individuos
para com 0 virus, no entanto, a que apresenta uma eficacia mais elevada e mais
prolongada é a vacina da Pfizer, uma vez que apresenta um valor de imunidade a rondar
0s 69% em periodos superiores a 150 dias. J4 existem mais dosagens a ser administradas
bem como outras novas vacinas a ser também administradas, no entanto, as 4 vacinas
referidas continuam sendo as mais utilizadas por maioria dos laboratérios de vacinacao e

hospitais em Portugal.
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2.2. Biologia Molecular na Detecé&o de Virus

Os virus patogénicos sao virus que podem infetar e se replicar dentro das células
humanas e causar doencas. A sua continua emergéncia e reemergéncia de virus
patogénicos tornou-se uma grande ameaca a saude publica.

Sempre que surgem virus patogeénicos, a sua rapida detecdo € fundamental para
permitir a implementacédo de medidas especificas de controlo e a limitacdo da propagacao
do virus. Uma caracterizacdo molecular adicional para entender melhor esses virus é
necessaria para o desenvolvimento de testes diagndsticos e contramedidas (Artika,
Wiyatno and Ma'roef, 2020).

Os avancos nas técnicas de biologia molecular revolucionaram os procedimentos de
detecao e caracterizacao de virus patogénicos. O desenvolvimento de técnicas baseadas
em PCR, juntamente com a tecnologia de sequenciacdo de DNA, forneceram métodos
altamente sensiveis e especificos para determinar a circulagcéo do virus.

Virus potencialmente patogénicos com consequéncias catastréficas globais podem
surgir em regides onde a capacidade de detecdo e caracterizacdo € limitada sendo o
desenvolvimento de uma capacidade local para identificar rapidamente novos virus
fundamental. Os principios de boas préaticas de laboratério para manipulacdo de virus

patogénicos também sao discutidos (Artika, Wiyatno and Ma’roef, 2020).

2.2.1. Quais as suas vantagens?

A detecdo rapida e precisa de virus emergentes € essencial para uma resposta
rapida, atendimento clinico otimizado e para limitar a propagacdo desses Vvirus.
Idealmente, um teste de diagndstico necessita de ser rapido, barato, preciso e aplicavel
em ambientes remotos (Powers and Waterman, 2017; Chertow, 2018).

No passado, o diagndéstico de virus patogénicos era baseado no isolamento do

virus e na serologia, no entanto, esses métodos tém algumas vantagens e desvantagens.
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Apresenta como vantagens uma alta sensibilidade e especificidade na investigacdo do
alvo de interesse, ou seja, gera resultados mais precisos, permitindo também uma maior
reprodutibilidade dos ensaios, contando com protocolos praticos e kits de facil utilizacéo
e, por fim, apresenta uma elevada performance, uma vez que, para além de reduzir o
tempo de analise e libertacdo de resultados € mais rapida que as técnicas Gold Standard
(RT-PCR, eletroforese, entre outros) . Como desvantagens sao evidenciadas o facto de o
isolamento do virus ser dispendioso e trabalhoso, os testes seroldgicos carecem da
sensibilidade e especificidade necessarias para a detecéo de virus em nivel baixo (Artika,
Wiyatno and Ma'roef, 2020).

Avancos nos métodos moleculares revolucionaram a detecéo e caracterizacao de
virus emergentes, sendo estes métodos empregados em estudos de biologia molecular e
outras disciplinas das ciéncias biolégicas que lidam com manipulacéo e analise de acidos
nucleicos e proteinas. Atualmente, os métodos moleculares encontram ampla aplicacéo
no diagnostico e pesquisa de virus patogénicos. Um dos métodos moleculares
amplamente utilizados na detecdo e identificacdo de virus patogénicos € a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) (Artika, Wiyatno and Ma’roef, 2020).
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3. Aguas Residuais

As aguas residuais podem ter varias definicdes. Assim, aguas residuais sédo definidas
como uma combinacdo de um ou mais de:

» efluente doméstico constituido por aguas negras (excrementos, urina e lamas fecais)
e aguas cinzentas (aguas residuais de cozinha e balnearios);

» 4gua de estabelecimentos e instituicbes comerciais, incluindo hospitais;

« efluentes industriais, aguas pluviais e outros escoamentos urbanos;

« efluentes agricolas, horticolas e aquicolas, dissolvidos ou em suspensao (Corcoran
et al. 2010).

Embora, usando esta definicdo, o termo “aguas residuais” claramente englobe
componentes domeésticos, comerciais, industriais, agricolas e também lodo fecal, estes
sd0 as vezes cobertos separadamente para esclarecer ou destacar a importancia dos

componentes individuais ou fluxos de aguas residuais (A UN-Water Analytical Brief, 2017).

O RNA do SARS-CoV-2 é frequentemente detetado na urina e nas fezes de individuos

infetados.

Existem dois tipos de amostra de vigilancia de aguas residuais:

o Aguas residuais ndo tratadas: As aguas residuais no tratadas incluem residuos
de uso doméstico ou de construcao (por exemplo, sanitarios, chuveiros, pias), que
contém residuos fecais humanos, bem como residuos de fontes ndo domeésticas
(por exemplo, agua da chuva, uso industrial). As aguas residuais nao tratadas
podem ser amostradas a partir do afluente da estacdo de tratamento de aguas
residuais (antes do tratamento primario) ou a montante na rede de recolha de aguas
residuais. As alteragcdes nas concentractes de RNA do SARS-CoV-2 em amostras

de aguas residuais coletadas de afluentes da estacdo de tratamento de aguas
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residuais demonstraram se correlacionar com as tendéncias nos casos relatados.
Na maioria dos casos, aguas residuais néo tratadas provavelmente exigirdo
concentracao antes da extracdo de RNA. O numero de infecdes necessarias para
detetar o virus em aguas residuais sem concentracao é dificil de determinar porque
depende tanto do limite de detecdo do método quanto da quantidade de virus nas

fezes, para os quais existem poucos dados (CDC, 2022).

o Lamas primarias: compreendem sélidos suspensos que se depositam nas aguas
residuais durante o primeiro processo de remocao de solidos (“sedimentacao”) em
uma estacdo de tratamento de aguas residuais. A lama primaria é distinta do lodo
secundario, que passou por um tratamento inicial que pode remover o RNA do
SARS-CoV-2. As alteragcdes nas concentracoes de RNA do SARS-CoV-2 em
amostras primarias de lama demonstraram se correlacionar com as tendéncias nos
casos relatados. Uma vantagem das amostras primarias de lama em comparacao
com as aguas residuais nao tratadas € que o SARS-CoV-2 se concentra na lama,
0 que reduz o volume de amostra necessario para detetar o virus e pode eliminar a
necessidade de concentrar a amostra antes da quantificacdo. No entanto, a
extensdo da concentragdo de RNA do SARS-CoV-2 na lama ndo est4d bem
caracterizada. Amostras de lodo também podem apresentar desafios que devem
ser avaliados para cada estagdo de tratamento de aguas residuais, como produtos
guimicos adicionados na estacdo de tratamento, concentragcdes aumentadas de
compostos que podem interferir nos métodos laboratoriais ou a adi¢cao de fluxos de

residuos reciclados de outras partes da estacao de tratamento (CDC, 2022).
3.1. ETAR’S

As Estacbes de Tratamento de Aguas Residuais (ETARS) é onde ocorre toda a

transformacao das aguas “sujas” (Figura 8).
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Figura 7. Exemplo de uma Estag&o de Tratamento de Aguas residuais (ETAR)

3.2. Efluentes Hospitalares

As aguas residuais hospitalares contém uma variedade de substancias toxicas ou
persistentes, como produtos farmacéuticos, radiois6topo, solventes e desinfetantes para
fins médicos numa ampla gama de concentracdes devido a atividades laboratoriais e de
pesquisa ou excrecdo de medicamentos principalmente da parte dos pacientes (Verlicchi
et al., 2010).

A maioria desses compostos pertence aos designados como contaminantes
emergentes. Muitas vezes poluentes ndo regulamentados que podem ser candidatos a
regulamentacao futura dependendo de pesquisas sobre seus potenciais efeitos a salude e
monitoramento de sua ocorréncia. A sua principal caracteristica € que nao precisam
persistir no meio ambiente para causar efeitos negativos uma vez que as suas altas taxas
de transformacéo/remocao podem ser compensadas por sua introducéo continua no meio
ambiente (Verlicchi et al., 2010).

Alguns desses compostos, a maioria farmacéuticos e produtos de cuidado pessoal,
também podem estar presentes em efluentes urbanos e as suas concentracdes nos

efluentes podem variar de ng L™ a ug L™.
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3.3. Componentes Presentes

As aguas residuais caracterizadas por meio de um conjunto de parametros,
nomeadamente, fisicos, quimicos e biologicos. Dentro dos parametros fisicos podemos
verificar a cor, o odor, sélidos e a temperatura, ao contrario do que, por sua vez, nos
biolégicos encontramos essencialmente microorganismos (e.g., bactérias). Indo ao
encontro dos produtos quimicos presentes nestas aguas, 0S mais comuns Sao 0S
poluentes prioritarios (nomeadamente organicos, tais como, hidrocarbonetos, gorduras
animais, Oleo, pesticidas, fenol, proteinas, etc.), inorganicos e gases (tais como, sulfato de

hidrogénio, metano e oxigénio e hidrogénio (H20)) (A UN-Water Analytical Brief, 2017).

3.4. Comparacao entre metodologias de dete¢cdo do SARS-CoV-2 nas

aguas residuais

Para este subcapitulo foram recolhidos alguns estudos efectuados para a possivel

comparacao entre eles e entre nossa metodologia:

o Caso de Estudo n°l:

Métodos descritos anteriormente para avaliar a persisténcia e desinfe¢do do virus
Ebola nas aguas residuais esterilizadas e em superficies foram adotados para SARS-CoV-
2 (Fischer et al., 2015; Bibby et al., 2017).

A 5 de agosto de 2019, aproximadamente 1 L de efluente primario ndo tratado foi
recolhido de uma estacdo municipal de tratamento de aguas residuais no norte de Indiana,
Estados Unidos, que recebe em média de 11 milhdes de litros por dia (MGD).
Imediatamente apos a colheita, a amostra foi armazenada durante a noite a -80 °C e a 6
de agosto de 2019, enviada para os Laboratérios Rocky Mountain (RML) durante a noite
sempre em congelacdo e foi entdo novamente armazenada a -80 °C no respetivo
laboratério (RML) até que a experiéncia fosse iniciada (Bivins et al., 2020).

Segundo o estudo efetuado por Corman et al., (2020) que prop6és este estudo, para
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determinar a estabilidade do sinal de RNA SARS-CoV-2 em aguas residuais, as amostras
foram analisadas por RT-gPCR. As amostras foram inativadas primeiramente usando o
procedimento operacional padrdo (SOP) para transferir amostras do laboratério de
seguranca biologica nivel 4 (BSL4) e transferir para 0 BSL2. O RNA foi extraido usando
um QIlAamp 96 Virus QIAcube HT Kit com um sistema de vacuo QIAvac 96 (Qiagen)
seguindo as instrucdes do fabricante. O ensaio RT-gPCR usado tem como alvo o gene E
do SARS-CoV-2. Resumidamente, o RNA extraido foi medido usando reagentes
QuantiFast Probe RT-PCR + ROX Vial Kit (Qiagen) em um termociclador em tempo real
Rotor-Gene Q (Qiagen). As condi¢gOes da reacao foram as seguintes: transcricao reversa
por 10 minutos a 50°C, desnaturacéo e ativacdo por 5 minutos a 95°C e reacdo em duas
etapas de 10 s a 95°C e 30 s a 60°C por 40 ciclos. O conjunto primer/sonda usado para o

ensaio do gene E € o mesmo usado no ensaio de Berlim (Bivins et al., 2020).

o Caso de Estudo n°2:

De acordo com (Haramoto, Yamada and Nishida, 2011; Haramoto et al., 2012) com
pequenas modificagbes conforme descrito anteriormente (Malla et al., 2019), a
concentracao de virus e extracdo de RNA foram realizadas usando dois métodos.

No primeiro método, as amostras de agua (adguas residuais e aguas de rio) (V =
200 mL) foram concentradas utilizando o método de vortex de membrana eletronegativo
(EMV) e, posteriormente, filtradas através de uma membrana mista de éster de celulose
(tamanho do poro, 0,8 um; didmetro, 90 mm; Merck Millipore, Billerica, MA, EUA).
Subsequentemente, 10 mL de um tampéo de eluicdo contendo 0,2 g/L de difosfato de
sédio deca-hidratado (NasP207 10H20), 0,3 g/L de sal trissédico de acido
etilenodiaminotetracético tri-hidratado (Ci0H13N20sNas 3H20) e 0,1 mL/L de Tween 80
(polioxietileno (20) sorbitanomonooleato) foram adicionados num tubo plastico de 50 mL
contendo a membrana (Haramoto et al., 2020).

A etapa de eluicdo foi realizada por uma agitacdo por vortex do tubo contendo a
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membrana e uma barra de agitacdo em forma de esfera. Este procedimento foi repetido
adicionando 5 mL do tampao de eluicado para obter um volume final de, aproximadamente,
15ml. Posteriormente, seguiu-se uma etapa de centrifugacao a 2.000G, durante 10 min, a
uma temperatura de 4° C para obter o sobrenadante. Uma unidade de filtro de membrana
descartavel (tamanho do poro, 0,45 pym; didmetro, 25 mm; Advantec, Téquio, Japao) foi
usada para a filtracdo do sobrenadante e, o filtrado foi subsequentemente concentrado
usando um dispositivo de ultrafiltragdo Centriprep YM-50 (Merck Millipore) para obter um
concentrado de virus. Cerca de 140 pL do concentrado de virus foram para extragao de
RNA viral com um Mini Kit de RNA Viral QlAamp (Qiagen, Hilden, Alemanha) em uma
plataforma automatizada QIAcube (Qiagen) para obter um extrato de RNA de,
aproximadamente, 60 pL.

No segundo método, foi utilizado um método de extracdo de RNA direto por
adsorcdo, as amostras de agua com 25 mM de MgCl. foram filtradas através de uma
membrana mista de éster de celulose (tamanho do poro, 0,8 um; didmetro, 90 mm; Merck
Millipore). O RNA foi extraido diretamente de 1/4 da membrana que foi inserida num tubo
de esferas PowerWater de 5 mL de um Kit RNeasy PowerWater (Qiagen). Por fim, 50 uL
de extrato de RNA foi obtido de acordo com as instrucdes do fabricante (Haramoto et al.,
2020).

Um kit de transcricdo reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) foi utilizado para obter um cDNA de 60 pL de um RNA viral de 30
ML para ambos os métodos, seguindo o protocolo do fabricante.

Conforme recomendado anteriormente (Haramoto et al., 2018), o colifago MS2
(controlo interno deste estudo) (ATCC 15597-B1) foi adicionado a amostra antes da

extracdo do RNA como controle do processo molecular.

o Caso de Estudo n°3;

Doze amostras de esgoto bruto foram coletadas entre 3 de fevereiro e 2 de abril de
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2020 de trés ETAR'’s, localizadas em Milado (duas ETAR'’S distintas, informadas como A e
B) e em Roma (uma ETAR recebendo duas condutas diferentes, C1 e C2, de diferentes
bairros da cidade), respectivamente (La Rosa et al., 2020).

A amostragem foi efetuada de forma composta, onde durante 24 horas, foram
recolhidas amostras do afluente das ETAR’s, imediatamente armazenadas a -20°C e
enviadas em congelacéo para o Instituto Nacional de Saude para analise.

Antes da detecdo da concentracdo viral, as amostras foram submetidas a um
tratamento de 30 minutos a 56°C para aumentar a seguranca do protocolo analitico para
os colaboradores do laboratdrio e para o ambiente. Apdés o tratamento térmico, as
amostras foram processadas numa camara de seguranca biologica de classe Il e foram
aplicadas as normas de boas praticas laboratoriais (produtos para higiene das maos e
equipamentos de protecdo individual (EPI's), como luvas, aventais, protecdo facial e
ocular).

A concentragcdo da amostra ocorreu por meio de separacdo em duas fases (método
PEG-dextrano), conforme detalhado no protocolo das Diretrizes para Vigilancia Ambiental
do Poliovirus da OMS de 2003 (Organizacdo Mundial da Saude, 2003a), com
modificacdes para adaptar o protocolo aos virus envelopados.

Resumindo, a amostra de efluente (250 ml) foi centrifugada para granular os sélidos
do efluente, retendo o granulado para processamento posterior. A agua residual clarificada
foi misturada com dextrano e polietilenoglicol (PEG), e a mistura ficou em repouso durante
a noite, a uma temperatura de 4°C, num funil de separacao. A camada inferior e a interface
foram recolhidas gota a gota e este concentrado foi adicionado ao sedimento da
centrifugacgéo inicial. O tratamento com cloroférmio que o protocolo da OMS prevé nesta
fase foi omitido para preservar a integridade dos virus envelopados objeto deste estudo
(La Rosa et al., 2020).

A extracdo do RNA viral foi efetuada através do sistema de extragdo

semiautomatizado NucliSENS miniMAG com silica magnética e realizada de acordo com
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as instrucdes do fabricante (bioMerieux, Marcy I'Etoile, Franca) porém, com pequehas
modificacdes. A fase de lise foi prolongada para 20 min, uma rapida centrifugagéo (2000
G, 1 min) foi usada para sedimentar o RNA e, posteriormente, esferas magnéticas de silica
foram adicionadas ao sobrenadante limpo. Antes dos testes moleculares, os acidos
nucleicos extraidos foram ainda purificados de potenciais inibidores de PCR usando o
OneStep PCR Inhibitor Removal Kit (Zymo Research, CA, EUA).

Na auséncia de um método padronizado para deteccdo de SARS-CoV-2 em amostras
ambientais, os RNA’s foram testados quanto a presenca de SARS-CoV-2 usando trés
diferentes conjuntos de primers e sondas de RT-PCR aninhados(localizagdo muito

préxima) e um ensaio de gPCR em tempo real (La Rosa et al., 2020).
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4.1. Enquadramento, objetivos e solugéo proposta

O Projeto ARCO tem como objetivo proporcionar a regido do Alentejo
infraestruturas, recursos e capacidade analitica que possam proporcionar uma resposta
tangivel ao seguimento e controlo da pandemia COVID-19. Irdo se desenvolver varias

atividades que terdo como objetivo contribuir para uma melhor compreenséo da pandemia.

Um dos desafios deste projeto € investigar a presencga do virus SARS-CoV-2 nas
estacBes de tratamento de aguas residuais, de uma populacdo com surtos, podendo

assim, monitorizar cidades onde nunca tenha sido detetado um surto.

Tem como principais objetivos:

I. Implementar e validar o sistema de detecdo do SARS-CoV-2 nas estacdes de
aguas residuais (ETAR’s) e efluentes de hospitais adjacentes, com o fim de criar
um sistema de alerta antecipado e de vigilancia;

II. Pretende-se também provar a eficiéncia das ETAR’s, no que diz respeito ao
tratamento de efluentes, mediante diversas amostragens, na entrada e saida das
mesmas e, também, nos mesmo locais dos efluentes hospitalares;

lll.  Em caso de falha no tratamento das ETAR’s, pretende-se analisar a perigosidade
dos efluentes das ETAR’s que “sdo derramados” para os ambientes naturais e a
possivel contaminacdo dos corpos de agua a jusante e, comprometer 0s objetivos

ambientais da Diretiva Quadro de Agua (DQA).

(' projeto arco .
™) Universidade de Evora

Figura 8. Logotipo do Projeto ARCO
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5. Epidemiologia da Pandemia
5.1. Recolha de Amostras

Na componente mais teodrica deste estudo foi efetuada uma
observacdo/acompanhamento continuo de dados epidemiologicos da regio de Evora,
bem como a nivel do Alentejo no geral e nacional. Esta recolha foi efetuada
nomeadamente desde o dia 1 de Janeiro de 2021 até a fase de alivio da pandemia,
uma vez que foi entre o dia 1 de Janeiro de 2021 até cerca do dia 30 de junho de 2021
onde se deu um dos picos mais criticos da pandemia, bem como, os minimos da
mesma.

Para a regido do Alentejo a observacéao incidiu-se apenas nos casos confirmados
até ao final de cada dia e no nimero de 6bitos que se registou nesse mesmo dia. A
nivel nacional ja foi efetuada um acompanhamento um pouco mais
abrangente/alargado, em que foram observados os dados do nimero de contactos em
vigilancia, casos confirmados, casos recuperados, casos ativos e 0bitos.

Para a regidio de Evora, tal como a nivel nacional, foi efetuada um
acompanhamento a nivel do nUmero de casos recuperados, totais, ativos e 6bitos, no
entanto, através das informacdes facultadas foi possivel registar mais facilmente o
namero de novos casos a cada dia.

O acompanhamento da evolucdo/regressao da pandemia foi possivel com recurso
a plataforma online WorldoMeter, bem como através o link do SNS-COVID-19 e
informacdes partilhavas pelas camaras municipais das respetivas regides de analise,

posteriormente referidas (https://www.worldometers.info/coronavirus/).

Na componente mais pratica, foi efetuada uma recolha de amostras de aguas
residuais na ETAR de Evora e Odemira e, entrada e saida, ndo tratada e tratada,

respetivamente e no Hospital do Espirito Santo de Evora.
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Em primeiro lugar, € importante referir que os processamentos e andlises das
amostras recolhidas tem de ser efetuados no mesmo dia, uma vez que, a amostra de
agua pode perder algumas das suas propriedades (RNA viral pode ser danificado).

Apoés rececdo das amostras no laboratério € efetuada uma Filtracdo de Fluxo
Tangencial, que efetua uma filtracdo de tal forma eficaz que no concentrado final
encontram-se possivelmente presentes todos 0s componentes que se querem
analisar, neste caso, o virus Sars-CoV-2.

ApOs esse passo, prossegue-se a extracado de RNA total para a detecdo do SARS-
CoV-2 nas &aguas residuais, em que se utiliza um Kit especifico, nomeadamente o
E.Z.N.A.® Total RNA kit Il (R6934), da OMEGA.

Por fim, ap0s a extracdo do RNA total segue-se a analise RT-PCR, onde, por fim,
com recurso ao primeiro especifico para 0 SARS-CoV-2, o gene RdRp, é possivel

verificar a existéncia ou inexisténcia do virus.

5.3. Analise de Dados

Como referido anteriormente foi feita uma recolha de dados epidemiolégicos de
forma a obtermos uma relacdo com os resultados do projeto a desenvolver com a

evolucao/regressdo da pandemia com o decorrer do tempo.
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Através da visualizacdo e analise detalhada dos graficos/diagramas a seguir
apresentados, é possivel observar a linha de tendéncia crescente, e no de barras os

diversos picos da pandemia (Figura 10 e 11).

Daily New Cases

el cases Data as of 0:00 GMT+0

8 am

e

® Daily Cases

Figura 9. Gréfico e diagrama com nimero de novos casos diarios em Portugal.
(https://www.worldometers.info/coronavirus/country/portugal/)

uuuuuu

Daily Deaths
De

Total Deaths Data a
(Linear Scale)

® Daily Deaths (]

Figura 10. Gréfico e diagrama com nimero de mortes diarios em Portugal.
(https://www.worldometers.info/coronavirus/country/portugal/)
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C.Metodologia

1. Amostragem e Condic¢des de Filtrag&o

A amostragem foi efetuada nos dias 5 de Abril de 2022 na regido de Evora e 19 de
Abril de 2022 na regido de Odemira (ndo representada na figura uma vez que esta é
meramente para compreensdo do estudo).

As amostras foram recolhidas e transportadas, a 4°C, para o Laboratério da Agua da
Universidade de Evora onde foram processadas. Antes das amostras serem submetidas
ao processo de Filtracao por Fluxo Tangencial (TFF), uma parte da amostra foi submetida
a uma pre-filtragdo a vacuo, através de uma membrana com poro cerca de 1 um, com o
objetivo de reter as particulas de maior dimensdo em suspensao. Outra parte da amostra
foi filtrada diretamente no sistema TFF sem pré-filtracdo. Varios volumes de amostra foram
filtrados em ambas as condi¢cdes acima referidas de modo a verificar se o volume filtrado

teria alguma influéncia no resultado final (Figura 12 e 13).

Estagdo de Tratamento de Aguas Residuais (Evora)

B

Condigoes

Filtracdo
Sem Pré-

Pré-Filtragdo
¢ Filtragdo

Volume Filtrado
25 mL
50 mL
100 mL
200 mL

Figura 11. Condig8es testadas antes das Filtragdo por Fluxo Tangencial.

Evora 2022 | Pagina 48



‘\\’-,RSI/
» <

7

U,
Sl

2. Filtracao de Fluxo Tangencial

A Filtracdo de Fluxo Tangencial € um método rapido e eficiente para a concentracao

ou remocao de biomoléculas. Pode ser usado em uma ampla gama de aplicacfes, entre

as quais:

Concentracéo e dessalinizacdo de proteinas, péptidos ou acidos nucleicos (DNA,

RNA, oligonucleétidos);

Recuperar anticorpos ou proteinas recombinantes de meio de cultura celular;
Processar enzimas e moléculas sensiveis a metais;

Separar (fracionar) as biomoléculas grandes das pequenas;

Recuperar ou remover virus de solugoes;

Preparar as amostras antes da cromatografia em coluna;

Concentrar as amostras apos a filtracdo em gel;

Substituir os aplicativos de dialise.

Este sistema utiliza uma membrana especifica, a capsula Minimate™ (TFF) para

realizar a concentracdo em solucdes de biomoléculas. As membranas sédo envoltas em

um involucro de polipropileno com conetores Luer nas portas de alimentacgao, retido e

filtrado para facil conexdo a uma bomba e acessorios (PALL, Life Sciences, Care and Use
Procedures, PN 88227, Minimate™ TFF Capsule).
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Entre6e 8 mL
filtrado

Figura 12. Esquema de volumes utilizados neste trabalho e volume final filtrado obtido, entre 6 e 8 mL.

3. Extracio de Acidos Nucleicos (RNA)

A metodologia de Extracdo de RNA total foi efetuada recorrendo ao kit E.Z.N.A.® Total
RNA kit Il seguindo as indicacdes do fabricante (Figura 14).
Realizada em andlises laboratoriais de RNA, a extracdo e purificacdo dos acidos
nucleicos é um processo dividido em quatro etapas principais:
v Lise das membranas que contém lipidos;
v’ Purificacdo do RNA;
v' Trabalho de precipitacdo do RNA;
v Finalizacdo com a re-hidratacdo do RNA.
No primeiro passo do procedimento é efetuado um rompimento total das células. E
neste passo de lise que se adiciona o RNA-IPC (controlo interno da reagéo), sendo esta
uma sequéncia de RNA néo especifica que controla se a reacdo de PCR ocorre sem

produtos de inibi¢ao.
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E.Z.N.A.° Total RNA Kit Il

Cloroférmio e adicionar etanol

| = ©':)"\©M

v Homogeneizar ‘v Centrifugar Centrifugar

¢ S
\ 200 pL de amostra Adicionar Transferir a fase aquosa Lavar 3X

Transferir para la

=
coluna HiBind®

y

RNA-Solv* Reagent RNA
and Lyse

+ 1uL RNA-IPC Secar

Eluir en 70 pL com

Nucealse-free H,0 p

Amostra de A @ @
RNA total \N— = e
Centrifugar Centrifugar

Figura 13. Esquema do procedimento de Extracdo de RNA total seguindo as instru¢ées do fabricante do kit E.Z.N.A.®,
Omega

4. Reacao em Cadeia de Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) com

Transcriptase Reversa

A PCR é um processo enzimético in vitro usado para amplificar uma Unica ou algumas
cépias de DNA em vérias ordens de magnitude, resultando em milhares a milhées de
copias de um fragmento de DNA especifico. E uma técnica poderosa que se tornou uma
das técnicas mais utilizadas em biologia molecular por ser rapida, barata e simples (Joshi
e Deshpande, 2011). Os ingredientes necessérios para o ensaio de PCR incluem DNA
modelo, primers, nucleotideos e polimerase de DNA termoestavel. A DNA polimerase é a
principal enzima responséavel pela ligacdo de nucleotideos individuais para formar o
produto de PCR. Os nucleotideos constituem quatro bases, adenina (A), timina (T),
citosina (C) e guanina (G) que atuam como os blocos de construgéo usados pela DNA
polimerase para sintetizar o produto da PCR. O primer € um pequeno pedaco de DNA de
fita simples (geralmente cerca de 18 a 22 bases) com uma sequéncia definida
complementar ao DNA alvo que deve ser detetado e amplificado. Varios fatores precisam
ser considerados no projeto de primers. O tamanho dos primers é otimizado para ser longo

o suficiente para especificidade adequada e curto o suficiente para que o primer se ligue
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facilmente ao modelo na temperatura de hibridizacdo. Durante o processo de PCR, o0s
primers funcionam como pontos de partida para a sintese de DNA. Eles sao necessarios
porque as DNA polimerases s6 podem adicionar novos nucleotideos a uma fita de DNA
existente. O emparelhamento de primers na reagao (primers diretos e reversos) especifica
o fragmento de DNA exato a ser amplificado (Garibyan e Avashia, 2013).

Um bom design de primer e condi¢cdes de PCR otimizadas sdo essenciais para uma
reacado bem-sucedida. Por exemplo, em um estudo para caracterizar a influenza humana
A(H3N2) circulando na Indonésia, para obter a sequéncia de codificacdo completa do gene
HA e NA do virus, conjuntos de primers especificos tiveram que ser desenvolvidos e
testados usando amostras do virus H3N2 (Agustiningsih et al., 2016, (Artika, Wiyatno and
Ma’roef, 2020).

A metodologia de RT-PCR apresentada neste trabalho foi usando o kit ViroReal® Kit
SARS-CoV-2 Multiplex, Ingenetix. Este kit permite detetar 3 genes: o gene N, que amplifica
0 gene responsavel pela proteina do Nucleosideo que envolve a cadeia de RNA do SARS-
CoV-2; 0 gene RdRp responsavel pela producao da proteina viral (proteina S); e por altimo
0 gene RNA-IPC que se trata de RNA nao especifico que serve como controlo interno da

reacdo de RT-PCR, tal como mencionado anteriormente (Figura 15).
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‘Multiplex que amplifica 3 genes

Gene N
Para todos os

Hemagihutining ’
esterase (HE) Coronavirus

Gene RdRp

Especifico para

e M o e st s comi b ot
Orfla RdRp s EN N SARS-CoV-2
SARS-CoV-2
(Wuhan-CoV) RNA‘ I PC
RNA ndo especifico
1664516757 2296823074 28626------28745 para controlo da
RdRp, 113bp S protein, 107bp N protein, 120bp 2

CATE HP234774 CATH HP23A776 CATE HP23ATTS rea ca (o] d e PCR

CATH HK212669 CATE HK212671 CATE HK212670

Figura 14. Esquema da estrutura do virus SARS-CoV-2 com representagéo do genoma do respetivo genoma, com
identificagdo dos genes amplificados..

O protocolo PCR esta representado na figura 16.
Antes do procedimento corrente de PCR, no RT-PCR, existe um passo inicial a uma
temperatura mais baixa (cerca de 50°C) que envolve a sintese de DNA complementar

(cDNA), ou seja, a transformacao do RNA viral em DNA complementar.

Unido da Sonda e

Sintese de DNA Desnaturacio do DNA  Desnatura¢do doDNA | .
total Sintese da nova cadeia
complementar (cDNA) total de DNA

\

~/
Y

45 ciclos

Figura 15. Protocolo de RT-PCR para a identificacdo do virus SARS-CoV-2.
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e Resumo da metodologia:

500 mL
5

/- : Q,,
\ SmL L -
- g
Concentrado \w -
—
Concentragao
da Amostra

RT-PCR em
Tempo Real

Extragdo de

Filtragdo de
RNA

Fluxo Tangencial

Figura 16. Fluxograma da metodologia aplicada, desde a amostragem até a identificagdo por RT-PCR.

A amostragem efetuada teve por base uma recolha de amostras compostas, ou
seja, consiste na recolha de diversas amostras ao longo do dia, num periodo maximo de
24h, para uma maior variedade de dados para uma melhor analise e eficacia dos
resultados.
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D.Resultados e Discussao

As curvas de amplificacdo obtidas para validacdo da metodologia estédo apresentadas
nas seguintes figuras. O gene N (detetado em todos os coronavirus) € detetado através
do canal FAM (canal de fluorescéncia especifico para este gene) e o gene RdRp (gene
especifico para a proteina S do SARS-CoV-2 através do canal VIC (canal especifico de

fluorescéncia para este gene).
o Curva de Amplificacdo do controlo interno (Curva-Padrao)

v RNA-IPC: RNA néao especifico para controlo da reacao de PCR

Amplification

600
500 |
400 |

300

RFU

200 T

100 -:

Cycles

Figura 17. Curva de amplificagéo do controlo interno RNA-IPC.
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o Evora, 2022 (25mL e 50 mL sem pré-filtracéo)

v" Gene N: canal FAM (canal de fluorescéncia para este gene)

Amplification

T T T T
50 +
0L TR S e ]
0 b USROS SO e ]
1 o e P A, ]
= : : ; :
2 : : : :
o
i T T
0 10 20 30 40
Cycles

Figura 18.Curva de amplificag&o do gene N para as duas amostras testadas. A curva que ultrapassa a baseline (linha
horizontal) corresponde a amplificagdo do gene N para a amostra de 50 mL sem pré-filtragéo.

v" Gene RdRp: canal VIC (canal de fluorescéncia para este gene)

Amplification
[ T T ! !

150 & P PP L /.,.’..._

00 Lo ................... e .................... ..............
=}
[T
o

50 4

Cycles

Figura 19. Curva de amplificacdo do gene RdRp para as duas amostras testadas. A curva que ultrapassa a baseline
(linha horizontal) corresponde a amplificacdo do gene RdRp para a amostra de 50 mL sem pré-filtracao.
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Para as amostras analisadas da ETAR de Evora, sem pré-filtracdo realizada,
verificou-se que apenas para a amostra de 50 mL foi possivel detetar o gene N e o0 gene
RdRp, indicando a presenca dos mesmos na amostra. Apesar de ser possivel usar um
volume de amostra baixo e ser possivel a detecdo do virus, sem pré-filtracdo torna-se um
processo muito moroso. Isto deve-se ao facto das amostras se encontrarem com um teor
em sedimentos bastante elevado, levando a um longo tempo de filtracdo para
concentracdo da amostra. Efetuou-se apenas para estes volumes visto que, sendo eles

0s volumes mais baixos definiriam se seria possivel ou ndo obter qualquer resultado.

o Evora, 2022 (25mL, 50 mL, 100mL e 200 mL com pré-filtrac&o)

v" Gene N:

Amplification

wo foo U RN I L L /

RFU

Cycles

Figura 20. Curvas de amplificacdo do gene N para as amostras testadas. As curvas que ultrapassam a baseline (linha
horizontal) correspondem a amplificacéo do gene N.
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Figura 21. Curvas de amplificacdo do gene RdRp para as amostras testadas. As curvas que ultrapassam a baseline
(linha horizontal) correspondem a amplificagéo do gene N.

Para as amostras analisadas da ETAR de Evora com pré-filtracio realizada foi possivel
observar alguns resultados positivos para o SARS-Cov-2, nomeadamente para o0s

volumes de 50 mL (apenas para o gene RdRp), 100 mL e 200 mL (para ambos os genes).
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o Odemira, 2022 (25mL, 50 mL, 100mL e 200 mL com pré-filtracao)

v' Gene N:
Amplification
T I T T T
f f f f
0 10 20 30 40
Cycles

Figura 22. Curvas de amplificacdo do gene N para as amostras testadas. As curvas que ultrapassam a baseline (linha
horizontal) correspondem a amplificacéo do gene N.

v' Gene RdRp:

Amplification
700 T R T T
600 L. .................... .................... ..................... ..... g
500 Lo P, R P e
400 Lo L
= : : :
= : : :
300 F oo PP R
200 Lo e e L
100 Lo .................... .................... ..... y
0 I T T : : .
0 10 20 30 40
Cycles

Figura 23. Curvas de amplificacdo do gene RdRp para as amostras testadas. As curvas que ultrapassam a baseline
(linha horizontal) correspondem a amplificagdo do gene N.

Para as amostras analisadas da ETAR de Odemira com pré-filtracido realizada foi

possivel observar resultados positivos para 0 SARS-Cov-2, para os todos volumes
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referidos anteriormente para ambos os genes, a excecédo do volume de 50 mL em que

apenas foi possivel verificar um resultado positivo para o gene RdRp.

oo e i P concen % SeN iRy
(mL) (mL) (VIC)

SEM PRE-FILTRACAO
EEVR-AB 05/04/22 25 Nao 8 3,13 ND ND
EEVR-AB 05/04/22 50 Nao 6,25 33,93 36,81

COM PRE-FILTRACAO
EEVR-AB 05/04/22 25 Sim 8 3,13 ND ND
EEVR-AB 05/04/22 50 Sim 13 3,85 ND 35,36
EEVR-AB 05/04/22 100 Sim 9 11,11 35,01 35,83
EEVR-AB 05/04/22 200 Sim 10 20,00 34,24 35,96
EODE-AB 19/04/22 25 Sim 3,13 ND 37,5
EODE-AB 19/04/22 50 Sim 6,25 32,75 32,31
EODE-AB 19/04/22 100 Sim 1250 3179 31,75
EODE-AB 19/04/22 200 Sim 12,5 16,00 32,94 33,01

CONTROLO POSITIVO
26,74 2543

Figura 24. Resultados dos ciclos de quantificagdo para cada uma das amostras testadas.

Com base nos resultados obtidos, podemos ver que para qualquer das condigdes

inicialmente colocadas, na ETAR foi possivel detetar o virus SARS-CoV-2 com valores

bastante superiores aos valores do controlo positivo. No entanto, 0 mesmo resultado nao

foi obtido para os Hospitais estudados.
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Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais (Evora) Hospital do Espirito Santo e Hospital do Patrocinio (Evora)

Condigoes CondicGes
Filtragao
Filtragdo
Pré-Filtragao Sem Pré-Filtragao i s % A_Fi =
0 0 Pré-Filtragdo Sem Pré-Filtragdo

Volume filtrado Volume filtrado
xm @

25 mL
som. & m @
100mL. & som. @

200m. &

Figura 25. Resumo dos resultados.

CondigGes

Filtracao
0. Pré-filtracao gé-?iftr:;géo
Volume filtrado
5mL @
som. @
% 100mL &

200mL &

Evora 2022 | Pagina 61



<\'~,RSI/)K

Z

)
les]

Uy
\0 \

\ N
CEVOY

23

Resumidamente, a metodologia aqui implementada passa por:

e Amostragem,;

e Pré-filtracdo em vacuo com membrana com poro cerca de 5 um, do maior
volume de amostra possivel;

e Filtracdo por Fluxo Tangencial da amostra pré-filtrada,

e Extracdo do RNA total, com integracdo do RNA-IPC (controlo interno);

e Detecdo do virus SARS-CoV-2 por RT-PCR em tempo real.

Comparativamente aos casos de estudo referidos anteriormente (casos de estudo n°1,
2 e 3), 0 nosso método apresenta algumas vantagens, tais como:

v' O tipo de amostragem efetuada — a excecdo do caso de estudo n°3 que, tal
como 0 nosso método, utiliza uma amostragem composta (amostragem
efetuada ao longo do dia, num periodo maximo de 24h que nos permite uma
maior e mais eficaz representatividade de resultados), os casos de estudo n°1
e 2 utilizam um tipo de amostragem pontual (colheita de amostras efetuada num
determinado momento, local e hora);

v" A metodologia de concentracdo da amostra — no nosso método foi utilizado a
Filtracdo de Fluxo Tangencial (TFF) que, comparativamente com os métodos
evidenciados no caso de estudo n°2 (Método de Vortex de Membrana
Eletronegativo, seguido de uma ultrafiltracdo e Método de Extracdo de RNA
direto por adsorcéo) e no caso de estudo n°3 (Método de Separacéao de duas
fases — método PEG-dextrano) possui uma maior rapidez, eficacia e permite
concentrar uma quantidade de amostra superior. Relativamente ao método
representado no caso de estudo n°l ndo € possivel fazer uma comparacao
direta acerca da concentracdo das amostras a analisar visto que néo existe uma
referéncia relativa as mesmas.

v' O armazenamento da amostra - a exce¢do do caso de estudo n°2, em todos os

Evora 2022 | Pagina 62



<\'~,RSI/)K

Z

)
les]

Uy
\0 \

\ N
CEVOY

23

outros casos as amostras foram armazenadas a temperaturas negativas (caso
n°l (-80°C) e caso n°3 (-20°C). No nosso método a amostra foi conservada a
4°C até ser processada e o RNA extraido foi armazenado a -80°. Nas diferentes
amostragens, visto ndo tendo sido utilizado o mesmo intervalo de temperatura,
um dos pontos criticos que podem surgir € o facto da alteracdo do microbiota
gue contribui para a decomposicdo de particulas infecciosas na matriz dos
efluentes;

v' O tipo de membrana utilizado — esta diferenca apenas é possivel verificar no
caso n°2, onde as membranas utilizadas eram de materiais diferentes
(membrana de éster de celulose e membrana descartavel) e a sua porosidade
e diametro muito superiores a utilizada no nosso método. No nosso método a
membrana utilizada € uma membrana de m-Polietersulfona (PES) com coletores
de Luer;

v A amplificacéo e detecéo por PCR — no caso n°l a detecéo do virus foi efetuada
através do gene E (gene-alvo) por gqRT-PCR. No caso n°2, detetou-se através
da adicdo do Colifago MS2 (ATCC 15597-B1) a amostra antes da extracao do
RNA para controlo do processo molecular. (Controlo interno deles do RT-PCR).
No caso n°3, a detecdo do virus foi recolhida de uma regido altamente
conservadora do genoma Coronaviridae. No nosso método, o gene N utilizado

€ mais especifico para os Sarbecovirus.

Com base nos resultados obtidos podemos resumir a metodologia implementada,

conforme fluxograma seguinte:
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Estagdo de Tratamento de Aguas Residuais Hospitais
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Filtragao
2 Fluxo =
Pré-filtragao . Extracao de RT-PCR em
Amostagan (poro < 5 pm) {:2?:’5"2';' RNA total Tempo Real
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Figura 26. Fluxograma da metodologia implementada para a dete¢&o do virus SARS-CoV-2 em amostras de aguas
residuais e efluentes hospitalares.

Estes resultados s&o de elevada importancia, uma vez que, nos dias de
amostragem néo tinham sido detetados niumeros elevados de casos positivos internados
nos Hospitais (informagéo informal). Apesar de tudo, 0s casos positivos encontravam-se

em casa a recuperar.
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E.Concluséo e Perspetivas Futuras

Com tudo isto, podemos confirmar que as aguas residuais sdo de extrema
importancia para criar um sistema de alerta precoce que nos possam antever um surto,

mesmo ainda antes de ser notificado.

O proéximo passo sera aplicar a metodologia comprovada a varias Estacbes de

Tratamento de Aguas Residuais e hospitais adjacentes em toda a regido do Alentejo.
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