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RESUMO

O surgimento de patégenos ao longo da histéria evolutiva que utilizam vias ambientais
de infeccao/contaminacdo denotou a necessidade das ferramentas de monitoramento.
Em meio a pandemia de COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV-2, a deteccdo do
RNA viral no esgoto bruto tornou-se possivel e util como uma ferramenta
epidemioldgica, ja que o virus é excretado pelas fezes humanas. Métodos focados na
deteccao do RNA viral (técnicas baseadas em biologia molecular) e de particulas virais
infecciosas (por cultura celular) foram utilizados para a deteccdo do SARS-CoV-2 em
amostras de secrecdo de pacientes infectados. O monitoramento se mostra eficaz para
compreender a circulagdo de virus que utilizam rota fecal-oral, podendo antecipar
futuros surtos em regides especificas. Além disso, possibilita a observacdo das
mutagdes e variantes em circulagdo num dado momento, através do sequenciamento.
Este capitulo é um reporte das bases da ferramenta epidemiolégica para o
monitoramento viral em esgoto sanitario implementada pelo Laboratério de Virologia
Aplicada da Universidade Federal de Santa Catarina, denominado “VigEAI”

Vigilancia Epidemiol6gica Ambiental Integrativa.

Palavras-chave: Deteccdo viral. Monitoramento. Esgotos. Ambiente.

1. INTRODUCAO

Ao longo da histéria evolutiva, diversos seres e particulas desenvolveram-se no
nosso planeta, alguns de forma independente, e outros coevoluiram por meio de
interagdes benéficas ou maléficas ao hospedeiro, como patdégenos, dependentes de
outro organismo para reproducdo (Bonneaud & Longdon, 2020).

Os organismos celulares possuem diferentes tipos de organelas, capazes de
realizar reacdes metabdlicas envolvidas nos processos de sobrevivéncia e crescimento
(ou multiplicagdo). Os virus, por sua vez, organismos acelulares, possuem somente
material genético de fita simples ou dupla (RNA/DNA), envolto por uma (ou mais)
camada(s) proteica(s) denominada capsideo e, em alguns casos, um invélucro mais

externo chamado envelope, constituido de lipidios (Wagner & Krug, 2020). Quando
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possuem envelope, os virus sdao chamados de envelopados e tém os receptores
celulares ancorados nele. J& quando sdo desprovidos de envelope sdo denominados
ndo envelopados, tendo os seus receptores celulares ancorados no capsideo viral

(Figura 1).

SARS-CoV-2 Virus envelopado

Capsideo Envelope

Proteinas de reconhecimento «——
Material genético (RNA - fita simples)

AdenOVIIrUS humano Virus ndo-envelopado

Proteinas de reconhecimento <+——

Capsideo «—— Material genético (DNA - fita dupla)

s~ T -

Figura 1 — Estruturas de virus envelopados e nao envelopados (imagem gerada no programa

Bio Render®).

Os receptores presentes no envelope ou no capsideo viral sdao estruturas
constituidas de aguUcares. Eles permitem com que os virus reconhecam e penetrem nas
células. Somente quando uma particula viral adsorve, penetra e infecta uma célula, é
que ocorre a propagacao viral (multiplicacdo de particulas virais). Além disso, os virus
ndo sdo capazes de se multiplicarem de maneira extracelular, pois dependem de
magquinaria celular para isso.

Os virus ndo envelopados, anteriormente citados, possuem maior resisténcia
quando expostos as variagdes de pH, pressdao e temperatura, justamente pela maior
estabilidade das proteinas, quando comparadas aos lipidios diante dessas variacdes

(Kotwal & Cannon, 2014). Grande parte dos patégenos virais de animais e humanos
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veiculados por dgua e alimentos contaminados (rota ou via fecal-oral), é constituida
por virus ndo envelopados. Eles sdao excretados nas fezes ou urina dos infectados e
podem permanecer infecciosos no meio ambiente por vdrias semanas, ou meses, sendo
por isso responsaveis por diversos episddios de doengas associadas ao consumo de
agua ou alimentos contaminados.

Tais virus de rota fecal-oral podem ser carreados até os mananciais de dgua e,
por consequéncia, contaminam animais, frutas, verduras e vegetais irrigados com a
adgua contaminada ou cultivadas em ambientes contaminados (Gall et al., 2015;
Cadamuro et al., 2021). Alguns destes patégenos sdo zoondticos, caracterizados por
ultrapassarem a barreira de infeccdo/replicagdo entre animais, atingindo humanos por
meio de mutagdes e recombinacdes. Desta maneira, diversos virus se perpetuam em
nossa sociedade, como o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), Influenza Virus,
SARS-CoV-1 (Severe Acute Respiratory Syndrome), MERS (Middle East Respiratory
Syndrome Coronavirus) e SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome - 2). Esta
dindmica denota a importancia do tema de satde Unica (Kelly et al., 2020; Sikkema &
Koopmans, 2021).

Neste sentido, o conceito de Satde Unica foi desenvolvido unindo a relacdo
entre sociedade, animais e ambiente, relacionando propriedades fisico-quimicas do
ambiente, patdégenos zoondticos, resisténcias bacterianas, assim como vetores de
patdgenos e hospitalizacdes/infeccdes de humanos (Riiegg et al., 2018; Harrison et al.,
2019). O conceito visa integrar as rotas que acarretam contaminagdes ambientais, as
quais atingem diretamente outros animais e humanos, perpetuando assim, um ciclo de
transmissao de patégenos e contaminacdo do ambiente.

Os virus entéricos estao ligados a via fecal-oral e sdo capazes de se replicar em
células presentes no intestino, especificamente nos enterécitos. Tais células sdo
responsaveis pela absor¢cao de dgua entre outros nutrientes, logo, a replicacao viral
nessas células acarreta liberacdo de particulas virais nas fezes em altas quantidades
(Todd et al., 2008; Nyenje & Ndip, 2013; Orenstein, 2020). Estima-se que pacientes
infectados por protozodrios, por exemplo, apresentam em torno de 10°-10" (Giardia e
Cryptosporidium) cistos/oocistos por grama de fezes, por outro lado, virus como
Rotavirus e Virus da Hepatite A sdo excretados em torno de 10%10'? particulas virais
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por grama de fezes (Gerba, 2000) pelos infectados, podendo contaminar o ambiente
onde estes dejetos sdo direcionados. Além dos virus entéricos, outros patdgenos virais
podem ser excretados pelas fezes de pacientes e animais contaminados, como
observado por pacientes infectados por SARS-CoV-2.

Nessa abordagem, o monitoramento ambiental de virus em esgotos, sistemas
hidricos, em geral e bem como em fezes de humanas e de animais se torna uma

importante ferramenta epidemiolégica.

2. CORONAVIRUS

A familia Coraviridae é composta por virus envelopados, com genoma de RNA.
O primeiro representante do grupo foi isolado em 1930, identificado como agente
etiolégico do surto de bronquite em aves. Posteriormente, em 1975, a familia
Coronaviridae foi composta, relacionando a sua morfologia com proteinas de
reconhecimento, que apresentavam semelhanca a uma coroa ao redor da particula viral
(Tyrrell et al., 1975; Jaiswal & Saxena, 2020).

Os integrantes da familia Coronaviridae apresentam membrana associada ao
envelope, proteinas (capsideo) que envolvem o genoma de RNA dos virus e
glicoproteinas chamadas Spike (“espinho”), responsdveis por realizar o
reconhecimento celular (Jaiswal & Saxena, 2020).

Outrossim, nos ultimos 19 anos o mundo sofreu trés pandemias causadas por
representantes dos Coronavirus, sendo a primeira em 2003, ocorrida pelo SARS-CoV-
1, a segunda ocorrida em 2012 pelo MERS-CoV e atualmente estamos enfrentando a
pandemia causada pelo SARS-CoV-2 (Rossi et al., 2021).

Grande parte dos coronavirus se espalham utilizando a via de infeccdo
respiratoria, replicando-se em células epiteliais do pulmdo, como, por exemplo,
Human Coronavirus OC43 e *“ Porcine respiratory coronavirus” (“Coronavirus suino”).
Ambos se replicam principalmente em células epiteliais do pulmao, causando sintomas
respiratorios. Outros representantes, como “Feline coronavirus” (“Coronavirus
Felino”) e SARS-CoV-2 infectam e replicam-se tanto em células epiteliais do pulmao,

quanto em células epiteliais do trato gastrointestinal, causando episédios de diarreia,
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nduseas e vomito, excretado nas fezes por individuos infectados (Forni et al., 2017;
Wang et al., 2020b).

O receptor utilizado por alguns coronavirus com replicagdo em enterécitos sao
aminopeptidase N, ECA-2 (Enzima Conversora de Angiotensina 2), e DDP4 (Inibidores
da Dipeptidil Peptidase 4), sendo todas expressas em enterdcitos maduros (Ding &
Liang, 2020). O primeiro episédio de surto de SARS-CoV resultou em 76% de
pacientes apresentando diarreia dentre as primeiras semanas de infeccdo (Kwan et al.,
2005). No surto de 2012 causado por MERS-CoV também se observou a presenca de
replicacdo destes virus em enterécitos (Zhou et al., 2017). Baseado nisto, com intuito
de investigar a possibilidade de SARS-CoV-2 possuir via fecal-oral, uma meta andlise
foi realizada com um conjunto maior que 4000 pacientes, entre os quais 20%
apresentaram sintomas de replicacdo em enterécitos, encontrado RNA viral em 50%
das amostras de fezes (Cheung et al., 2020).

Algumas questdes acerca de SARS-CoV-2 ainda necessitam de respostas, como
a certeza sobre a recuperacdo de particulas vidveis nas fezes, sobre a capacidade
replicativa dessas quando em esgoto, a respeito da relacdo da persisténcia da
viabilidade da particula no esgoto apds submetido ao tratamento rotineiro aplicado
nas estacoes de esgoto, da possibilidade de infeccdo de outros animais e capacidade
de os tornarem reservatérios virais (Ding & Liang, 2020).

De toda forma, a identificacio e monitoramento da circulagdo de virus
zoonoticos € uma ferramenta essencial para qualquer administragcao regional/nacional,
buscando diminuigdo de contaminagdes/infec¢des, medidas protetivas e eficazes para
a garantia de sadde. O monitoramento tem como funcao avaliar e mensurar patégenos
por periodos determinados, identificando padrdes e fornecendo dados para medidas.

O monitoramento de SARS-CoV-2 em esgoto é vidvel pela sua excregao
gastroentérica, e é essencial por contribuir fornecendo dados do aumento de particulas
virais em circulagdo, em regides especificas antes mesmo de surtos declarados em
boletins oficiais, excrecdo de particulas virais por pacientes assintomaticos nao
diagnosticados e maleabilidade para execucdo de estratégias eficazes de “/ockdown”
(“fechamento total”) ou medidas restritivas, como gerar uma menor interferéncia
municipal generalizada nas atividades econdmicas.
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Ainda, o monitoramento ambiental é uma ferramenta que visa facilitar e
corroborar dados epidemiolégicos de diagnostico, uma ferramenta complementar ao
diagnostico realizado em pacientes e ndo substitutiva (Wurtzer et al., 2020; Randazzo
et al., 2020).

Tal monitoramento foi realizado em Barcelona, Itdlia, Franca, Holanda, Bélgica,
Austrdlia, Turquia e Chile, além do Brasil, ressaltando a utilizagdo desta ferramenta
por outras nagcdes (Wurtzer et al., 2020; Randazzo et al., 2020; Rimoldi et al., 2020;
La Rosa et al., 2021; Izquierdo-Lara et al., 2021; Ahmed et al., 2020a; Kocamemi et
al., 2020; Ampuero et al., 2020; Fongaro et al., 2021).

3. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Com o inicio da répida disseminagao da infeccdo causada pelo SARS-CoV-2,
foram emitidas recomendagdes por parte de instituicdes de pesquisa e 6rgdos de salde
governamentais, como a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o Centro de Controle
e Prevengao de Doengas (CDC) e o Ministério da Saude (MS), visando promover agoes
acerca do diagnéstico da infecgdo e consequentemente de estratégias para conter e
diminuir a transmissao.

Testes diagndsticos rapidos e com uma boa acurdcia sdo de suma importancia
para o controle de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 e para uma vigilancia
epidemioldgica, afetando diretamente politicas de saude publica. Com isso, a
metodologia adotada para a deteccdo de SARS-CoV-2 foi a mesma utilizada, em
outras ocasides, para outros virus respiratérios da familia Coronaviridae, como MERS-
CoV e SARS-CoV (Freitas et al., 2020; OMS, 2020; CDC, 2021). Dentre os exames
diagnoésticos, estdo inclusos os imunolégicos (direto e indireto) e o diagndstico
molecular. Dentre as técnicas moleculares disponiveis, a RT-qPCR é considerada o
padrao-ouro para a deteccao do SARS-CoV-2 (La Marca et al., 2020; Premraj et al.,
2020) e sera explicada a seguir.

Apds a coleta de uma amostra clinica ou ambiental, sao realizadas algumas
etapas de processamento até a interpretagdo do resultado (Figura 2. 1a, 1b, 2a, 2b).
Previamente a realizacdo da RT-qPCR, é realizada a extragao, e purificagao, do RNA

viral (Figura 2. c). Esta é uma etapa essencial, principalmente em amostras ambientais

70
ISBN 978-65-998418-3-5



(por exemplo, o esgoto) pois se trata de uma mistura complexa com materiais que
podem interferir na deteccdo do material genético do virus (CDC, 2021). Em resumo,
na extracdo o RNA viral é isolado do virus e separado de restos celulares humanos e
de outras estruturas presentes, de modo a obter um material genético de forma pura

para utilizd-lo no decorrer da técnica.

1a 1b .

;m,x{‘:,_\ — SRS I S
L e,
b
/ RNA SARS-CoV-2
C

RT-qPCR Interpretagdo dos
d e resultados

|
—
2.a 2.b

Figura 2 — (1.a) Coleta de amostra de nasofaringe, (1.b) Amostra clinica contendo SARS-
CoV-2, (2.a) Esgoto bruto, (2.b) Amostra de esgoto concentrada contendo SARS-CoV-2, (c)
Extragdo do material genético (RNA) do SARS-CoV-2, (d) Reagdo em cadeia da polimerase

quantitativa em tempo real por transcriptase reversa (RT-gPCR), (e) Interpretagdo dos

resultados. Imagem gerada no programa Bio Render®.

A primeira etapa da RT-gPCR consiste em formar uma molécula de DNA
complementar (cDNA) ao RNA viral utilizando a transcriptase reversa, uma enzima
capaz de construir uma fita de DNA a partir de um RNA molde. O cDNA formado
sera utilizado para amplificagdo (formagdao de novas fitas de DNA) de sequéncias
especificas de SARS-CoV-2. A delimitagdo da regido a ser amplificada é demarcada
por sequéncias pequenas de DNA, também conhecidas por primers ou iniciadores.

Os iniciadores sdo complementares e especificos para determinados genes virais.
Cinco regides do genoma de SARS-CoV-2 tém sido mais frequentemente utilizadas
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como alvo para deteccdao por RT-qPCR: gene RARP (RNA polimerase dependente de
RNA), gene S (proteina spike), genes que codificam proteinas estruturais E (proteina
do envelope) e N (proteina do nucleocapsideo) e o gene ORF1ab (Corman et al., 2020).
De modo a melhorar a sensibilidade e especificidade diagndstica, os kits comerciais
utilizam a deteccao de mais de um alvo viral na mesma reacdo de RT-qPCR. A
utilizacdo de multiplos alvos permite amplificar diferentes regides do RNA viral em
uma mesma amostra, resultando em uma melhor eficiéncia diagndstica. Além dos
primers, estao presentes sondas de hidrélise, as quais sdo marcadas por um fluoréforo
que ird indicar quando a sequéncia alvo for amplificada, e a enzima DNA polimerase
que formard novas fitas de DNA.

O processo de amplificagdo consiste em ciclos de variacao de temperaturas,
geradas pelo termociclador (Figura 2. d). A cada ciclo de variagdo de temperatura, se
ali presente a sequéncia alvo, essa ira se duplicar, e a cada duplicagdo, a sonda ird
emitir fluorescéncia. Dessa forma, a intensidade do sinal luminoso acusa a presenca,
e a quantidade, do material genético viral ali presente (Afzal, 2020; Premraj et al.,
2020; Weissleder et al., 2020; Mardian et al., 2021).

O sinal luminoso emitido pelos fluoréforos é captado pelo termociclador, o qual
plota isso em um grafico de amplificacdo, permitindo assim a leitura e interpretacdao
dos resultados (Figura 2. e). O resultado é considerado somente detectado quando a
fluorescéncia captada ultrapassa o Cq (do inglés Quantification Cycle, previamente
denominada como C,, Threshold Cycle) sendo o limiar de deteccdo estabelecido. Ou
seja, o valor do C, representa o ciclo onde a fluorescéncia ultrapassou o limiar de
deteccao (Premraj et al., 2020). Este valor de C, tem uma relacdo com a quantidade
de virus presente no material analisado, sendo que, quanto menor o valor do Cg, mais
cedo a fluorescéncia foi captada, demonstrando que a amostra possui uma alta
quantidade de particulas virais. Enquanto um valor alto de C, indica uma baixa
quantidade de particulas virais. Desta forma, a RT-qPCR também pode ser utilizada
para quantificar o RNA de SARS-CoV-2 presente em uma determinada amostra (CDC,
2021).

Para validar a reacdo, é importante, que sejam incluidos alguns controles, sendo
eles: (i) controle negativo (sem a presenca do material genético viral), para avaliar se
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ndo houve contaminacdo da reacdo; (ii) controle positivo (com o material genético
viral presente), e (iii) controle interno, ambos verificando se ndo houve inibicdo da
reacao.

O uso da RT-gPCR no diagnéstico da infeccdao pelo SARS-CoV-2 tem sido
fundamental no combate a pandemia, porém, o seu uso ndo se restringe a clinica. Em
trabalhos que buscam SARS-CoV-2 em amostras ambientais, a RT-qPCR tem sido a
técnica utilizada para a identificagdo, quantificacio e monitoramento do virus em
esgoto (Larsen & Wigginton, 2020; Chavarria-Miré et al., 2021; Fongaro et al., 2021;
Prado et al., 2021; CDC, 2021). Durante o projeto se realizou a extracdo e amplificacao
do RNA viral nas amostras de esgoto, acusando a presenca do virus em amostras
contaminadas.

Os dados gendmicos obtidos a partir de amostras ambientais permitiram o estudo
e comparagdo de possiveis mutagdes via sequenciamento genético, comparando-se o
genoma de possiveis variantes com o genoma do SARS-CoV-2 primeiramente

encontrado em Wuhan em dezembro de 2019.

4. SEQUENCIAMENTO GENETICO DE SARS-COV-2 NA CLINICA E EM AGUAS
RESIDUAIS

Ap06s os primeiros relatos oficiais, SARS-CoV-2 foi sequenciado ainda em janeiro
de 2020, quando os pesquisadores identificaram a semelhanga entre o SARS-CoV-2
com os Betacoronavirus SARS-CoV (isolado em 2003) e o SARS BatCov RaTG13
(isolado de morcego) (Wang et al., 2020a). O seu genoma tem um tamanho de 29,9
Kb e estudos filogenéticos, com base no genoma do SARS-CoV-2, mostram que o
virus compartilha cerca de 79,5% do genoma com SARS-CoV e 50% com o MERS-
CoV (Wilde et al., 2018; Lu et al., 2020).

SARS-CoV-2 é caracterizado por quatro protefnas estruturais: Spike (S),
responsdvel pela ligacdo do virus a célula do hospedeiro permitindo a fusdo da
membrana viral; Nucleocapsideo (N), estd envolvida principalmente na protecdo do
material genético; Membrana (M), capaz de inibir a resposta inflamatéria das células

hospedeiras e o Envelope (E), envolvido principalmente na patogenicidade viral,
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permanéncia e reprodugdo viral do virus (representado na Figura 4) (Wang et al.,

2020a; Satarker & Nampoothiri, 2020).

O sequenciamento do SARS-CoV-2 permitiu elaborar hipéteses acerca da origem

deste virus tomando como base a verossimilhanca com outros virus da mesma familia.

Contudo, ao entendermos a proporcao e importancia da pandemia que estdvamos

vivendo no inicio de 2020, comecou a utilizar-se o sequenciamento viral como

ferramenta de vigilancia gendmica capaz de avaliar e acompanhar as modificacoes

genéticas do virus ao longo do tempo. O genoma viral (Figura 3) é composto por

aproximadamente 30.000 nucleotideos responsaveis pela sintese proteica. A regido

das ORFs (“Open Reading Frame” — *“Regidao Codificante”), ndao mencionadas

anteriormente, sdo genes acessOrios presentes em maior proporcao no genoma,

quando comparados aos genes estruturais, responsaveis também pelo ciclo viral e pelo

mecanismo de entrada do virus a célula hospedeira (Zehra et al., 2020; Wu et al.,

2020b).
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Figura 3 — Representacdo esquemadtica da estrutura gendmica do SARS-CoV-2 contendo

tanto a regido gendmica responsavel pela sintese de proteinas estruturai: S (“Spike”), E

(Envelope), M (Membrana), N (Nucleocapsideo), como a regido do gene responsavel pela

sintese de protefnas acessérias, conhecidas como ORFs. Imagem gerada no programa Bio

Render®.

Neste contexto, é importante mencionar que os virus de RNA, tais como o

SARS-CoV-2, tem a mutacdo genética como caracteristica intrinseca de adaptabilidade
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ao ambiente (10%-10°) quando comparados com virus de DNA (10°10%), em funcdo
de sua enzima que sintetiza RNA apresentar maior taxa de erros do que a enzima que
sintetiza DNA. O sequenciamento é a ferramenta ideal na descoberta de mutagdes e
delecdes gendmicas, o que nos permite a identificacdo e classificagdo das conhecidas
variantes virais (Peck & Lauring, 2018; Lauring & Hodcroft, 2021).

A vigilancia gendmica do SARS-CoV-2 permitiu a OMS classificar ao longo do
tempo as variantes de preocupacdo, também conhecidas como VOC (do inglés
“Variant Of Concern”) e as variantes de interesse, conhecidas como VOI (do inglés
“Variant Of Interest”). O sequenciamento gendmico tem sido usado desde o inicio da
pandemia como ferramenta para aprofundar os conhecimentos sobre o SARS-CoV-2,
dentre eles identificar as VOI e VOC presentes no ambiente. Ainda no final de janeiro
de 2020, o sequenciamento permitiu o conhecimento de 42 genomas, tornando
possivel uma andlise filogenética. Essa andlise revelou que as amostras estavam
relacionadas com cerca de sete mutagdes com um ancestral comum, mostrando que a
primeira infeccdo ocorrida em seres humanos com a cepa relatada de Wuhan-China
(Yi et al., 2020; Chen et al., 2020). Os sequenciamentos ndo pararam desde entdo, e
em margo de 2020, pesquisadores tornaram disponiveis publicamente 410 genomas
de SARS-CoV-2.

A utilizacdo do sequenciamento do genoma completo em surtos virais é
indispensdvel para caracterizar o agente infeccioso como também para determinar a
sua taxa evolutiva. Ao sequenciar o genoma € possivel realizar a identificacdo de
assinaturas de adaptagdo do hospedeiro, identificar e monitorar alvos de diagnésticos
e caracterizagao de possiveis respostas a vacinas e tratamentos. Os dados gerados pelo
sequenciamento, podem ser utilizados para nortear as medidas de controle, mas para
isso, devem ser gerados em tempo hdbil suficiente para a tomada de decisdes (Quick
et al., 2016). Além disso, os genomas sequenciados sao armazenados em banco de
dados, assim pesquisadores do mundo todo podem ter acesso a essas sequéncias e
utiliza-las para estudo.

Uma das tecnologias utilizadas para o sequenciamento do SARS-CoV-2 foram
0s sequenciamentos abrangidos no “Next Generation Sequencing” (NGS -
Sequenciamento de Préxima Geracdo). As plataformas NGSs sdo caracterizadas por
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sua eficiéncia, precisdo e acessibilidade, permitindo o sequenciamento de genes
completos de forma rapida e em alta escala, ndo somente para o sequenciamento de
SARS-CoV-2 (objeto principal do atual capitulo), mas também para o sequenciamento
necessario no estudo de outras patologias tais como cancer (Bravo-Egana et al., 2021).
Apesar da qualidade tecnolégica envolvida no uso de NGS, Bravo-Egana et al. (2021)
também abordam a necessidade de profissional técnico capacitado para executar os
protocolos trabalhosos e exigentes envolvidos no uso destas tecnologias, além da
necessidade de investimento inicial de alto custo.

Assim como em diferentes estudos, o RNA do SARS-CoV-2 pode ser extraido
de diversas fontes, por exemplo, podemos citar o meio de transporte no qual o “swab”
de nasofaringe usado no diagndéstico é acondicionado, como também amostras de
esgoto utilizadas como um indicador epidemiolégico. Cada caso desses possui
particularidades que demandam protocolos diferentes para a extracdo do RNA viral. O
objetivo é obter um RNA de alta qualidade, livre de contaminantes quimicos e
biolégicos, sendo esta etapa fundamental para o sucesso do sequenciamento (Metzker,
2010; Ambardar et al., 2016).

Realizar a RT-gPCR de aguas residuais torna-se vidvel para estimar a abundancia
do virus em diversas regides municipais em todo o mundo (PECCIA et al., 2020).
Além da RT-qPCR, muitos trabalhos mostraram que o sequenciamento por “shotgun”
(“sequéncia alvo”) de efluentes fornece informagdes sobre muitos virus de forma
simultanea (Bibby & Peccia, 2013) possibilitando a resolucdo do genoma e também
realizacao de andlises filogenéticas (Ng et al., 2012; Nemudryi et al., 2020).

Com o virus SARS-CoV-2, essa abordagem nao difere, Nemudryi et al. (2020)
tiveram éxito na montagem de genoma de SARS-CoV-2 obtido do esgoto,
conseguindo realizar a andlise filogenética da linhagem predominante. Outro estudo,
Crists-Christoph et al. (2021), mostrou que o RNA extraido e sequenciado de dguas
residuais mostrou gendtipos diferentes de SARS-CoV-2 em diversas abunddncias
conhecidas presentes nas comunidades, e também variantes genotipicas ainda nao
observadas nos sequenciamentos clinicos locais. Fongaro et al. (2021) também

utilizaram o sequenciamento e identificaram a presenca do SARS-CoV-2 no esgoto
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coletado em Florianépolis — SC, em meados de novembro de 2019, antes mesmo da
primeira confirmacao clinica diagnosticada na regiao.

Andlise das leituras geradas é uma das ultimas etapas do sequenciamento. Para
tal, ferramentas de bioinformatica sdo utilizadas, as quais sao escolhidas conforme a
necessidade e pergunta bioldgica a ser respondida. Srinivasan et al. (2020) utilizaram
a bioinformatica para avaliar a identificagdo gendmica e a possivel interacdo proteica
entre os virus SARS-COV-2 ou do virus com os seus hospedeiros, visando identificar
a evolugdo e modelagem estrutural viral. Diante dos resultados, os autores observaram
semelhangas estruturais e gendmicas entre SARS-CoV e SARS-CoV-2, sendo possivel
também diferenciar interagdes responsdveis pela transmissao e pela replicagdo viral,
conhecimento este que poderd auxiliar na descoberta de potenciais alvos terapéuticos.

Ademais, o uso da ferramenta de sequenciamento em amostras clinicas e dguas
residuais, ndo sé nos permite avaliar a presenca de VOC e VOI de maneira precoce,
como também nos possibilita uma representatividade populacional maior. Contudo,
quando comparada a testes diagndsticos individuais, ela torna a vigilancia gendmica
mais facil, de menor custo e acessivel.

Por fim, com foco na facilitacio da visualizagdo dos dados oriundos do
sequenciamento, temos 0S mapas como antagonistas vidveis, além de exporem os
pontos focais da doenga, o que tornam os dados mais palataveis até mesmo a leigos

no assunto (Padilha et al., 2022).

5. GEOPROCESSAMENTO EPIDEMIOLOGICO E BANCO DE DADOS

Mapas sdo bons aliados para vislumbro do panorama epidemiolégico da regiao
em que € realizada vigilancia epidemioldgica, como ja proposto por John Snow em
1855 (Marques, 2020). Esse recurso tecnolégico atua por meio de uma base de dados
graficos, auxiliando na distribuicao espacial do problema (Ibiapina & Bernardes, 2019).
Eles tornam possivel o planejamento de enfrentamento ao avanco de doencas
infectocontagiosas. Estes dados georreferenciados sao conhecidos como Sistema de

Informagdo Geogréfica (Lopes et al., 2018).
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Ademais, os dados de campo a serem inseridos no grafico podem ser
suplementados pelos existentes em bancos de dados nacionais ou mundiais de
confianga, pois vinculados aos sistemas dos governos sdo atualizados constantemente.
Os quais frequentemente sao publicos, como, por exemplo, IBGE (IGBE, 2022), SNIS
(SNIS, 2021), ANA (ANA, 2022) e LACEN (LACEN, 2022).

6. A VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA AMBIENTAL INTEGRATIVA (VIGEAI) EM
SANTA CATARINA COM BASE EM ESGOTO SANITARIO

Nesse capitulo, ndao sera abordado resultado dessas vigilancias e sim, reporta a
implementacdo do projeto que adentra municipios de Santa Catarina, tendo em vista
uma ampla rede de atuacdo pubica com: Servico Intermunicipal de Agua e Esgoto
(SIMAE), Companhia Catarinense de Aguas e Saneamento (CASAN), Consércio
Intermunicipal de Saneamento Ambiental - CISAM Meio-Oeste, Agéncia Reguladora
Intermunicipal de Saneamento (ARIS), Diretoria de Vigilancia Epidemiol6gica (DVE —
Itajaf), Servico Municipal de Agua, Saneamento (SEMASA —lItajai), Universidade do
Oeste de Santa Catarina (UNOESC), Universidade do Contestado (UnC), Vigilancia
Sanitdria Municipal — Municipio de Capinzal (VISA), Universidade Federal de Santa
Catarina — Campus Joinville e Curitibanos. Para as andlises e organizacao geral do
projeto amplo, a equipe coordenada pela Dra. Gislaine Fongaro, envolveu graduandos,
mestrandos, doutorandos e demais pesquisadores colaboradores, incluindo os
envolvidos na escrita desse documento/autores, sendo: Dayane Azevedo Padilha
(Mestre e Doutoranda), Henrique Borges da Silva Grisard (Graduacdao em Ciéncias
Bioldgicas), Fernando Hartmann Barazzetti (Bidlogo e mestrando), Julia Kinetz
Wachter (Graduacdo em Farmdcia), Dr., Marcus Vinicius Duarte Rodrigues (Bi6logo),
Rafael Dorighello Cadamuro (Biolégo e mestrando); bem como os pesquisadores
colaboradores: Dra. Doris Sobral Marques Souza, Dr.Marcos André Schorner, Dra.
Aline Viancelli, Dra. Eliandra Mirlei Rossi, Dr. Glauber Wagner, Dra. Maria Luiza
Bazzo, Dra. Simone Malutta e Dr. William Michelon, Carlos Langner, Francine
Caldart, Marta Cristina Penno e Willian Goetten, Gabriel Ramos Silva, Gisele Rocha

Braga e todos que de alguma forma contribuiram.
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Os resultados gerados podem ser acessados na pdgina do Laboratério de
Virologia Aplicada, do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do

Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFSC: https:/lvapli.paginas.ufsc.br/vigeai/

7. PERSPECTIVAS

Como perspectivas deste projeto espera-se atender demandas de municipios e
estados brasileiros na vigilancia de SARS-CoV-2 e outros virus excretados em fezes
humanas, visando viabilidade epidemiolégica dos dados para fins de monitoramento
e alerta de circulagdo viral. Especificamente em Santa Catarina, recomenda-se o
monitoramento de cidades estratégicas, que possuem rota de transporte maritimos,

aeroportos, industrias e turismo.
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