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RESUMO

A epidemiologia baseada em &guas residuais tornou-se uma importante ferramenta para monitorar a
disseminacgdo do virus causador da sindrome respiratoria aguda grave o SARS-CoV-2 em uma comunidade.
Todavia, ainda ndo existe concordancia sobre a melhor metodologia de concentragdo viral para permitir a
deteccao confiavel de SARS-CoV-2, considerando diferentes instalagdes laboratoriais. Este estudo se propds a
avaliar a metodologia de concentracdo viral baseada na floculacdo orgéanica por leite desnatado (SMF) frente
ao método de ultracentrifugacdo (ULT). A sensibilidade analitica (limites de deteccdo e quantificacdo
[LoD/LoQ]) de ambos os métodos foi avaliada usando um virus sincicial respiratério bovino (BRSV) como
substituto. Trés abordagens diferentes foram conduzidas para estabelecer o LoD com resultados semelhantes
observados para o ensaio LoD baseado na curva padrdo e no controle interno; LoQ, valores menores que 5
logs foram observados para 0 método ULT comparado ao SMF. Posteriormente, analisamos a deteccdo do
SARS-CoV-2 em amostras de aguas residuais. A detec¢do de SARS-CoV-2 em aguas residuais naturalmente
contaminadas revelou 100% (12/12) e 25% (3/12) de deteccdo usando SMF e ULT com quantificacdo
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variando de 5,06 a 5,46 logl0 cépia do genoma/litro (GC/L) e 5,2 a 7,2 logl0 GCI/L, respectivamente. O
resultado obtido por nossa pesquisa evidencia a importancia da avaliagdo dos métodos utilizados; no entanto,
analises adicionais devem ser realizadas para melhorar as metodologias de concentracdo de baixo custo,

essenciais para uso em paises de baixa renda e em desenvolvimento.

PALAVRAS-CHAVE: SARS-CoV-2, floculagdo organica por leite desnatado, ultracentrifugacdo, eficiéncia
de recuperacdo e limite de deteccéo.

INTRODUCAO

Em janeiro de 2020, o mundo foi surpreendido pela declaracdo da Organizacdo Mundial da Saude de um surto
de uma sindrome respiratéria aguda grave causada por um novo beta-coronavirus, o coronavirus-2 (SARS-
CoV-2), anunciando assim o inicio da pandemia global da doenc¢a de coronavirus 2019 (COVID-19). Embora
a transmissdo do SARS-CoV-2 seja principalmente por goticulas respiratdrias 12, sabe-se que pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2 eliminam particulas virais nas fezes antes, durante e ap6s o surgimento dos
sintomas da COVID-19, permanecendo por alguns dias a varias semanas >

Com base nesse conhecimento, estudos demonstraram a utilidade da epidemiologia baseada em &aguas
residuarias (WBE — wastewater based epidemiology) como uma ferramenta complementar aos testes clinicos,
fornecendo dados ambientais para alertar precocemente 0 aumento na transmissdo do virus em uma
determinada comunidade®*2. Apesar da diversidade de protocolos disponiveis realizados nesses estudos, ainda
ndo ha consenso sobre qual metodologia deve ser utilizada para concentrar e detectar SARS-CoV-2 de
amostras de aguas residudrias. A alta complexidade da matriz associada a sensibilidade analitica que envolve
uma sequéncia de etapas que podem interferir diretamente na deteccdo e quantificacdo viral **. Neste cenario,
em 2021, a Organizagdo Pan-Americana da Saude publicou um guia técnico recomendando diferentes métodos
de concentracdo para laboratérios da América Latina **. Apresentado como método alternativo, de baixo
custo, a floculagdo organica por leite desnatado (SMF — skimmed milk floculation) ¢ uma metodologia
utilizada com sucesso na a recuperagdo de virus entéricos em diferentes matrizes ambientais, incluindo aguas
residudrias 252°, No entanto, a deteccdo de virus envelopados, como o SARS-CoV-2, que pode ser mais
facilmente degradado, é uma questdo a ser observada. Neste contexto, o virus sincicial respiratério bovino
(BRSV) tem sido utilizado como modelo, uma vez que seu genoma consiste em uma molécula de RNA de fita
simples, com um envelope em sua estrutura 113,

Este estudo teve como objetivo comparar os resultados de deteccdo viral obtidos pela metodologia de SMF
com os resultados de ULT, determinando os limites de deteccdo (LoD), por meio de trés abordagens diferentes
1321 hem como o limite de quantificacdo (LoQ) e a eficiéncia de recuperacdo de ambos os métodos usando
BRSV como um virus substituto e controle interno”*21-23, Adicionalmente, buscamos avaliar a deteccdo de

SARS-CoV-2 de amostras de aguas residuais naturalmente contaminadas.

2 ABES - Associacao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



/Mﬁ DA ABES

S m—— ABES

MATERIAIS E METODOS

Amostras de aguas residudrias brutas foram coletadas em 12 pontos de esgotamento sanitario da cidade de
Niteroi. A coleta foi realizada de forma composta, com volume total de um litro (100 mL h-1), no periodo de
janeiro de 2021. Um pool de trés litros de esgoto contendo 250 ml de cada ponto de coleta foi preparado para
ensaios experimentais de LoD/LoQ.

As amostras foram inoculadas com suspensdo de BRSV preparada a partir da vacinal INFORCE 3 para
bovinos (Zoetis - Parsippany, NJ, EUA), seguindo recomendagdo do fabricante. Cada amostra recebeu um
indculo de 500 uL de suspensio BRSV contendo 107 gendmicas/microlitros (GC/uL). Apds preparo, a solucéo
foi quantificada e aliquotas de 1 mL foram armazenadas (-20) °C até o uso.

As concentragdes das amostras foram realizadas segundo 0 método baseado na adsor¢do organica da particula
viral utilizando leite desnatado ¢ e na sedimentacdo das particulas por ultracentrifugacdo 24, descritas
anteriormente.

O 4cido nucleico viral foi extraido utilizando o kit Ql-Aamp®Viral RNA Mini (QIAGEN, CA, EUA) em
sistema automatico QlAcube® (QIAGEN), conforme indicagdo do fabricante.

Os iniciadores e sonda utilizados para deteccdo e quantificagdo do BRSV e SARS-CoV-2 foram baseados
protocolo descrito anteriormente 2526, utilizando a regido conservada do gene N e N2 como alvo de
amplificacdo, respectivamente . A reagdo de RT-qPCR foi realizada no equipamento 7500 Real-Time PCR

System. Informacdes das reacdes de RT-pPCR estdo contidas na Tabela 1.

Tabela 1. Iniciadores, sondas e parédmetros de ciclagem para ensaio RT-qPCR utilizados no estudo.

- . Parametro
Iniciador / sonda A Concentragdo .
Alvo (5'—3") Referéncia final (nM) de ciclagem
RT-gPCR
Forward primer 500 s emo
(TTACAAACATTGGCCGCAAA) Lue 30750 °C;
SARS- . laborad 26 10° 95 °C;
CoV-2 Reverse primer cofaboradores 500 45 ciclos:
(GCGCGACATTCCGAAGAA) (protocolo vy or o
N2 152 95°C
Probe CDC) vy ez o
(FAM-ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG-Black 125 3077 55°C
Hole Quencher 1)
Forward primer (BRSV-F) 400
(GCAATGCTGCAGGACTAGGTATAAT) 30° 50 °C;
BRSV Reverse primer (BRSV-R) Boxus e 400 10795 °C;
N (ACACTGTAATTGATGACCCCATTCT) colaboradores® 40 ciclos:
Probe (BRSV-P) 157795 °C
(FAM- 200 30" 60 °C
ACCAAGACTTGTATGATGCTGCCAAAGCA-
TAMRA)

As quantificacdes dos RNAs do BRSV e SARS-Cov-2 foram estimadas por meio de curva padrdo, na qual
foram utilizadas dilui¢Ges seriadas de 10 vezes, com copias variando de 10° a 10% GC/uL e 10! a 10° GC/uL,

respectivamente, de um fragmento de DNA de fita dupla (gBlock Gene Fragment, Integrated DNA
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Technologies) contendo a sequéncia da regido de amplificacdo alvo especifica. As amostras foram
consideradas positivas quando pelo menos dois dos quatro pocos (diluidos e ndo diluidos) apresentaram valor
de limiar de ciclo (Ct — cycle treshold) inferior a 40.

O LoD foi definido como o menor ndmero de copias gendmicas (GC) de um determinado alvo capaz de gerar
um resultado positivo na reacdo RT-gPCR em pelo menos 95% réplicas enquanto LoQ foi estabelecido como a
menor quantidade de deteccdo e quantificacdo com precisdo e exatiddo, com variabilidade e coeficiente de
variacdo (CV) pré-definidos < 25% 2277,

Para estabelecer a LoD foram realizadas trés abordagens diferentes, sendo: i) ensaio determinado pela curva
padrdo (ALoDcp) - com base na diluigdo seriada de 10 vezes da curva padrdo utilizada (1,6 x 102 a 10°
GC/uL); ii) ensaio pela dilui¢do seriada do controle interno (ALoDci) — com concentrages de 10° a 107
GC/uL e; iii) ensaio baseado apds todo processamento da amostra (PLoD) 32,

Os valores calculados para PLoD e LoQ foram obtidos avaliando os resultados realizados em triplicata (A, B e
C). Para cada réplica, aliquotas foram inoculadas com 500 pL do in6culo de BRSV, sendo entdo realizada a
diluicho seriada de 10 vezes. ALoDsc, ALoDic e PLoD foram estimados usando um modelo de regresséo
logistica (Equacdo p). Foi possivel identificar a concentracdo em que a probabilidade de resposta positiva era

de pelo menos 95%.

L
P = [ okdog CG/ul)

O LoQ foi determinado seguindo um modelo previamente proposto . Para os dados gerados foi considerada a
distribuicdo de probabilidade do tipo log-normal, onde o coeficiente de variacdo (CV) (geométrico) foi

baseado no desvio padrdo (DP) das concentracGes em base logaritmica, conforme equacao CV.

cV = \/e(SD(lniE(FG/#L))Z 1

Onde: p = probabilidade de respostas positivas; L = constante de proporcionalidade; e = nimero de Euler; K =
taxa de inflexdo do modelo; (log GC/uL) = concentragdo (nimero de copias gendmicas/ microlitro); DP =
desvio padrdo; Ln (CG/uL) = logaritmo natural de concentragdes.
A eficiéncia de recuperacdo (%) foi calculada de acordo com a equacéo E.

GC

number of mL of BRSV after concentration

E (%)= x 100

number of%of spiked BRSV

Por meio do software Microsoft Excel (2013) estabelecemos os modelos matematicos para determinar 0s
valores de ALoDcp, ALODci, PLoD e LoQ. No entanto, para andlise estatistica descritiva, teste Mann
Whitney e elaboracdo das figuras utilizamos o software GraphPad Prism v 9.3.0 206 (GraphPad Software, San

Diego, CA, EUA). O nivel de significancia utilizado para os testes estatisticos foi o = 0,05.
RESULTADOS

Determinacéo LoD/LoQ
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Aliquotas das amostras foram avaliadas quanto a ocorréncia de contaminacdo natural por BRSV. Nédo foi
detectado nenhum sinal de RNA do BRSV, demonstrando a auséncia do virus nas amostras ambientais
coletadas.

A seguir, a sensibilidade analitica do ensaio RT-gPCR foi avaliada pelos valores estabelecidos para ALoDsc e
ALoDic com ambos os resultados apresentando a mesma ordem de magnitude (10> GC/uL) com valores
médios de 6,6 x 102 GC/uL e 1,7 x 102 GC/uL, respectivamente. Os resultados obtidos para PLoD revelaram
ULT com valores médios quatro logs menores quando comparados ao método SMF. A determinagdo ULT
LoQ mostrou uma média de 1,86 x 10®> GC/uL, enquanto os resultados do SMF mostraram um valor médio de

3,56 x 108 GC/uL. Dados contidos na Tabela 2.

Tabela 2. Avaliacdo da sensibilidade analitica pela obten¢do do limite de deteccéo (LoD) e quantificacao
(LoQ) de acordo com os métodos de concentracdo de floculacdo de leite desnatado (SMF) e
ultracentrifugacdo (ULT).

PLODS LoQ*
ALoDsct ALoDic? (GC/uL) (GCl/uL)
(GCmL) - (GCML) SMF ULT SMF ULT
A 447x100  214x107  1.26x10°  9.40x10°  6.06x10°
2 6 3 8 4
B bolage | A27X10 T76x10°  309x10°  105x10°  1.24x10
C 3.72x100  8.71x10°  1.23x10°  244x107  3.91x10°
Mean 6.61x102  169x102  1.26x107  1.86x10°  3.56x10°  1.55x10°

Recuperacéo de controle de processo interno

O BRSV foi detectado em 92% (11/12) das amostras quando concentradas pelo método SMF e 100% (12/12)
pelo método ULT. As taxas de recuperacao variaram de 0,1 a 5%, média de 2%, para SMF e 12 a 38%, média
de 19%, para ULT.

As amostras concentradas por SMF apresentou valores menores variando de 0,9 a 6,6 logl0 GC/uL + 1,6. Por
outro lado, a quantificacdo viral das amostras concentradas por ULT apresentaram concentracfes virais
variando de 7,4 a 7,9 log10 copia do genoma/microlitro (GC/pL) + 0,17 (Figura 1A).

Uma vez estabelecidos os valores de LoD, calculamos a eficiéncia de recuperacéo aplicando os limites obtidos
por ALoDsc, ALoDic, PLoD (Figuras 1B, 1C e 1D).

Apos a aplicacdo dos valores de corte, 0 método SMF apresentou diferencgas significativas na eficiéncia de
recuperagdo, variando entre 17% e 33% ap6s o corte feito para os limites obtidos por ALoDsc e ALoDic,
respectivamente. No entanto, o0 método de concentracdo ULT apresentou 0 mesmo sucesso de deteccdo
(100%) em todas as avaliacbes comparativas.

Nenhuma das amostras concentradas por SMF apresentou valores superiores ao limite estabelecido para PLoD.

A discrepéncia dos resultados obtidos entre os métodos de concentracdo foi confirmada estatisticamente pelo
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teste de Mann-Whitney, sendo a significancia estatistica determinada pelo p-valor, onde: p < 0,0001 nos
resultados brutos; p = 0,0011 obtido apds corte por ALoDsc; p = 0,0220 para ALoDsc.
Quanto a avaliacdo da quantificacdo, 100% (12/12) das amostras concentradas por ULT apresentaram valores

superiores ao LoQ, enquanto nenhuma das amostras concentradas por SMF apresentou valores superiores ou

iguais ao LoQ.
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Fig. 1. Box Plot dos resultados da deteccdo e recuperacdo do virus sincicial respiratério bovino para
avaliacdo entre os métodos de concentracdo viral. Os dados brutos sdo mostrados na figura A. Os
demais resultados estdo apresentados nas figuras B, C e D, respectivamente para ALoDsc, ALoDic,
PLoD.

Deteccéo e quantificacdo de SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 foi detectado em 25% (3/12) quando as amostras foram concentradas usando o SMF e a
concentracdo viral foi de 5,06, 5,08 e 5,46 logl0 GC/L £ 0,2. Todavia, 100% (12/12) das amostras
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concentradas por ULT foram positivas, com carga viral variando de 5,2 a 7,2 log10 GC/L + 0,6. As amostras
detectadas por SMF ndo correspondem as amostras que apresentaram 0s maiores valores de quantificacdo
quando concentradas por ULT (6,54, 7,22 e 7,15 log10 GC/L, respectivamente) (Figura 2).

SARS-CoV-2
7.5+ * %
| |
7.0 ®e
6.5 ®
=
@)
o
)
S
6.0
®le
5.5 "
_._
*
5.0 x
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Figura 2. Box Plot dos resultados de deteccdo e quantificagdo de SARS-CoV-2 para anélise
comparativa, demonstrando diferenca estatisticamente significativa entre os métodos de concentragdo
(p =0,0088).

CONCLUSOES

A realizagdo de estudo comparativo da sensibilidade analitica (LoD/LoQ) de método de concentragdo viral
revela a importancia da quantificacdo desses limites usando diferentes abordagens (ALoDsc, ALoDic e PLoD)
para avaliar a eficiéncia de recuperacdo de um virus especifico em cada matriz, como aguas residuarias.

Nosso estudo comparando os protocolos de concentragao viral previamente padronizados para virus entéricos
ndo envelopados 624 teve como objetivo avaliar seu desempenho na deteccdo e quantificagdo de virus
envelopados para que um Unico protocolo pudesse ser usado em estudos de vigilancia ambiental usando aguas
residudrias como matriz de pesquisa.

Aqui, demonstramos a SMF apresentou menor sensibilidade analitica e eficiéncia de recuperacdo para
deteccdo de BRSV em comparagdo ao ULT, bem como para detectar SARS-CoV-2 em amostras haturalmente

contaminadas.
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