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Resumo

A &gua é o recurso natural mais valioso do planeta, pelo que a sua conservacao constitui um dos
mais importantes pilares do desenvolvimento sustentavel. Nas regides em que a escassez de recursos
hidricos constitui uma realidade natural e naquelas em que o crescimento demografico e/ou as alteracdes
climéticas perspetivam essa escassez, a gestdo sustentavel dos recursos hidricos implica a sua conserva-
¢ao e inclui, por conseguinte, a reutilizacdo da dgua. Um exemplo é a reutilizacdo de &guas residuais
(AR’s) na irrigacdo na agricultura, sendo uma alternativa sustentavel, promovendo a reducdo da capta-
c¢do de agua e das descargas de efluentes no meio ambiente.

No entanto, este tipo de &gua pode estar contaminada com microrganismos resistentes aos
tratamentos de desinfecdo convencionais aplicados em estagdes de tratamento de aguas residuais
(ETAR’s), como por exemplo virus patogénicos tais como, Norovirus (NoV), virus da Hepatite A
(HAV), virus da Hepatite E (HEV), Adenovirus (AdV) e Polyomavirus (PyV), constituindo um risco
para a saude humana. Mais ainda a avaliacdo da qualidade microbiologica das AR’s é realizada com
recurso a microrganismos indicadores, sendo 0 mais comumente usado para a indica¢do de poluigéo
fecal, os coliformes fecais, como por exemplo: Escherichia coli, da familia Enterobacteriacae, que ndo
sdo os adequados para a detecdo da presenca/concentracao de particulas virais.

Desta forma, este estudo teve como principal objetivo detetar e quantificar a existéncia de seis
genomas virais (NoV Gl e Gll, HAV, HEV, AdV e PyV) presentes em amostras de AR colhidas em
diferentes pontos de duas ETAR’S de Lisboa (ETAR X e ETAR Y), através de técnicas moleculares de
amplificacdo dirigida (QPCR) e amplificacdo ndo-dirigida (NGS — do inglés, next generation sequen-
cing).

Foram amostrados quatro pontos ao longo de cada uma das ETAR’s em estudo em duas estagdes
do ano distintas, outono e primavera. De um modo geral todos os genomas virais em estudo foram
detetados em concentragdes elevadas (acima de 106 cépias de genoma/L) nos influentes e nos respetivos
efluentes reutilizaveis, com algumas excecdes. Para o caso do genoma de AdV e de HEV estes apresen-
taram variagdes nas suas concentrages consoante a estacdo do ano estudada, estando presentes na pri-
mavera, mas ndo no outono.

Da avaliagdo por sequenciagdo de proxima geragdo verifica-se que hd uma maior diversidade
de familias virais no influente da ETAR X comparativamente ao influente da ETAR Y, estando este
facto provavelmente associado ao tipo de AR que cada ETAR trata. Mais ainda, observou-se um au-
mento da diversidade de familias virais no efluente ap6s o tratamento secundario em ambas as ETAR’s,
sendo maioritariamente familias associadas a bacteri6fagos.

Apesar da evolucdo dos métodos de tratamento das ETAR’s, a sua eficiéncia na
remogdo/inativacdo dos virus é ainda baixa, 0 que podera contribuir para um risco de satde publica,
uma vez que os efluentes tratados destas ETAR’s sdo langados nos recursos hidricos para reutilizacao,
podendo ser uma via de transporte destes virus para populagéo.

Mais ainda este estudo veio corroborar a importancia de se comecar a utilizar virus como
indicadores de contaminacdo fecal nas aguas, sendo que os indicadores bacterianos, ndo conseguem
retratar com precisao os riscos para a salde humana. Desta forma, apesar de ser impraticavel monitorizar
a presenga de todos os agentes patogénicos virais relacionados com a poluicdo das AR’s, o
desenvolvimento de um indicador viral preciso da contamina¢do dos esgotos é necessario para uma
monitorizacdo melhorada da qualidade da agua.

Palavras-chave: Caracterizacdo viral de AR’s, NGS, qPCR, disseminagéo de virus patogénicos



Abstract

Water is the most valuable natural resource on the planet, so its conservation is one of the most
important pillars of sustainable development. In regions where water scarcity is a natural reality and
where population growth and/or climate change prospect that scarcity, sustainable management of water
resources involves the conservation of these resources and therefore includes water reuse. An example
of water reuse is wastewater (WW) reuse in agriculture irrigation, being a sustainable alter-native,
promoting the reduction of water collection and discharges of effluents into the environment.

However, this type of water may be contaminated with microorganisms resistant to conventional
disinfection treatments applied in wastewater treatment plants (WWTP's), such as pathogenic viruses
like Norovirus (NoV), Hepatitis A virus (HAV), Hepatitis E virus (HEV), Adenovirus (AdV) and
Polyomavirus (PyV), constituting a risk to human health. Furthermore, the assessment of the
microbiological quality of WW is carried out using indicator microorganisms, the most commonly used
for the indication of faecal pollution, is faecal coliforms, such as: Escherichia coli, from the
Enterobacteriacae family, which are not suitable for detection of the presence / concentration of viral
particles.

Thus, this study aimed to detect and quantify the presence of six viral genomes (NoV Gl and
Gll, HAV, HEV, AdV and PyV) present in samples of residual water collected at different points of two
WWTP's in Lisbon (WWTP X and WWTP Y), using molecular techniques of directed amplification
(gPCR) and non-directed amplification (next generation sequencing - NGS).

Four points were sampled along each WWTP under study in two different seasons of the year,
autumn and spring. In general, all studied viral genomes were detected in high concentrations (above
108 copies of genome/L) in the influents and in the respective reused effluents, with some exceptions.
For AdV and HEV genomes case, these showed variations in their concentrations according to the
season in study, being present in the spring, but not in the autumn.

From the next generation sequencing assessment, it appears that there is a greater diversity of
viral families in the influent of WWTP X compared to the influent of WWTP Y, this fact is probably
associated with the type of WW that each WWTP treats. In addition, there was an increase in the viral
families diversity in the effluent after secondary treatment of both WWTP’s, being most families
associated with bacteriophages.

Despite the evolution of treatment methods of the WWTPs, their efficiency in removing/
inactivating viruses is still low, which may contribute to a public health risk, since the treated effluents
from these WWTPs are released in the water resources for reuse, which can be a way of bringing these
viruses to the population.

Furthermore, this study corroborates the importance of starting to use viruses as indicators of
faecal contamination in waters, since bacterial indicators are not able to accurately portray the risks to
human health. Thus, although it is impractical to monitor the presence of all viral pathogens related to
WW pollution, the development of an accurate viral indicator of sewage contamination is necessary for
an improved monitoring of water quality.

Key words: Wastewater virome characterization, NGS, gPCR, pathogenic virus dissemination
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Lista de siglas, abreviaturas e simbolos

AdV - Adenovirus

AR — Agua residual

BHQL - Do inglés, black hole quencher 1

BHQ?2 - Do inglés, black hole quencher 2

BKPyV — BK Polyomavirus

cDNA — Acido desoxirribonucleico complementar
CO0, — Dioxido de carbono

Ct - Do inglés, threshold cycler

Da - Dalton

DABCYL - 4-dimethylaminoazobenzene-4'-sulfonyl chloride
DNA - Do inglés, deoxyribonucleic acid

DNase — Desoxirribonuclease

dNTP — Desoxirribonucleotido fosfatado

E. coli — Escherichia coli

EDTA - Do inglés, ethylenediamine tetraacetic acid
ETAR - Estacéo de tratamento de &gua residual
FAM - Do inglés, fluorescein amidite

FRET - Do inglés, fluorescence resonance energy transfer
g - Grama

H — Hora

HAdV — Adenovirus humanos

HAdV-40 — Adenovirus humanos tipo 40

HAYV — Do inglés, hepatitis A virus

HCL - Acido cloridrico

HEV - Do inglés, hepatitis E virus

HEX - Do inglés, hexachloro-fluorescein

HIV — Do inglés, human immunodeficiency virus
H,0 - Agua

iBET - Instituto de Biologia Experimental e Tecnoldgica
Inc — Do inglés, incorporation

IPTG - Isopropil-p-D-tiogalactopirandsido

ITR - Do inglés, inverted terminal repeats

JCPyV —John Cunningham polyomavirus

Kb — Quilo base

L — Litro

LB - Luria-Bertani

Logio— Logaritmo de base 10

M — Molar

m — Massa
min — Minuto
mL — Mililitro
mM — Milimolar
mol — Mole

N — Azoto
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Na,HPO. - Hidrogenofosfato de sddio

NaH.PO. - Di-hidrogenofosfato de sddio

NCCR - Do inglés, non-coding control region

NCR - Do inglés, noncoding region

Nng — Nanograma

NGS - Do inglés, next generation sequencing

nM — Nanomolar

nm — Nandmetro

NO3 — Nitrato

NoV — Norovirus

NoV GI — Norovirus genétipo |

NoV GII — Norovirus genétipo I

ORF - Do inglés, open reading frame

ORF1 - Do inglés, open reading framel

ORF2 - Do inglés, open reading frame2

ORF3 - Do inglés, open reading frame3

P — Fosforo

PA — Pontos amostrados

bp — Do inglés, base pair

PCR - Do inglés, polymerase chain reaction

PEG - Polietileno glicol

pH — Potencial de Hidrogénio

poly-A — Do inglés, polynucleotide adenyltransferase
Prof — Professora

PyV- Polyomavirus

gPCR - Do inglés, polymerase chain reaction quantitative real time
RCF - Do inglés, relative centrifugal force

RNA - Do inglés, ribonucleic acid

RNases — Ribonuclease

rpm — Rotag&o por minuto

RT-PCR - Do inglés, reverse transcription polymerase chain reaction
s — Segundo

SISPA - Do inglés, Sequence-Indepedendent Single Primer Amplification
SMF - Do inglés, skimmed milk flocculation

SOB - Do inglés, super optimal broth

TAE - Tris-Acetato-EDTA

TAMRA - Do inglés, carboxytetramethylrhodamine
Tris — Do inglés, tris(hydroxymethyl)aminomethane
g — Micrograma

USA - Do inglés, United States of America

pL — Microlitro

UV - Ultravioleta

V - Volt

v —Volume

X-gal — 5-bromo-4cloro-3-indolil-p-D-galactopirantsido
oC — Grau Celsius
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1. Introducéao

1.1. Necessidade de reutilizacdo de aguas residuais

Atualmente, a disponibilidade dos recursos hidricos tem escasseado e a sua qualidade tem vindo
a degradar-se devido a varios fatores tais como: as alteragdes climaticas, o crescimento demogréfico, o
desenvolvimento industrial e da agricultura, o controlo insuficiente da poluicdo, entre outras'-3. Assim,
h& uma sobre-exploracdo deste recurso em relacdo a sua disponibilidade, causando situagdes de stress
hidrico como representado na figura 1.1%. Desta forma, surgiu a necessidade de gerir de forma
sustentavel este recurso, através, por exemplo, da reutilizagao de aguas residuais (AR’s) para diversos
fins, tais como: rega agricola e urbana (jardins/parques), atividades industriais, usos recreativos e
ambientais, usos urbanos nao-potaveis €, em alguns paises, até o seu uso potavel*?4-¢,

fndice de Exploragéo de Agua (%)

N ]

] ‘ | ‘
0-10 Nao Stress 11-20 Nio Stress 21-40 Agua em stress =40 Agua em stress extremo
e A = &t -

Figura 1.1 - Indice da exploracéo de 4gua na Europa. (adaptado de Sanz & Gawlik, 2014 [3]).

1.1.1.A origem, constituicéo e caraterizagdo das aguas residuais e das
estacOes de tratamentos de aguas residuais

As AR'’s sdo constituidas por sélidos suspensos, material organico biodegradavel, nutrientes,
metais pesados, microrganismos patogénicos, e material inorganico dissolvido proveniente de atividades
antropogénicas de origem domeéstica, hospitalar e industrial, diluidas ou ndo, em aguas pluviais,
subterraneas e superficiais’®. S8o caracterizadas qualitativamente ao nivel das alteracdes fisicas
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(coloragdo, temperatura, odor, sélidos), quimicas (matéria organica, pH, nutrientes, entre outras) e
bioldgicas (organismos coliformes, microrganismos especificos), e quantitativamente pela variacédo do
caudal, de carga poluente afluente a estacdo de tratamento de &guas residuais (ETAR), e caudal de
dimensionamento®?7-°.

As AR’s chegam a rede de esgotos municipal, sendo direcionadas para ETAR’s, cujo objetivo
consiste na diminuicdo da concentracdo de contaminantes/carga poluente, através processos unitarios
quimicos, fisicos e bioldgicos, possibilitando descargas com valores limites estabelecidos de acordo
com o meio recetor, garantindo a protecdo ambiental?>®1°, As ETAR’s desempenham um papel crucial
na mitigacdo dos microrganismos e na reducdo do risco de transmissdo de agentes patogénicos
responséveis por doengas infeciosas virais associadas ao consumo ou contato com A&gua
contaminada'*!2, Caso ndo se realizem tratamentos as AR’s antes da sua descarga em leng6is hidricos
naturais, estes podem causar efeitos ambientais e na satde humana/puablica, como por exemplo: criagdo
de maus odores, esgotamento de oxigénio dissolvido, libertacdo de nutrientes, contaminantes toxicos e
patogénicos, com possibilidade de causar surtos de doencas infeciosas virais?"*314,

1.1.2.Principais etapas de tratamento de aguas residuais

As AR’s aquando da sua rece¢do nas ETAR’s sofrem um conjunto de tratamentos sequenciais,
tal como elucidado na figura 1.2, constituidos por operacdes e processos conceptualizados segundo a
caracterizagdo qualitativa e quantitativa, entre outros®*°.

Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Mgglﬁf‘zor
reliminar rimario Ari terciario
p e secundério tratado)

Figura 1.2 - Etapas/comboio de tratamento de uma ETAR.

O tratamento preliminar tem como objetivo eliminar ou reduzir residuos de grandes dimensdes,
areias e gorduras pelas seguintes operacdes fisicas: gradagem, tamisacdo, desarenacdo e
desengorduramento de forma a preservar 0s equipamentos mecanicos e evitar obstru¢Ges ou
entupimentos nos restantes tratamentos®®®. A gradagem retém os residuos solidos em suspenséo e
flutuantes, sendo estes retidos a passagem por grelhas com determinado espagamento (figura 1.3). A
tamisacéo é um complemento da gradagem por possuir uma grelha com malha mais fina. A desarenacéo
retira areias através da sua deposicao no fundo de um tanque, e o desengorduramento retira 6leos e
gorduras, sendo efetuado por flotacdo que consiste na injecdo de um fluxo de ar ascendente no interior
do tanque resultando na acumulagéo de gorduras na superficie®*s.



Figura 1.3 - Operacdo de gradagem. (https://aosts.com/types-wastewater-screening/ [*6]).

O tratamento primario tem como objetivo remover sélidos em suspensdo facilmente
sedimentéveis por decantagdo/sedimentacdo ou flotacdo. A operacao de decantacéo retira os sélidos em
suspensdo decantaveis por acdo da gravidade num decantador (figura 1.4). A operacdo de flotacdo é
apenas aplicada para retirar particulas de reduzidas dimensdes cuja sedimentagdo ndo é viavel3°°,

Figura 1.4 - Decantador. (Simdes et al., 2008 [*°]).

O tratamento secundario tem como objetivo remover a matéria organica biodegradavel
dissolvida ou em suspensdo, e nutrientes como por exemplo azoto (N) e fésforo (P), com recurso a
processos bioldgicos®*>7, O sistema de tratamento bioldgico por lamas ativadas (figura 1.5) em
condicOes aerdbias € o mais usado e eficaz para converter/degradar matéria organica biodegradavel
numa lama biol6gica, no entanto também pode ser utilizado em condig¢Bes andxicas, como por exemplo:
no processo bhioldgico de remogéo de N, na fase de desnitrificagdo (nitrato (NO3) é reduzido a N), ou
em condicdes anaerdbias para remocdo de P%!°. Este tipo de tratamento recorre a diversos
microrganismos, tais como bactérias e protozoarios, mantidos em suspensdo no tanque de arejamento
ou num reator bioldgico em conjunto com as AR’s, definindo-se como processo de biomassa suspensa.
Esta biomassa perante a injecdo de oxigénio adsorve a matéria organica dissolvida das AR’s, mantida
em agitacdo, convertendo-a, por sintese e oxidacdo, em produtos finais, tais como diéxido de carbono
(C0o,), &gua (H,0), compostos azotados, e residuos organicos. Estes residuos agregam/floculam
formando flocos bioldgicos devido & segregacdo de uma cadeia polimérica criando uma camada em
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redor das células®1>8, Através da decantagdo, os flocos biolégicos depositam-se no fundo do tanque de
sedimentacdo permitindo a separagdo solido-liquido. Parte das lamas ativadas séo recicladas, de forma
a manter a concentracdo desejada de microrganismos no tanque de arejamento ou reator biol6gico®?’.
Em alternativa existe o processo de biomassa fixa em que 0s microrganismos aderem a um meio inerte,
imadvel e filtrante constituido por rochas, areia ou plasticos no interior do tanque de arejamento ou reator
biolégico. Exemplo deste tipo de processo é o sistema de tratamento por biofiltragdo, em que biofiltros
na qual passam as AR’s, degradam a matéria orginica formando um biofilme -constituido,
maioritariamente, por bactérias®*°.

Figura 1.5 - Sistema de tratamento bioldgico por lamas ativadas. (Simdes et al., 2008 [*°]).

O tratamento terciario € um complemento aos tratamentos anteriores, de forma a garantir a
gualidade exigida do meio recetor, mas também removendo determinados poluentes que ainda
permanegam nas AR’s, como por exemplo: microrganismos patogénicos, particulas dificeis de decantar
e nutrientes®®. Neste tipo de tratamento o processo unitario de desinfecdo tem por objetivo a
inativacdo/eliminacdo de microrganismos patogénicos e atua ao nivel da parede celular, da
permeabilidade celular, da natureza coloidal do protoplasma e dos &cidos nucleicos do
microrganismo®®!>Y7. Para tal, recorre-se a desinfecdo por cloragem, ou seja, por adicdo de cloro
molecular ou de compostos clorados, como por exemplo, cloro gasoso e hipoclorito de sédio, sendo um
processo econdémico que permite inativar os microrganismos pelo comprometimento das membranas
celulares que, por consequéncia, altera a atividade de sintese do DNA. Em alternativa, tem surgido uma
opcao menos poluente e mais eficiente na eliminacdo/inativacdo dos microrganismos, nomeadamente a
desinfecdo com recurso a radia¢do ultravioleta (UV). O alvo principal deste tipo de desinfecdo é o
material genético, onde os microrganismos sao comprometidos quando a luz penetra na célula e é
absorvida pelo &acido nucleico. Esta absor¢ao provoca um rearranjo da informacao genética que interfere
com a capacidade de reproducéo da célula. Assim, os microrganismos sao entdo inativados pela luz UV
devido a danos fotoquimicos ao nivel dos acidos nucleicos?#%17:1°,

1.2.  Microrganismos patogénicos associados a aguas residuais

Uma das principais preocupagdes na reutilizacdo de AR’s ¢ a sua qualidade no que diz respeito
aos microrganismos patogénicos, que podem ser disseminados no ambiente com retorno a populacdo
humana e animal provocando problemas de saude publica e socioecondmicas, caso estas AR’s ndo sejam
eficazmente tratadas?®131417.20 Estes microrganismos podem ser virus, bactérias, helmintias, fungos e
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protozoarios, provenientes de excrecdes (fezes e urina) de individuos infetados, que estdo presentes nas
AR’s na ordem dos milhdes/grama de fezes, constituindo um veiculo de transmissao destes agentes que
poderdo causar doencas em humanos, sendo por isso um potencial risco de salde plblica?-#141720 QO
tipo e a concentragdo de microrganismos em AR’s variam consoante o tipo de populacdo, ao longo dos
meses e até dos dias, estando estes dependentes da capacidade de sobrevivéncia e resisténcia
demonstrada aos tratamentos submetidos e do estado geral de satde da populagdo?®142L,
O risco para a saude humana na reutilizagdo de AR’s tratadas depende:
a) da concentracdo de microrganismos patogénicos presentes, que varia e esta dependente da efi-
ciéncia dos tratamentos aplicados pelas ETAR’s;
b) das caracteristicas epidemioldgicas (persisténcia, laténcia e dose infetante) dos microrganismos
patogénicos presentes na sua constituicao;
c) e daexposicao da populagdo ao contato com esta dgua.

Tendo em conta 0s objetivos da presente dissertagdo irdo apenas ser abordados 0s virus como
exemplo de microrganismos patogénicos presentes nas AR’s.

1.2.1.Virus patogénicos presentes em aguas residuais

Os virus sdo particulas com um didmetro compreendido entre 10 e 500 nm, constituidos por um
genoma circular, linear ou segmentado de DNA ou RNA de cadeia simples ou dupla, envolvidos por
uma camada de proteinas e glicoproteinas (capside) cujo objetivo é de proteger o genoma da degradacéo.
A cépside pode ainda ser envolvida por uma membrana ou involucro lipidico (figura 1.6). S&o também
considerados parasitas intracelulares obrigatorios, pois ndo possuem capacidade de se reproduzirem fora
de uma célula hospedeira?817:22-24,

Figura 1.6 - Estrutura viral. (adaptado de Kayser et al., 2005 [%%]).

Os virus podem ser patogénicos apresentando um maior poder de infetividade, tornando-se um
risco para a salde publica??1?225.%_Q tipo de virus mais detetados em AR’s sdo os virus entéricos
(Tabela 1.1), os quais séo excretados a niveis elevados atingindo 102 microrganismos/grama de fezes,
e estdo associados a doencas tais como: gastroenterite, meningite, hepatite e doencas respiratorias, todas
elas transmitidas através da agua por diversas formas!>'427. Neste ambiente aquético, estes conseguem
sobreviver por longos periodos incluindo varias semanas, ou até mesesi®?!, onde por exemplo o
Adenovirus consegue sobreviver por mais de 80 dias em dgua a 25 °C?.



Tabela 1.1 - Principais virus responsaveis por causarem doencas através do contato coma agua. (adaptado de Rusifiol & Gi-

rones, 2017 [*?]).

Patogénicos Patolosias
Familia Género humanos mais . gla
. relacionadas
importantes
Ad . Gastroenterite,
Adenoviridae Mastadenovirus . o Ehmnano doencas respiratonas,
conjuntivite
Astroviridae Mamastrovims Astrovins 1-9 i G?Sﬁomtmt‘? ;
infeciies respiratdrias
MNorovirus Morovims GI, GIT Gastroenterite
Caliciviridae :
. Sapovirus GI, GIL -
Sapovirus GIV. GV (Gastroenterite
Hepeviridae Orthohepevirs hlméld azngp:h;e E. Hepatite aguda
Enterovims A-D,
Enterovirus Rlur{cw_rus A-C, Meningite, :an?ma]jas
Poliovirus 1-3, de coragdo
Coxsakievirus A-B
) Virus da Hepatite A -
Picornavirid Hepatovirus GLII Hepatite aguda
Kobuvirus Aichivirus A-C (Gastroenierite
Gastroenterite,
Parechovirus Parechovirus 1-16 mfaq:c»es
respiratorias,
meningite
Reoviridae Rotavims Rotavims A-G Gastroenterite

A concentracédo destes agentes nos influentes das ETAR’s pode atingir valores de 10° cpias/L
de AR’s. Mais ainda, diversos estudos demonstram também que estes virus conseguem persistir nos
diversos efluentes das ETAR’s, inclusive nas AR’s reutilizaveis, sendo os mais resistentes os virus
representados na Tabela 1.21220:21.2628

Tabela 1.2 - Variacgdo da concentragdo de alguns virus patogénicos humanos ao longo de uma ETAR. (adaptado de Zhang et
al., 2016 [9]).

Vinus Influente (Copias/L) Efluente secundario (CépiasL) Apds desinfeqio
Enterovirus 22 » 10°-79 = 107 6.8-250 36-67
2.2 % 10729 = 107
Adenovirus  10°-107 6.2-39
5.6 x 10°-1.7 = 10°
Rotavims 1089 = 10° 9.3 = 10" 2x10°
Norovirus 5.6 = 10783 » 100 6.9-250 36-67
55 x 10°-6x10° 5.5 x 10°-7x10°




1.2.1.1. Género Norovirus

Pertencente a familia Caliciviridae, sdo virus sem involucro, de aproximadamente 35 nm de
didmetro e contendo um genoma de RNA de cadeia simples, de sentido positivo, entre 7,4 a 8,3 Kb com
trés grelhas abertas de leitura (ORF’s — do inglés, open reading frames), dos quais a ORF1 codifica as
proteinas ndo estruturais, enquanto que a ORF2 e ORF3 codificam as proteinas estruturais da capside
(VP1, VP2)?42%-31 Estes virus sdo classificados em dez genogrupos, sendo os membros pertencentes aos
genogrupos I, 11, IV, VIII e XIX capazes de infetar humanos®2.

Os norovirus (NoV) (figura 1.7) podem ser excretados entre 107 e 10° copias de genoma/g de
fezes para as AR’s, apresentando uma maior prevaléncia em meses frios'?!®, Sdo considerados os
principais causadores de surtos de gastroenterite aguda, associada normalmente ao genogrupo I,
genotipo 4113334,

Os NoV podem ser transmitidos através do contato pessoa-a-pessoa, pelo consumo de alimentos
ou agua diretamente contaminados por matéria fecal®. Estima-se que a dose infeciosa seja de 10 a 100
particulas virais®.

= 2 e Y A " N2 3 X
Figura 1.7 - Imagem obtida por microscopia eletrénica de particulas virais de Norovirus. (Le Pendu et al., 2006 [*"]).
1.2.1.2.  Género Hepatovirus

Pertencente a familia Picornaviridae, sdo virus sem involucro, de 25 a 28 nm de diametro com
um genoma de RNA de cadeia simples e sentido positivo, de aproximadamente 7,5 Kb com uma ORF
que codifica uma poliproteina, subdividida em trés regides, dos quais P1 codifica proteinas estruturais
(VP1 a VP4), enquanto P2 e P3 codificam as proteinas ndo estruturais®*-4°, O virus da hepatite A
(HAV — do inglés, hepatitis A virus) (figura 1.8) apresenta seis gendtipos, sendo 0s membros
pertencentes aos genotipos I, 11, 111 os mais prevalentes na infe¢cdo de humanos, e o genétipo | o mais
prevalente mundialmente3840,

As regides do Mundo em desenvolvimento com ETAR’s precarias/deficitarias, ou com poucas
condi¢es sanitarias revelam uma maior prevaléncia deste virus, sendo o principal causador de surtos
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de hepatite aguda'?84°, As particulas virais podem ser excretadas na ordem das 107 copias de genoma/g
de fezes, sem sazonalidades, e revelando uma elevada estabilidade e resisténcia no ambiente,
particularmente aos tratamentos impostos pelas ETAR’s23440,

A transmissdo é realizada por via fecal-oral, através do contato pessoa-a-pessoa ou através do
consumo de &gua ou alimentos contaminados!?24%4°, Presume-se que a dose infeciosa do HAV seja 10
a 100 particulas virais®.

Figura 1.8 - Imagem obtida por microscopia eletronica de particulas virais de Hepatite A. (https://phil.cdc.gov/De-
tails.aspx?pid=2739 [*]).

1.2.1.3.  Género Orthohepevirus

Pertencente a familia Hepeviridae, sdo virus sem invélucro, de 30 nm de didmetro com um
genoma de RNA de cadeia simples de sentido positivo, de aproximadamente 7,2 Kb com trés ORF’s,
dos quais ORF1 codifica uma poliproteina ndo estrutural, ORF2 codifica a proteina da capside e ORF3
codifica uma pequena proteina multifuncional?*#244, O virus da hepatite E (HEV — do inglés, hepatitis
E virus) (figura 1.9) apresenta 4 genotipos, capazes de infetar humanos, sendo o principal causador de
surtos de hepatite E aguda e cronica, essencialmente grave em mulheres gravidas e em
imunocomprometidos*>#3, Pode ser excretado entre 10° a 107 copias de genoma/g de fezes, com maior
prevaléncia no Inverno. A transmissdo € realizada pela via fecal-oral ou através do consumo de
alimentos ou agua contaminada, sendo a dose infeciosa desconhecida?2324,



e ‘ (‘lx

Figura 1.9 - Imagem obtida por microscopia eletrénica de particulas virais de Hepatite E. (https://phil.cdc.gov/de-
tails.aspx?pid=5605 [**]).

1.2.1.4. Género Mastadenovirus

Pertencente a familia Adenoviridae, sdo virus sem invélucro, de 70 a 100 nm de didmetro com
um genoma de DNA de cadeia dupla, entre 34 a 37 Kb com regides de repeticdes terminais invertidas
(ITR’s —do inglés, inverted terminal repeats), constituido por sequéncias conservadas, nas extremidades
3’ e 5’ na qual surge a replicagdo do genoma viral, por regides funcionais correspondentes a fase de
replicagdo em que s&o expressas: a regido precoce que codifica proteinas, e a regido tardia que codifica
proteinas estruturais®3%4647 Existem sete espécies de adenovirus (AdV) capazes de infetar humanos,
de A a G, e 69 gendtipos descritos até a data.

Os AdV (figura 1.10) podem ser excretados entre 107 e 10! cépias de genoma/g de fezes, sem
sazonalidade, sendo causadores de gastroenterite, conjuntivite e doencas respiratorias, como por
exemplo, a pneumoniat!t?24,

A transmissdo € realizada por via fecal-oral, através do contato pessoa-a-pessoa, do consumo de
alimentos e 4gua contaminados ou via aérea através de secrecdes respiratorias'2.



Figura 1.10 - Imagem obtida por microscopia eletrénica de partl’culas virais de Adenovirus. (Goldsmith & Miller, 2009 [*8]).
1.2.1.5. Género Betapolyomavirus

Pertencente a familia Polyomaviridae, sdo virus sem involucro, de 40 a 45 nm de diametro com
um genoma de DNA de cadeia dupla, de aproximadamente 5 Kb com trés regifes funcionais: a regido
inicial que codifica proteinas da capside viral (TAg e tAg), a regido tardia que codifica proteinas do
involucro viral (VP1 a VP3), e a regido de controlo ndo codificado (NCCR - do inglés, non-coding
control region) que contém a origem da replicacdo do DNA e elementos promotores e controladores da
transcricdo®®°2, Estdo descritas mais de 30 espécies, sendo que destas cerca de 10 podem infetar
humanos, tal com o JC polyomavirus (JCPyV) e BK polyomavirus (BKPyV) que sdo os mais
prevalentes, causando leucoencefalopatia multifocal progressiva e nefropatia ou cistite hemorragica,
respetivamente!*1249-51 - A maioria da populacdo tem contato com estes virus durante a infancia,
causando uma infecdo em que 0s sintomas S0 escassos ou até mesmo inexistentes. Estes virus
permanecem latentes até idade adulta, na qual podem originar complicacdes em casos de
imunodepressdo, por exemplo, em doentes transplantados ou portadores do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV — do inglés, human immunodeficiency virus)®52,

Os betapolyomavirus (figura 1.11) podem ser excretados na ordem das 10° cépias de
genoma/mL de urina, onde diversos estudos demonstraram que estes virus sao prevalentes em AR’s e
outros ambientes aquaticos sem sazonalidade®%. A transmisséo de JCPyV e BKPyV pode ser via fecal-
oral, respiratoria, transfusdes de sangue, transplantes de drgéos, transplacentéria ou através de fluido
seminal®®t,
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Figura 1.11 - Imagem obtida por microscopia eletronica de particulas virais de Polyomavirus. (Goldsmith & Miller, 2009

)2

1.3. Meétodos de concentracéo e extracao de particulas virais

Os virus geralmente estdo presentes em baixas concentragdes nas amostras de dguas ambientais,
sendo necessario concentra-los em menores volumes, de forma a aumentar a sensibilidade dos
posteriores ensaios, essencialmente na sua dete¢do e quantificacdo. Diversos métodos de concentracao
viral foram desenvolvidos e aplicados em diversos tipos de aguas ambientais, contribuindo para uma
melhor detecdo dos acidos nucleicos virais em ensaios moleculares® -,

A concentragdo viral varia consoante o tipo de agua, por exemplo: em AR’s, as particulas virais
podem ser detetadas em altas concentracGes a partir de pequenos volumes (<100 mL), enquanto que em
agua potavel sdo necessarios maiores volumes (10-1000 L ou mais) devido a estas estarem em
concentragdes mais baixas. A qualidade da 4gua e o volume da amostra sdo fatores que afetam a
eficiéncia das técnicas de concentracdo e posteriormente, as técnicas moleculares de detecdo viral. Cada
técnica apresenta eficiéncias diferentes consoante os virus a concentrar, sendo essencial determinar qual
a melhor técnica para cada tipo de amostra de forma a se obter a melhor concentracdo possivel, tendo
em conta que nenhuma técnica é totalmente eficaz®.

Existem diversos métodos de concentracdo de particulas virais em amostras de agua tais como:
adsorcao e eluicdo, ultracentrifugacéo, floculacdo organica com leite em p6 (SMF - do inglés, skimmed
milk flocculation) e precipitacdo com polietileno glicol (PEG)?*%5%", No entanto, para os objetivos da
presente dissertacdo ira ser abordado o método de concentragdo por floculagdo organica com leite em
po, que foi o método selecionado para o desenvolvimento do presente trabalho.

O método de concentragdo por floculagdo orgénica é eficiente e de baixo custo, sendo um
protocolo simples e reprodutivel, permitindo processar grandes volumes de amostras. Este consiste na
floculacdo das particulas virais através da acidificacdo da agua (pH 3,5) e adicao do leite em p6 sendo
empregue em diversas matrizes de dguas ambientais demonstrando boas recuperacdes®®-°e.

Posteriormente a concentracdo das particulas virais segue-se a extracdo dos acidos nucleicos
virais. Estes métodos sdo normalmente sistemas comerciais pois permitem a reprodutibilidade e
qualidade de laborat6rio para laboratério, e providenciam uma eficiente remogdo de inibidores para
posterior detecdo e quantificacdo molecular®®. Iniciam-se com uma lise da capside, seguido de uma
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remocao de proteinas, residuos celulares e polissacarideos e uma purificacdo pelo sistema colunaffiltro,
esferas magnéticas, ou por precipitacdo. A escolha do sistema comercial é determinante nos resultados
finais, dado que uns favorecem a extracdo de RNA, tratando os &cidos nucleicos extraidos com a proteina
DNase que degrada o DNA, e outros favorecem a extracdo de DNA onde se utiliza RNases que
degradam o RNA?,

1.4. Detecao viral em aguas residuais

Os métodos de detecdo de virus entéricos em amostras ambientais requerem precisdo e
especificidade, sendo os mais utilizados o método classico por propagacao em cultura de células, e 0s
métodos moleculares para a detecdo dos genomas virais alvo por técnicas de biologia molecular®.

1.4.1.Método classico

O método cléssico para a detecdo de virus € a cultura celular na qual se utiliza células do tecido
de interesse ou uma linha celular, sendo propagadas num ambiente favoravel, que permite a sua
multiplicagdo®,

A principal limitacdo deste método deve-se ao facto de certos virus ndo serem cultivaveis e da
sua vagarosidade na obtenc&o de resultados, o que impossibilita a aplicacdo para avaliagdo da qualidade
microbioldgica das AR’s numa ETAR?:61-64,

1.4.2. Técnicas moleculares de amplificacdo de sequéncias genomicas
virais

As evolucbes nas tecnologias moleculares trazem inimeras possibilidades a virologia. As
sequéncias gendmicas tém sido amplificadas e sequenciadas surgindo novas formas de identificar e
caraterizar os virus®,

Na década de 80, Kary Mullis desenvolveu a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR
—do inglés, polymerase chain reaction) que permite a amplificacdo de sequéncias especificas de DNA,
no que resulta num grande numero de cépias idénticas e que serdo posteriormente submetidos a
eletroforese em gel de agarose na presenca de um corante intercalador e detetados por irradiacao de luz
Uv66—70.

Atualmente recorre-se, em regra geral a protocolos de amplificacdo de fragmentos do genoma
para analisar, caraterizar e detetar novos virus, ainda que seja possivel a amplificagdo total. Existem dois
principais tipos de protocolos: as amplificacfes dirigidas e as ndo-dirigidas que sdo dependentes ou nao
de um conhecimento a priori das sequéncias virais a amplificar’.

1.4.2.1.  Amplificacdes dirigidas

As amplificacdes dirigidas baseiam-se na técnica de PCR, demonstrada na figura 1.12. Esta
inclui a desnaturacdo do DNA, a hibridacao de duas sequéncias oligonucleotidicas iniciadores da reacéo
de polimerase ou primers (direto e complementar reverso), tendo em conta as suas temperaturas de
desnaturacdo que devem ser semelhantes para a formacdo de complexos estaveis aos alvos
complementares; e a sua extensdo por acdo da polimerase de DNA termoestavel, através de

12



determinados ciclos de temperatura que dependem da quantidade de sequéncia alvo e da eficiéncia da
reacdo®t-°,

= - =3 —

1 tmpératuna Desnaturagio

Extensdo

Hibridagio

Tempo

Figura 1.12 - Esquema da técnica PCR. (adaptado de Kubista et al., 2006 [%8]).

Este tipo de protocolo contem derivagbes, nomeadamente: PCR associado & reacdo de
transcricdo reversa (RT-PCR — do inglés, reverse transcription polymerase chain reaction) e PCR em
tempo real (qPCR — do inglés, polymerase chain reaction guantitative real time), sendo estas as mais
utilizadas na detecéo e quantificacdo de segmentos especificos dos genomas virais em amostras de agua
devido a rapidez de execucdo, alta sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade 2455646869,

Atécnica RT-PCR recorre a transcri¢do reversa, ou seja, a enzima transcriptase reversa sintetiza
DNA complementar (cDNA) a partir do molde de RNA que, posteriormente possibilita a amplificagdo
através do protocolo da PCR®"2,

A técnica gPCR é uma das mais utilizada para a detecdo de virus entéricos pois possibilita
amplificar e detetar ou quantificar o produto simultaneamente e em tempo real através de fluorescéncia
detetada por um termociclador com um software que extrapola os dados’"®. De forma a obter a melhor
eficiéncia possivel, a selecdo da regido de hibridacdo dos primers para amplificacdo de uma sequéncia
especifica deve resultar em fragmentos pequenos, idealmente, entre 50 a 150 bp (do inglés, base pair)™.
A reacdo inicia-se com fraco sinal de fluorescéncia, indistinguivel do background contudo a medida que
ocorre a desnaturacéo das cadeias de DNA e hibridacao de primers que resultam na sintese dos produtos
mediado pela polimerase, surge a detecdo de fluorescéncia - threshold cycler (Ct) - e conforme o
aumento de produtos sintetizados, aumenta a detecdo de fluorescéncia exponencialmente - fase
exponencial - até surgir a fase plateau, caraterizado pela estabilizacéo do sinal derivado a limitagdo dos
reagentes, inativacdo da polimerase, ou reducéo da eficiéncia da desnaturacéo, figura 1.13676877-8,
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Figura 1.13 - Representacdo gréafica das fases da reacdo de qPCR. Ct — intercecdo da curva de amplificagdo da amostra com
o threshold (adaptado de Kubista et al., 2006 [%€]).

Este tipo de método utiliza sondas, nomeadamente sondas TagMan (5° Nuclease)™. Estas
detetam o produto amplificado de uma determinada sequéncia através da fluorescéncia gerada na
amplificagdo, uma vez que sdo constituidas por uma molécula reporter na extremidade 5’ e um quencher
na extremidade oposta 3°7%7581-8 Quando a sonda se liga a cadeia alvo complementar de DNA, o
corante sofre uma transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia devido a proximidade fisica
(FRET - do inglés, fluorescence resonance energy transfer), em que o reporter emite energia
proporcionalmente a quantidade de DNA que esta a ser amplificado para o quencher que a dissipa sob
forma de calor™ 7781828 A detecdo de amplificacdo é possivel devido a clivagem das sondas marcadas
com o reporter a sequéncia alvo a amplificar, pela atividade exonucleasica da DNA polimerase que
provoca a interrupgéo do FRET577:81-838587,

A quantificacdo dos produtos resultantes da qPCR pode ser realizada de diversas formas. De
acordo com o0s objetivos desta dissertacdo, aborda-se a quantificacdo absoluta que determina o nimero
de copias de DNA, essencialmente através do método da curva padrdo, ou seja, uma representacdo
gréafica previamente construida a partir de amostras com concentra¢éo conhecida e que por extrapolagdo
determina-se a concentracéo inicial de uma amostra de concentragdo desconhecida (figura 1.14)%°7,
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Figura 1.14 - Gréfico da curva padrdo com concentragfes de DNA conhecidas nos pontos de A - E. (adaptado de Butler,
2005 [8]).

14



Contudo estas técnicas baseadas em biologia molecular aplicadas a aguas podem apresentar
algumas limitagGes, tais como: a incapacidade de distinguir particulas virais vidveis ou infeciosas de
inativas ou mortas, suscetibilidade a diversos inibidores normalmente presentes neste tipo de amostras
de &gua, obtengdo de resultados falsos positivos originados por contaminacdes, e a dependéncia da
hibridacdo de primers ao alvo complementar que requer um conhecimento a priori das sequéncias a
amplificar, o que impede detetar genomas virais que ndo estejam descritos®1922558,

1.42.2. Amplifica¢Ges néo dirigidas

As amplificacbes ndo-dirigidas permitem detetar novos virus, uma vez que nao requerem um
conhecimento a priori das sequéncias a amplificar, o que permite a evolugdo da metagenémica®1:8%-91,

Nos Ultimos anos uma das metodologias mais utilizadas para identificagdo de novos virus em
amostras ambientais, € a sequenciacdo de proxima geracdo (NGS — do inglés, next generation
sequencing), sendo uma sequenciacdo de alto rendimento, que gera milhGes de sequéncias
simultaneamente a partir de uma amostra®°-%4, Existem diversos equipamentos de sequenciacéo, mas
nesta dissertagdo é apenas referenciado o Miseq, comercializado pela Illumina, Inc. sendo um dos
equipamentos mais utilizados pelo seu reduzido custo, em comparagdo com as outras plataformas,
rapidez, eficacia e alto rendimento®.

Na presente dissertacdo para detetar o DNA ou RNA viral recorreu-se a técnica denominada de
SISPA (do inglés — Sequence-Indepedendent Single Primer Amplification)’ . Nesta técnica é necessario
um enriquecimento viral da amostra, na qual se combina métodos de filtragdo, deposicdo das particulas
virais por ultracentrifugacdo e (eventualmente) purificacdo através de gradiente de densidade e digestao
enzimatica de 4cidos nucleicos usando DNases e RNAses, caso ndo possuam capside®. Perante genomas
de RNA, é necessario converter as sequéncias virais em cDNA com uso de primers de sequéncia
definida, associada a uma sequéncia de 6 a 8 bp degeneradas no extremo 3’ ou em que esse extremo
traduza uma regido com multiplos nucleotidos de desoxitimidina, o que possibilita uma hibridagdo dos
primers a RNA’s caudas de poly-A. A segunda cadeia de DNA ¢ sintetizada mediante a utilizagdo de
uma polimerase parcialmente desprovida de atividade exonucledsica na presenca dos primers
anteriormente mencionados. Posteriormente, a dupla cadeia de DNA é amplificada por PCR com recurso
de um primer complementar a regido definida dos primers utilizados®. A técnica possibilita identificar
genomas virais desconhecidos presentes em qualquer amostra biolégica em quantidades limitadas®’.
Contudo, a identificacdo das sequéncias virais pode ser dificultada caso haja a presenca de acidos
nucleicos contaminantes, pois estas podem ser amplificadas, o que proporciona dificuldades na
identificacdo das sequéncias virais®.

Tendo em conta esta contextualizacdo, é imperativo assumir a metagenémica como uma
ferramenta poderosa com inimeras possibilidades aplicadas em virologia, essencialmente por NGS,
tornando possivel identificar novos virus® 1%,

1.5. Objetivos

Estudos recentes demonstram que os métodos de tratamentos convencionais utilizados nas
ETAR’s ndo sdo eficazes na remog¢do dos virus mais resistentes, e que a avaliacdo da qualidade
microbiologica das AR’s é realizada com recurso a microrganismos indicadores, sendo o mais
comumente usado para a indicagdo de poluicdo fecal, os coliformes fecais, como por exemplo:
Escherichia coli, da familia Enterobacteriacae, que ndo sdo os adequados para a detecdo da
presenca/concentracdo de particulas virais*6:911145664,
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Desta forma, este estudo teve como principal objetivo detetar e quantificar a existéncia de virus
presentes em amostras de agua residual colhidas em diferentes pontos de duas ETAR’S de Lisboa,
através de técnicas moleculares de amplificacdo dirigida (qQPCR) e amplificacdo ndo-dirigida (NGS) de
sequéncias gendmicas virais. Para tal, foram propostos quatro objetivos especificos:

otimizacdo da técnica de recuperacgdo e concentracdo de particulas virais da matriz agua;
otimizacdo da extracdo de acidos nucleicos virais (RNA e DNA);

otimizacdo das técnicas moleculares de amplificacdo dirigida (duplex gPCR’s);
caracterizacdo do viroma através de metodologias ndo-dirigidas (NGS).

Hwn e

Este estudo ird providenciar ferramentas moleculares rapidas e eficazes para avaliar a eficiéncia
dos tratamentos convencionais utilizados pelas ETAR’s no que diz respeito a inativacdo/eliminacdo de
virus entéricos patogénicos humanos. Permitira também monitorizar o viroma presente ao longo das
duas ETAR’s, de forma a melhor se compreender a variagéo e persisténcia deste em todo o processo de
tratamento de aguas residuais urbanas.
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2. Material e métodos

2.1. Caracterizacao das estacdes de tratamento de aguas residu-
ais em estudo e recolha de amostras de agua residual

As ETAR’s selecionadas para o estudo estdo localizadas no distrito de Lisboa e possuem as
carateristicas descritas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Caracteristicas das Esta¢Oes de tratamento de &gua residual analisadas. UV - Ultravioleta (adaptado de Rodri-
gues, 2015 [%8]).

Equival . . - .
quiva .ente Tipo de 4gua Pontos de Fluxo médio Tipo de Tratamento
ETAR populacional residual descarga (md/dia) tratamento bioldgico
(habitantes) 9 g
- . . Terciari - x
X 756 000 Domeéstico Rio Tejo 140 000 ermzr{;) com Biofiltracdo
Doméstico e . . Terciario com Lamas
Y 255000 industrial Rio Tejo 50000 uv ativadas

As amostras de AR foram recolhidas em duas alturas diferentes do ano: Outono de 2018
(Outubro) e Primavera de 2019 (Abril), sendo recolhido 1 L do influente inicial, 5 L do efluente apds o
tratamento secundario (figura 2.1), e 10 L do efluente descarregado no rio Tejo e do efluente ap6s o
tratamento terciario, que consiste na AR reutilizavel. Todas as amostras foram recolhidas em triplicados,
e em biddes de 20 L de plastico estéril e transportadas imediatamente para o laboratorio, sendo mantidas
a 4 °C até serem processadas no maximo até 12h apds a colheita.

Figura 2.1 - Recolha do efluente ap6s o tratamento secundario na ETAR X. (Fotografia do autor).
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2.2. Concentracéo de particulas virais por floculacéo organica

2.2.1.Preparacéo da solucéo de leite em pé para floculagdo

Para a solugdo pré-floculada de leite em pd (1%(m/v)) foi dissolvido 10 g de leite em p6 (Conda
Pronadisa, Madrid, Espanha), em 1 L de 4gua do mar artificial (Sigma Aldrich Quimica GMBH, Sintra,
Portugal), sendo o pH ajustado para 3,5 com HCL a 1M.

2.2.2.Floculacdo orgéanica

Foram adicionados 10 mL e 100 mL da solucéo anterior as amostras de AR de 1 L e 10 L,
respetivamente (concentracédo final de leite em p6 a 0,01% (m/v)), e o pH foi ajustado para 3,5 com
HCL 1 M. Posteriormente, as amostras de AR ficaram sob agitacdo constante durante 8 h & temperatura
ambiente (figura 2.2), e mais 8 h sem agitacdo para a sedimentacao dos flocos. Os sobrenadantes foram
cuidadosamente removidos através de uma bomba de vacuo de forma a ndo perturbar o sedimento. Este
sedimento (cerca de 500 mL) foi entdo transferido para um frasco de centrifugacdo e concentrado por
centrifugacdo a 5500 RCF por 45 minutos a 12 °C na centrifuga J-26 Avanti® XPI Beckman Coulter.
De seguida, o sobrenadante foi rejeitado e o concentrado, onde se encontram as particulas virais, foi
ressuspendido em 8 mL de tampé&o fosfato 0,2 M com pH a 7,5 (1:2 (v/v) mistura de 0.2 M Na;HPQO, e
0.2 M NaH2P0O.). O concentrado foi guardado a -20 °C até posterior utilizagéo.

Figura 2.2 - Floculagéo com leite em p6 — amostras de AR sob agitacdo constante durante 8 h. (Fotografia do autor).
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2.3. Detecdo e quantificacdo dos genomas virais alvo por proto-
colos gPCR TagMan

Para o presente estudo foram selecionados fragmentos correspondentes a seis genes virais, de
acordo com a sua importancia clinica na saude publica e distribuicdo mundial. Através de colaboragdes
estabelecidas com o Laboratorio Cell Line Development and Molecular Biotechnology do Instituto de
Biologia Experimental e Tecnoldgica (Doutora Ana Coroadinha) e com o Laboratério Environment,
Reaction, Separation and Thermodynamics da Faculdade de Farmécia da Universidade de Coimbra
(Doutora Ana Miguel Matos), foi possivel obter DNA de Adenovirus (AdV) serotipo V, e de JC Poly-
omavirus (JCPyV). Em relagéo aos restantes controlos uma vez que se tratava de virus com genomas de
RNA, cuja estabilidade é reduzida, optou-se por sintetizar fragmentos do gene que codifica a jungédo
ORF1/ORF2 para NoV GI, NoV Gll e HEV, e do gene que codifica a regido 5’ regido ndo codificada
(5’NCR - do inglés, 5’ noncoding region) para HAV em plasmideos recombinantes fabricados pela
NZYTech (Portugal).

A detecdo e quantificacdo dos genomas de AdV e PyV foi efetuada através de um protocolo
duplex gPCR TagMan otimizado durante o desenvolvimento da presente dissertacdo, enquanto que 0s
genomas de NoV GI, NoV GllI, HAV e HEV foram detetados e quantificados através de um protocolo
tetraplex gPCR TagMan, otimizado no &mbito de outro estudo da equipa.

2.3.1.Extracdo de acidos nucleicos a partir dos concentrados virais

A extracdo de &cidos nucleicos virais foi efetuada a partir de 140 pL do concentrado obtido na
etapa 2.2.2, através do sistema comercial QlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN®, lzasa, Carnaxide,
Portugal) de acordo com as instrucGes do fabricante (protocolo em anexo I). Em resumo, cada amostra
foi lisada sob condigdes desnaturantes para inativar RNases e garantir o isolamento do RNA viral. As
condi¢des dos varios tampdes foram ajustadas de modo a permitir a ligagdo do RNA a membrana da
coluna de extragdo. Apos esta ligacdo, os contaminantes foram removidos em duas etapas com diferentes
tamp0es de lavagem, e 0 RNA foi eluido num tampao RNase free, ficando limpo de proteinas, nucleases,
e outros contaminantes e inibidores. O RNA extraido foi depois quantificado no espectrofotometro
Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) e guardado a -80 °C até posterior utilizacéo.

Nota: Uma vez que ndo foi realizado o tratamento com DNase, no final da extracdo foi eluido
ndo s6 o RNA viral, como também o DNA viral. Ao contrario das amostras colhidas no Outono, as
amostras colhidas na Primavera ndo se adicionou RNA carrier. Este reagente tem como funcdo
aumentar o rendimento de RNA extraido, principalmente em amostras com baixas concentragdes de
RNA.

2.3.2.Sintese de cDNA por RT-PCR a partir de RNA

A sintese de cDNA a partir do RNA viral extraido em 2.3.1 foi realizada com recurso ao sistema
comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), de acordo com as
instrugdes do fabricante. Assim, a 10 uL de RNA viral extraido foram adicionados 10 pL de mistura de
transcricdo reversa contendo 2 pL de tampé&o de transcrigéo reversa (concentrado 10x), 0,8 uL de dNTPs
concentrados a 10 mM, 2 pL de hexameros aleatérios (primers de sequéncia aleatdria), 1 pL de
transcriptase reversa MultiScribe ™ e 4,2 pL de agua livre de nucleases, perfazendo um total de 20 pL.

19



As misturas de reacdo foram suavemente agitadas e colocadas num termociclador VWR-Doppio, em
que o perfil térmico programado inclui um passo de hibridacéo a 25 °C por 10 minutos, extensdo dos
primers hibridados a 37 °C durante 120 minutos, e inativacao da transcriptase reversa a 85 °C por 5 min.
O cDNA obtido foi depois quantificado usando o espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific) e armazenado a -20 °C até posterior utilizacdo no gPCR.

2.3.3.Preparacao e otimizacao das curvas padréo para o multiplex
TagMan gqPCR

2.3.3.1. Amplificacdo de DNA genomico de AdV e PyV por PCR

Para gerar as curvas padrao para cada ensaio de gPCR foram amplificados fragmentos de genes
de interesse de regifes conservadas por PCR convencional. As sequéncias de primers utilizadas,
ilustradas na tabela 2.2, foram desenhadas ex novo para o presente estudo. Para a PCR cada reacdo de
25 pL continha 12,5 pL de NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYTech), 500 nM de cada primers
foward e reverse, 2 uL de DNA molde e 8,5 uL de &gua livre de nucleases. Os controlos negativos
corresponderam a reagdes em que o volume de DNA molde foi substituido por agua livre de nucleases.

Tabela 2.2 - Primers utilizados para amplificacéo de sequéncias genémicas virais em estudo. AdV — Adenovirus; PyV —
Polyomavirus.

Desi a . . -
eS|gr?agao dos Sequéncia (5° - 3’) Referéncia Posi¢do nucleotidica
primers
. GCTGCCAACAGC . 15958 - 15977 (genoma
AdV Primer foward GCGCTACE Made in house referéncia com o numero de
acesso MK836309)
. GACACTGTCTCCA . 18368 - 18387 (genoma
AdV Primer reverse CGGCCGG Made in house referéncia com o nimero de
acesso MK836309)
. GATGGTTAAAGT . 3709 - 3730 (genoma nlimero
PyV Primer foward |\ rrreecte Made in house de acesso MN164516)
. TGCTATTGCTTTG _ 4578 - 4599 (genoma
PyV Primer reverse ATTGCTTCA Made in house referéncia com o numero de
acesso MN164516)

As reacGes de amplificagdo foram efetuadas no mesmo termociclador VWR-Doppio. Para a
amplificacdo da sequéncia gendmica de AdV utilizou-se um protocolo base que incluiu um passo inicial
de desnaturacdo a 94 °C durante 5 minutos, seguindo-se 35 ciclos com uma etapa de desnaturacdo a 94
°C por 30 s, uma etapa de hibridacéo dos primers a 63 °C durante 1 minuto, e uma etapa de extenséo
dos primers hibridados a 72 °C por 45 s. Por fim, foi efetuado um passo de extenséo final de 72 °C por
5 minutos. A reacdo de amplificagdo da sequéncia gendémica de PyV incluiu um passo inicial de
desnaturacéo a 95 °C durante 3 minutos, seguindo-se 35 ciclos com uma etapa de desnaturagéo a 94 °C
por 30 s, uma etapa de hibridacdo dos primers a 52 °C durante 30 s e uma etapa de extensdo dos primers
hibridados a 72 °C por 30 s. Por fim, efetuou-se uma etapa de extenséo final de 72 °C por 5 minutos.
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2.3.3.1.1. Anélise dos produtos de amplificacéo por eletroforese em gel de
agarose

Com o objetivo de verificar a correta amplificacdo do fragmento do gene de interesse, 0s
produtos de PCR foram corridos por eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Assim, o gel foi preparado
por dissolucdo de 1,5 g de agarose electrophoresis grade (NZYTech) em 100 mL de tampdo TAE (40
mM Tris-Acetato, ImM EDTA, pH 8,0), ao qual se adicionou 2 pL de GreenSafe Premium (NZY Tech)
gue permite a visualizacdo dos fragmentos de DNA quando submetidos a luz Ultravioleta (UV). Ap6s
a polimerizacdo o gel foi colocado na tina de eletroforese com tampdo TAE 1x, tendo sido aplicados 5
ML do produto de PCR de cada amostra. Paralelamente com as amostras, utilizou-se um marcador
molecular de 100 bp (NZYTech). Por fim, aplicou-se uma corrente elétrica de 100 V durante 40 min. A
visualizacdo dos produtos de amplificagdo no gel efetuou-se sob iluminacdo UV, no Gel-Doc EZ (Bio-
Rad). De seguida, determinou-se a concentracdo e pureza dos produtos de amplificagdo no
espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific).

2.3.3.2.  Purificacédo dos produtos de amplificacdo por PCR

Os produtos de PCR foram purificados pelo sistema comercial NZYGelpure kit (NZYTech) de
acordo com as indicagdes do fabricante (protocolo em anexo I1). Resumidamente, aos produtos de am-
plificacdo obtidos em 2.3.3.1 foi adicionada 5x o volume inicial de solucéo de ligacdo. Ap6s um short
spin colocou-se a mistura num sistema coluna/filtro e efetuaram-se dois passos de lavagem com uma
solucéo a base de etanol (washing buffer). Por fim o DNA purificado foi eluido da coluna com 50 pL de
solucéo de eluicédo (pré-aquecida a 55 °C). Os produtos de amplificagdo purificados foram visualizados
num gel de agarose a 1,5%, nas mesmas condigdes descritas anteriormente. Por fim, determinou-se a
concentracdo e pureza no espectrofotdmetro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). Os produtos de
PCR purificados foram armazenados a -20 °C até posterior utilizacao.

2.3.3.3.  Clonagem molecular

Os produtos de PCR purificados no passo anterior foram clonados no vetor disponibilizado
comercialmente, designado pPGEM®-T Easy (Promega), ilustrado na figura 2.3 que recorre ao plasmideo
da bactéria Escherichia coli como hospedeiro, de forma linearizada que inclui residuos de nucle6tidos
de timidina na extremo 3’, o que potencia a eficiéncia da ligagdo entre moléculas de vetor e insertos com
extensoes 3’ adeniladas, prevenindo a recirculariza¢do do vetor.
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Figura 2.3 - Esquema representativo do vetor plasmidico pPGEM®-T Easy. (https://www.promega.com/-/media/files/resour-
ces/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-and-pgem-t-easy-vector-systems-protocol.pdf [*]).

Este vetor contém uma origem de replicacdo e um marcador de sele¢do (gene bla) que codifica
a enzima (B-lactamase) que catalisa a hidrolise do anel B-lactamico da ampicilina, 0 que proporciona
resisténcia das bactérias a ampicilina. O gene lacZ que codifica o péptido a da enzima 3-galactosidase
contem sequéncias de nucle6tidos correspondentes a locais de clivagem com enzimas de restricao,
designado sitio de clonagem multipla, flanqueado por promotores de transcri¢do dos fagos T7 e SP6. A
IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosido) promove a expressdo da proteina, 0 que inativa a proteina
repressora Lacl, o que provoca a incapacidade de ligagdo ao promotor da transcri¢do de lacZ. Caso, haja
interrupcdo da sequéncia deste gene surge a expressdo de p-galactosidase ativa, derivado a
complementacéo das fragdes da B-galactosidase expressas a partir do DNA plasmidico e cromossémico
bacteriano (fragmento ®), que hidrolisa X-gal (5-bromo-4cloro-3-indolil-p-D-galactopirandsido) e
assim proporcionar a identificacdo de colonias azuis. Caso o plasmideo contenha o fragmento de DNA
exogeno, € interrompida a sequéncia do gene em causa provocando a incapacidade de expresséo de -
galactosidase ativa, e hidrolisando o X-gal, o que permite a visualiza¢do de coldnias brancas.

2.3.3.3.1. Obtencéo de celulas Escherichia coli competentes e sua transfor-
macao

Para obtencdo de células E. coli competentes para introdugdo do DNA exo6geno foi preparada
uma cultura saturada de Omne Shot Chemically Competent E. coli TOPI10 Ultracomp™ Cells
(Invitrogen). Para a ligacdo do DNA ao vetor foram testadas diversas proporc¢des de inserto/vetor,
compreendidas entre 1/8 e 10/1, de forma a selecionar a melhor razdo molar da concentragéo de vetor e
do fragmento a inserir. As misturas de ligacdo continham até 10 uL de diversos reagentes descritos
detalhadamente na tabela 2.3 e foram incubadas overnight a 4 °C até & sua utilizacdo para a
transformacdo de células bacterianas competentes.
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Tabela 2.3 - Reagentes e volumes utilizados para ligacdo de DNA ao vetor pGEM®-T Easy (Promega).

Reagentes Volume (nL)
2X Rapid Ligation Buffer 5
pGEM®-T Easy Vector (50ng) 1
Produto de PCR purificado 1 (Proporcdo 1/1)
DNA ligase do fago T4 1
Agua livre de nucleases 2

Para iniciar a transformacdo de células bacterianas competentes realizou-se um short spin a
mistura de ligacdo e utilizou-se 2 pL adicionados a 25 ulL do sedimento celular. Agitou-se
cuidadosamente a mistura e incubou-se durante 30 minutos em gelo. De seguida, as amostras sofreram
um choque térmico tendo sido colocadas em banho maria a 42 °C durante 30 s e seguidamente em gelo
durante 2 min. Foi adicionado 125 uL de meio Super Optimal Broth (SOB), disponibilizado pelo sistema
comercial. A suspensdo bacteriana foi incubada a 37 °C, durante 1h 30, com agitacdo a 225 rpm. Por
fim, inoculou-se por sementeira 100 pL da suspensdo bacteriana as placas de Petri com meio liquido LB
(Ldria-Bertani) solido suplementado com X-gal (40 pg/mL) e ampicilina (100 pg/mL). O plagueamento
foi realizado com auxilio de um espalhador estéril e as placas de Petri incubadas overnight, a 37 °C para
obtencdo de col6nias.

As culturas de E.coli que ndo foram utilizadas, foram armazenadas e conservadas em stocks de
glicerol, a -80 °C.

2.3.3.4. Extracdo de DNA plasmidico

A extragdo do DNA plasmidico foi realizada pelo sistema comercial NZYMiniprep kit
(NZYTech), de acordo com as instru¢bes do fabricante. Transferiu-se 1,5 mL da cultura de E. coli
crescida em meio LB liquido suplementado com ampicilina (100 pg/mL) em tubos Eppendorf® de 1,5
mL e centrifugou-se durante 30 s a 12600 rpm. Descartou-se 0 sobrenadante, adicionou-se 250 ulL de
solucdo Al (tampao com RNase) e agitou-se vigorosamente no vértex. Adicionou-se 250 ulL de solugdo
A2 (lise alcalina), agitou-se invertendo a solucdo até 8 vezes e incubou-se a solugdo a temperatura
ambiente durante 4 min. Adicionou-se 300 uL de solucdo A3, repetiu-se o passo da agitacdo e
centrifugou-se a 12600 rpm durante 10 min. Colocou-se a coluna num tubo de recolha de 2 mL,
adicionou-se o sobrenadante resultante da centrifugacao e centrifugou-se a 11000 RCF durante 1 minuto
e descartando o eluido. Adicionou-se 500 pL de solucdo AY (pré-aquecida a 50 °C), centrifugou-se a
12600 rpm durante 1 minuto e descartou-se o eluido. Adicionou-se 600 uL de solucdo A4 (contém
etanol), e repetiu-se o passo da centrifugacado e tendo-se descartado o eluido. Colocou-se a coluna num
novo tubo de recolha de 2 mL e centrifugou-se a 12500 rpm durante 2 minutos e descartou-se o eluido.
Colocou-se a coluna num tubo Eppendorf® de 1,5 mL, adicionou-se 50 uL de solugéo de elui¢do no
centro da coluna (pré-aquecida a 55 °C), incubou-se a temperatura ambiente durante 1 minuto e por fim
centrifugou-se a 12500 rpm durante 1 min. Por fim, determinou-se a sua concentragdo e pureza no
espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific).

Apos a obtencdo do DNA plasmidico com os fragmentos de interesse para cada genoma viral
em estudo, procedeu-se a otimizagdo das curvas de padrdo do PCR’s quantitativo, com o objetivo de
determinar a sensibilidade de cada ensaio, inicialmente em singleplex e posteriormente em duplex.
Assim, através da concentracdo do DNA plasmidico e pelo tamanho de cada genoma viral, foi
determinado o nimero de copias de genoma, utilizando-se a seguinte formulal®:
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concentracio de DNA (%)x&OZleO23

Numero de copias de genoma = (2.1)

tamanho do genoma viralx1x10°x650

Este célculo € baseado no pressuposto de que o peso médio de 1 bp corresponde a 650 Da, ou
seja, uma mole de 1 bp pesa 650 g e que o peso molecular de qualquer molécula de DNA de cadeia
dupla pode ser estimado através do produto do seu comprimento (em bp).

Seguidamente efetuaram-se dilui¢des seriadas destes DNA’s plasmidicos, variando entre 10%a
1 copia de genoma/pL.

2.3.4.Desenvolvimento e otimizacéo das reacoes de TagMan gPCR
em multiplex

2.3.4.1. Desenvolvimento e otimizacao do protocolo duplex gPCR Ta-
gMan para detecdo dos genomas virais de AdV e PyV

Para detecéo e quantificacdo das particulas virais em estudo nas respetivas amostras de AR, foi
otimizado o protocolo de TagMan gPCR em duplex dirigido aos genomas de AdV e PyV, de acordo
com as diretrizes do Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experimentst,

Para cada gPCR foram utilizados primers e sondas marcadas com fluor6foros de acordo com a
tabela 2.4. As sequéncias dos primers e das sondas foram desenhadas ex novo para o0 presente estudo.
Para tal, foram efetuados multiplos alinhamentos de sequéncias de referéncia disponibilizadas na base
de dados do GenBank para cada gene alvo, utilizando-se o software Mafft 7. Posteriormente as
sequéncias selecionadas foram avaliadas através da combinacdo de varias ferramentas informaticas,
nomeadamente o Multiple Primer Analyzer (Thermo Fisher Scientific) e o PrimerBlast. As respetivas
sequéncias quer dos primers quer das sondas, foram sintetizados pelas empresas Eurofins Genomics
(Alemanha) e Stabvida (Portugal).

Tabela 2.4 - Sequéncias de primers e sondas utilizados para os protocolos de duplex gPCR TagMan. AdV — Adenovirus;
PyV — Polyomavirus.

Desi a . . -
esignagao dos Sequéncia (5> - 3°) Referéncia Posicao nucleotida
primers/sondas
16168 -16187 (genoma
Primer foward AdV CGGCGGTATSCTGCCCCTC Rodriguez et al., 2013 [*%?] referéncia com o ndmero de
acesso MN628615)
16307 - 16325 (genoma
Primer reverse AdV GGACTCTCACGCTCGCTTG Made in house referéncia com o nimero de
acesso MN628615)
16230 - 16254
[HEX]TTGCATCCGTGGCCT . o 6230 - 16254 (genoma
Sonda AdV TGCAGGCGCA[BHQ1] Rodriguez et al., 2013 ['%?] referéncia com o nimero de
acesso MN628615)
. CAGGAAAGTCTTTAGGGT . 4240 - 4265 (genoma
Primer foward PyV CTTCTACC Made in house referéncia com o numero de
acesso MN154516)
' AGGTGCCAACCTATGGAA ' 4397 - 4419' genoma referéncia
Primer reverse PyV CAGAT Made in house com o nimero de acesso
MN154516)
Sonda PyV [FAMIAGGATCCCATCACT Made in house 42830;1142(:2?:;2'22 ;if:sr:: -
CTACCCCACCT[BHQ1] MN154516)
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Inicialmente o ensaio de qPCR foi otimizado em singleplex, onde cada rea¢do continha 10 uL
de 2x SensiFAST™ Probe No-Rox Mix (Bioline), 2 uL. de DNA plasmidico (20 a 40 ng), concentracfes
variaveis de cada primers foward e reverse, sondas e de agua livre de nucleases, de forma a perfazer 20
uL.. O modo de preparacao dos controlos negativos foi semelhante ao descrito no topico 2.3.3.1.

Assim, para cada singleplex, as concentracGes de cada primers foward e reverse variaram entre
100 nM a 500 nM e as concentragfes da cada sonda entre 100 nM a 250 nM, sendo que as concentracdes
finais encontram-se na tabela 2.5.

Tabela 2.5 - Concentragdes finais usadas para a quantificacdo de genomas virais por gPCR singleplex dirigido para aos geno-
mas alvo: AdV — Adenovirus e PyV — Polyomavirus.

Reagentes Concentracao molar (nM)
Primer foward AdV 300
Primer reverse AdV 300
Sonda AdV 100
Primer foward PyV 300
Primer reverse PyV 300
Sonda PyV 100

O programa de qPCR aplicado para cada singleplex foi o aconselhado na ficha informativa da
mistura de qPCR comercial SensiFAST™ Probe No-Rox, nomeadamente: desnaturag&o inicial a 95 °C,
por 5 minutos, seguido de 40 ciclos incluindo uma etapa de desnaturacao rapida entre 95 °C, por 10 s e
uma etapa de hibridagdo compreendida de 60 °C durante 30 s.

Ap0s otimizacdo de cada gPCR em singleplex, procedeu-se a otimizacao do duplex qPCR, tendo
sido testado as mesmas concentragdes de primers e sondas e 0 mesmo programa de gPCR de cada um
dos gPCR em singleplex.

2.3.5.Protocolo tetraplex gPCR TagMan para detecdo dos genomas
virais de NoV GlI, NoV GlII, HAV e HEV

Para a detecdo e quantificacdo das particulas virais em estudo nas respetivas amostras de AR,
foi utilizado um protocolo de TagMan gPCR em tetraplex dirigido aos genomas NoV GI, NoV Gl|,
HAV e HEV, previamente otimizado no Ambito de outro estudo de acordo com as diretrizes do Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments!®,

Para cada gPCR foram utilizados primers e sondas marcadas com fluor6foros de acordo com a
tabela 2.6. As sequéncias dos primers e das sondas foram retiradas da literatura e sintetizados pelas
empresas Eurofins Genomics (Alemanha) e Stabvida (Portugal).
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Tabela 2.6 - Sequéncias de primers e sondas utilizadas para os protocolos de tetraplex gPCR TagMan. NoV GI — Norovirus
GI; NoV GII — Norovirus Gll; HAV — Virus da Hepatite A; HEV - Virus da Hepatite E.

nggnagao dos Sequéncia (5> - 3°) Referéncia NUmero de acesso Posicao nucledtida
primers/sondas
Primer foward NoV | CCATGTTCCGBTG | Ramanan et al., 2017
G GATGC 19 MK387055 191 - 208
Primer reverse NoV | CCTTAGACGCCAT Kageyama et al.,
Gl CATCATTTAC 2003 [1] MN186390 L-17
[FAM]AGATRGCG Kagevama et al
Sonda NoV Gl ATCTCCTGTCCAC 923/03 1] v MN186390 716 - 737
A[BHQ1]
Primer foward NoV | ATGTTYAGRTGG | Ramanan et al., 2017
Gl ATGAGATTCTC [ NC_044046 4997 - 5019
Primer reverse NoV | TCGACGCCATCTT Kageyama et al.,
Gll CATTCACA 2003 [104] MN210082 744 - 764
[HEX]TGGGAGGG Kagevama et al
SondaNoV GIl | CGATCGCAATCT[ gevame e al. NC_044047 5024 - 5043
2003 99
BHQ1]
. TCACCGCCGTTTG Costafreda et al.,
Primer foward HAV CCTAG 2006 [1%9] MK829707 68 - 85
. GGAGAGCCCTGG Costafreda et al.,
Primer reverse HAV AAG G 2006 [1°9] MK829707 223 - 241
[Texas
RED]JGATTCCTGC Costafreda et al.,
Sonda HAV AGGTTCAGGGTTC 2006 [19] MK829707 152 - 174
T[BHQ2]
. CGGTGGTTTCTGG .
Primer foward HEV GGTGAC Made in house MN646695 5443-5461
. AGGGGTTGGTTG .
Primer reverse HEV GATGAATATAG Made in house MN646695 5491-5513
[FAM]GGGTTGAT
Sonda HEV TCTCAGCCCTTCG Made in house MN646695 5463-5484
C[BHQ1]

O programa de gPCR compreendeu um passo de desnaturacgao inicial a 95 °C por 5 minutos,

seguindo-se 40 ciclos de desnaturacdo rapida a 95 °C durante 15 s, uma etapa de hibridag&o a 60 °C por
1 minuto numa primeira reagdo, e 65 °C por 1 minuto numa segunda reacdo. Na tabela 2.7 estdo
ilustradas as concentragdes finais utilizadas.

Tabela 2.7 - Concentragdes finais usadas para quantificacdo viral por gPCR tetraplex dirigido para os genomas alvo. NoV
Gl — Norovirus GI; NoV GlI = Norovirus Gll; HAV — Virus da Hepatite A; HEV - Virus da Hepatite E.

Reagentes Concentracéo molar (nM)
Primer foward NoV Gl 100
Primer reverse NoV Gl 400

Sonda NoV Gl 250
Primer foward NoV GlI 100
Primer reverse NoV GlI 400

Sonda NoV GllI 100

Primer foward HAV 100
Primer reverse HAV 400
Sonda HAV 100
Primer foward HEV 100
Primer reverse HEV 400
Sonda HEV 100
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2.4. Avaliacdo da comunidade viral por analise metagenémica por
sequenciacao de préxima geracao

2.4.1. Amostras analisadas e extracdo do RNA viral

As mesmas amostras de 2.1 foram também processadas para avaliacdo por sequenciacdo de
préxima geracao. Para tal apos a concentracdo das particulas virais por floculagdo orgénica (capitulo
2.2), 0 RNA viral foi extraido utilizando o mesmo sistema comercial descrito em 2.3.1 de acordo com
as instrucdes do fabricante, quantificado no espectrofotdbmetro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific) e guardado a -80 °C até posterior utilizac&o.

2.4.2.Sequenciagdo de proxima geragao

Para a avaliacdo da comunidade viral existente nas amostras recolhidas em cada ponto de cada
ETAR por sequenciacdo de proxima geracao, foi estabelecida uma colaboragdo com o Laboratério de
Virus Contaminantes de Agua e Alimentos do Departamento de Genética, Microbiologia e Estatistica
da Universidade de Barcelona. Assim, as amostras de RNA foram enviadas em gelo seco para o
laboratorio mencionado, onde foram preparadas as bibliotecas gendmicas e realizadas as sequenciacoes
no equipamento Illumina Miseq (2x300 bp). O processamento bioinforméatico e a classificagdo
taxondémica das leituras das sequéncias obtidas foram analisados pelo software Web Genome
Detectivel®. Esta ferramenta tem como funcéo identificar e classificar os virus presentes numa amostra
analisando as sequéncias obtidas pela plataforma Illumina.
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3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizacdo das estagOes de tratamento de aguas residu-
ais em estudo e recolha de amostras de aguas residuais

Ambas as ETAR’s em estudo pertencem ao distrito de Lisboa, e tratam aguas residuais
maioritariamente domésticas e hospitalares nas quais foram amostrados quatro pontos. Assim, na ETAR
X o0s pontos amostrados foram: 1) influente ap6s o tratamento preliminar pelo sistema de gradagem; I1)
efluente que segue para o rio Tejo apds o tratamento secundario (biofiltracdo); I1) efluente apds
passagem por um sistema de filtracdo por membrana; 1V) efluente reutilizdvel ap6s a adicdo de
hipoclorito de sddio a 10%. No caso da ETAR Y os pontos amostrados foram: 1) influente ap6s o
tratamento preliminar pelo sistema de gradagem; Il) efluente apds o tratamento secundario (lama
ativadas); I11) efluente que segue para o rio Tejo apds passagem por um filtro de areia; 1V) efluente
reutilizavel apds a adi¢do de hipoclorito de sédio a 10%. Assim, salienta-se que no caso do efluente que
vai para 0 Rio Tejo, existe uma diferencaentre aETAR X eaETAR Y, sendo que na ETAR Y o efluente
passa ainda por um sistema de filtracdo de areia e s depois é descarregado no rio, o que contribui para
a descarga de uma agua mais limpa com menor carga microbiana.

Mais ainda, o tratamento terciario com desinfecdo por UV néo estava a ser aplicado em nenhuma
das ETAR’s em estudo, tendo sido apenas utilizado a adi¢do de hipoclorito de sodio a 10%. Esta
alteracdo no método de desinfecdo podera ter consequéncias ao nivel da eliminagdo/inativagdo dos
microrganismos, nomeadamente na baixa eficiéncia demonstrada na remocao de parasitas e alguns
virus, que apresentam uma resisténcia moderada a alta a este desinfetante’?’. Mais ainda, este
desinfetante é téxico podendo levar a formacdo de subprodutos, mutagénicos e/ou cancerigenos
perigosos que irdo ser libertados no meio ambientel®,

3.2. Concentracéao de particulas virais por floculacdo organica

No método de concentragdo de particulas virais por floculagdo organica os flocos de leite em p6
em meio acido tém a particularidade de adsorver as particulas virais presentes nas amostras em estudo,
aumentando o seu peso e facilitando a sua precipitacdo ao longo do tempo'®. E um método maioritari-
amente utilizado em amostras ambientais para detetar virus de DNA, como rastreiro de contaminagdo
microbioldgica, tais como o JCPyV, AdV suino, e Polyomavirus bovino em amostras de aguas superfi-
ciais e subterraneas''; para estudos da diversidade viral em aguas de rio para detecdo dos virus HAV,
NoV, JCPyV entre outrost'!!: e também para pesquisa de virus quer de RNA quer de DNA em amostras
de 4gua do mar'®!1, Mais recentemente, este método foi também utilizado com sucesso para a detecéo
de NoV e HAV em amostras de frutos vermelhos!!2. Por ser um método simples e de fécil execucéo,
que permite processar um grande volume de amostra (10 L), tem sido também utilizado para concentra-
cao de particulas virais em amostras de agua residual para posterior avaliacdo e caracterizacdo do viroma
por NGS®7113,

Assim, no presente estudo, dado ao tipo de amostras de &gua a analisar e ao objetivo do trabalho,
este método revelou-se ser o mais apropriado para a concentracdo de particulas virais, utilizadas como
base para posterior pesquisa e caracterizacdo de genomas virais por abordagens diretas e indiretas.
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3.3. Detecao e quantificacdo dos genomas virais por protocolos
TagMan gqPCR

3.3.1.Extracdo de acidos nucleicos a partir dos concentrados virais

No presente estudo a extracdo de &cidos nucleicos virais foi efetuada com o sistema comercial
QlAamp® Viral RNA Mini Kit, que apesar de ser dirigido para extracdo de RNA viral, permite também
extrair o DNA viral, desde que ndo se adicione a enzima DNase. Assim, as concentragdes de RNA
obtidas variaram entre 7 ng/uL e 133 ng/uL, e a pureza entre 1,9 e 4,8 para a razdo de absorbancias
260/280 e 0,03 e 0,7 para a razéo de absorbancias 260/230 (Anexo I11). De acordo com a literatura, uma
amostra de RNA é considerada pura quando estes valores variam entre 1,8 e 2,2, sendo que valores fora
deste intervalo significam que ha uma possivel contamina¢do da amostra com proteinas, fenol, sais,
etanol ou outros contaminantes. Assim, as amostras de RNA obtidas com valores acima de 2,2 para a
razdo 260/280 estardo provavelmente contaminadas com proteinas e as que apresentaram valores abaixo
de 1,8 para a razdo 260/230 poderao estar contaminadas com etanol.

Relativamente as amostras de DNA viral obtidas, a concentracgao variou entre 11,8 ng/uL e 73,3
ng/ul e as purezas entre 1,8 e 2,65 para a razdo de absorbancias 260/280 e entre 0,03 e 0,4 para a razdo
de absorbancias 260/230 Os valores obtidos para a razdo 260/230 estdo abaixo dos valores de referéncia
0 que significa que as amostras de DNA estdo provavelmente contaminadas com etanol.

Estas contaminagbes das amostras de RNA e DNA extraidas, devem-se aos residuos dos
reagentes utilizados na extragdo de acidos nucleicos (etanol), podendo resultar numa sobrestimacgéo de
concentracdo de cidos nucleicos!!*, o que podera influenciar a eficiéncia dos protocolos moleculares
que serdo posteriormente utilizados.

3.3.2.Preparacao e otimizacéo das curvas padréo para o protocolo
duplex TagMan qPCR

Para a preparacdo das curvas padrdo necessarias a otimizacdo dos protocolos de qPCR,
amplificou-se primeiramente por PCR convencional fragmentos de interesse dos genomas de AdV e do
PyV. Assim, para 0 AdV amplificou-se um fragmento de 760 bp, e para o PyV um fragmento de 890 bp
(Figura 3.1). Uma vez que foram também obtidas bandas inespecificas, os produtos amplificados foram
purificados a partir do gel de agarose, através do sistema comercial NZYGelpure kit (NZYTech).
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Figura 3.1 - Observagdo dos produtos de amplificacéo obtidos para 0 genoma de Adenovirus e Polyomavirus aps a sua se-
paracdo por eletroforese em gel de agarose a 1,5%. (A) fragmento de Adenovirus; (B) fragmento de Polyomavirus. M — Mar-
cador molecular: NZYDNA Ladder IV (NZYTech). C - Controlo negativo de amplificacdo.

3.3.2.1. Clonagem molecular das sequéncias amplificadas de AdV e
PyV

A clonagem dos produtos de amplificacdo obtidos no passo anterior foi efetuada com recurso
ao vetor pGEM® -T Easy, utilizando-se E. coli como hospedeiro de clonagem. A mistura de ligagao foi
efetuada diretamente com os produtos de PCR purificados, tendo-se utilizado uma razao inserto/vetor
de 1/1. A selecéo dos clones bacterianos possuindo plasmideos recombinantes foi efetuada visualmente
pela observacdo da coloragdo das coldnias (brancas ou azuis), tendo sido analisadas um conjunto de 39
e 16 coldnias brancas 60 e 24 col6nias azuis na clonagem das sequéncias amplificadas de AdV e o PyV,
respetivamente (Figura 3.2).

Figura 3.2 - Observagao do resultado da clonagem com os fragmentos do genoma de Adenovirus (A) e Polyomavirus (B).
Colonias brancas - E.coli cujo plasmideo tem inserido o fragmento de interesse (inserto); Colénias azuis - E.coli cujo plasmi-
deo ndo tem o inserto.

A presenca de cada um dos fragmentos de interesse de AdV e PyV no plasmideo das respetivas
colonias foi confirmada através dos PCR convencionais descritos anteriormente (Figura 3.3).
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Figura 3.3 - Observacéo dos produtos amplificacdo obtidos para Adenovirus (A) e Polyomavirus (B), ap6s clonagem mole-
cular para confirmagao do inserto no plasmideo das coldnias brancas de E. coli. M — Marcador molecular: NZYDNA Ladder
IV (NZYTech). C - Controlo negativo de amplificacéo.

A concentracdo do DNA plasmidico obtido variou entre 80 ng/uL e 171 ng/uL e a pureza para
cada uma das raz0es de absorbancias entre 1,9 e 2,0 para 260/280 e entre 1,8 e 2,0 para 260/230 (Anexo
IV). Através da concentragdo de DNA plasmidico foi determinado o nimero de copias de genoma para
cada um dos genomas em estudo, de forma a se efetuarem as diluigdes seriadas (entre 10° e 1 cdpias de
genoma/pL) necessérias para a otimizag&o e determinagdo do limite de detec&o dos protocolos de gPCR.

Para obtengdo das curvas padrdo dos protocolos de gPCR, optou-se pela metodologia atrés
descrita (clonagem de fragmentos em vetor) devido ao laboratério de Food Safety and Microbiology do
iBET, onde decorreu o trabalho pratico desta dissertacdo, ndo ter as condi¢es necessarias para a
manutenc¢do e manipulagdo de culturas de virus, sendo que este laboratdrio esta dirigido para populacdes
bacterianas e flngicas presentes nos alimentos.

3.3.3.Desenvolvimento e otimizacédo do protocolo de duplex TagMan
gPCR para pesquisa simultanea de genomas de AdV e PyV

Os protocolos de multiplex TagMan qPCR permitem detetar e quantificar genomas de
microrganismos de uma forma rapida, precisa e com elevada sensibilidade, sendo cada vez mais
utilizados para pesquisa e quantificagdo de genomas virais em amostras ambientais!>126,

Assim, no presente estudo foi desenvolvido e otimizado um protocolo de duplex TagMan qPCR
para pesquisa simultanea de genomas de AdV e PyV nas amostras de agua residual colhidas nas duas
ETAR’s em diferentes estacdes do ano. A otimizagao deste protocolo foi dividida em varios passos:
primeiramente foi otimizado o protocolo em singleplex para a dete¢cdo do genoma de cada um dos virus
em estudo, onde para o caso do protocolo de gPCR em singleplex dirigido ao genoma de AdV, obteve-
se uma eficiéncia de 88,92%, um R? de 0,9994 e um slope de -3,6196 (Figura 3.4) O limite de detecdo
foi de 1 cOpia de genoma/reacao.
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qPCR singleplex para diluicdes seriadas do genoma de AdV
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Figura 3.4 - llustragdo da curva padréo obtida para o protocolo de singleplex gPCR direcionado ao genoma de Adenovirus.

(A) Diluictes de DNA de Adenovirus seriadas de 10° a 1 copias de genoma; (B) respetiva relagdo entre o logaritmo da con-

centracéo inicial de DNA e os valores de Ct de amplificacdo. Neg — controlo negativo da reacdo de gPCR cujo template cor-
responde a &gua e RNA free; Ct — intercecdo da curva de amplificagdo da amostra com o threshold.

Para o caso do protocolo em singleplex dirigido ao genoma de PyV, foi possivel obter uma
eficiéncia de 90,06%, um R? de 0,9995 e um slope de -3,5857 (Figura 3.5). O limite de detecéo foi de
1 copia de genoma/reacao.

qPCR singleplex para dilui¢des seriadas do genoma de PyV
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Figura 3.5 - llustracdo da curva padrdo obtida para o protocolo de singleplex gPCR direcionado ao genoma de Polyomavirus,
e (A) Diluigdes de DNA de Polyomavirus seriadas de 106 a 1 copias de genoma; (B) respetiva relagdo entre o logaritmo da
concentracdo inicial de DNA e os valores de Ct de amplificacdo. Neg — controlo negativo da reacdo de gPCR cujo template

corresponde a 4gua DNA e RNA free; Ct — intercecdo da curva de amplificagdo da amostra com o threshold.

Posteriormente, apds a otimizacao de cada protocolo de gPCR em singleplex, procedeu-se entdo
a otimizagdo do protocolo de gPCR em duplex para a detecéo simultdnea de genomas de AdV e PyV.
Assim os Ct obtidos para as vérias dilui¢fes nos protocolos singleplex ndo devem variar em mais do que
1 Ct, em relacéo ao protocolo de gPCR em duplex (figura 3.6). A eficiéncia obtida por este protocolo
gPCR duplex foi superior a 84% e o limite de detecdo manteve-se igual aos protocolos em singleplex,
ou seja, de 1 copias de genoma/reacgdo (figura 3.6) para cada um dos genomas virais em estudo.
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Duplex qPCR para os genomas de AdV e PyV
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Figura 3.6 - llustracdo da relagdo linear entre o logaritmo da concentragdo inicial de DNA e os valores de amplificagdo entre
10% e 1 cdpias de genoma para o protocolo de duplex qPCR e para cada um dos protocolos de gPCR em singleplex para os
genomas de Adenovirus (A) e Polyomavirus (B). Ct — interce¢do da curva de amplificagdo da amostra com o threshold.

Resultados semelhantes foram obtidos por outros autores, homeadamente num estudo cujo
objetivo foi determinar a eficiéncia de remog&o viral em lagos de tratamento de AR’s, com recurso a
protocolos qPCR em singleplex, onde os autores obtiveram limites de detecdo de 5 e 10 copias de
genoma para os genomas de AdV e PyV, respetivamente!!’. Na passagem de um protocolo de gPCR em
singleplex para multiplex € normal ocorrer uma diminuic¢do no limite de dete¢do da técnica, uma vez que
existe na mistura de reacdo mais do que um alvo em estudo podendo ocorrer competicdo pelos reagentes.
No entanto, no presente estudo esta diminui¢do ndo se verificou, o que demonstra que as concentracdes
dos reagentes utilizados estdo nas quantidades necesséarias, ndo ocorrendo competicéo.

Apo0s otimizacao deste protocolo duplex TagMan qPCR para dete¢do dos genomas de AdV e
PyV, este foi aplicado as amostras de AR recolhidas em varios pontos das duas ETAR’s no Outono e na
Primavera de 2018 e 2019 respetivamente, tendo-se obtido as quantificagdes descritas na figura 3.7.
Estes valores resultam da média de 6 replicados técnicos.
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Figura 3.7 - Representacédo grafica das quantificacdes obtidas para os genomas de Adenovirus e Polyomavirus na ETAR X
(A) e na ETAR Y (B), nos diferentes pontos de amostragem das recolhas de Outono de 2018 e Primavera de 2019. PA — Pon-
tos amostrados na ETAR X: | - Influente apds o tratamento preliminar pelo sistema de gradagem; 11 - efluente que segue para

o rio Tejo apods o tratamento secundario (biofiltracdo); 111 - efluente ap6s passagem por um sistema de filtragdo por mem-
brana; IV - efluente reutilizavel apds a adicéo de hipoclorito de sddio a 10%. Na ETAR Y os pontos amostrados foram: | -
influente ap6s o tratamento preliminar pelo sistema de gradagem; 11 - efluente ap6s o tratamento secundario (lamas ativadas);
111 - efluente que segue para o rio Tejo apds passagem por um filtro de areia; 1V - efluente reutilizavel apds a adicéo de hipo-
clorito de sddio a 10%.
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Assim, foi possivel verificar que tanto na ETAR X como na ETAR Y no Outono de 2018 o
genoma de AdV néo foi detetado em qualquer ponto de amostragem, no entanto o mesmo néo se verifica
na colheita feita na Primavera de 2019. Esta diferenca entre as duas estagdes do ano podera estar
relacionada com a temperatura da AR na ETAR, que pode afetar a sobrevivéncia do AdV*8. No entanto,
genomas de adenovirus humanos (HAdV) estdo normalmente presentes em maiores concentragdes do
que outros virus entéricos em amostras de AR’s''°, sendo excretados em elevadas concentragdes pelos
doentes infetados (mais de 10 particulas virais por grama de fezes)'?°, assim, esta auséncia de AdV no
outono podera ter sido pontual e estar apenas relacionada com o momento de recolha das amostras de
AR.

Relativamente a colheita realizada na Primavera, 0 genoma de AdV foi detetado nos 4 pontos
de amostragem, apresentando maiores concentracdes na ETAR X do que na ETAR Y, o0 que seria de
esperar uma vez que a ETAR X recebe os influentes de um maior nimero de habitantes e de mais fontes
hospitalares do que a ETAR Y. Assim, verificou-se que na ETAR X ocorreu uma diminuicdo da
concentragdo do genoma de AdV entre o influente e o efluente reutilizavel, de cerca de 3 Logio, enquanto
que na ETARY esta diminuicao nao foi observada, demonstrando que os tratamentos aplicados por esta
ETAR séo pouco eficientes na remogéo deste virus. Tendo em conta que o AdV é um dos virus entéricos
mais prevalente em amostras de agua residual e com maior tolerancia aos tratamentos quimicos e fisicos
aplicados nas ETAR’s?, 0 seu destino nestes processos de tratamento devera ser mais aprofundado, de
forma a melhorar a sua remocao/ inativagao.

Comparativamente com a literatura, as concentragdes obtidas de AdV nas AR’s estudadas estio
dentro da mesma ordem de grandeza, observando-se ligeiras altera¢es, nomeadamente num estudo feito
em Italia, cujo objetivo foi detetar e quantificar genomas de virus entéricos em AR’s recolhidas em
cinco ETAR’s urbanas, onde se observou que a concentragdo média de AdV foi de 3,30x10’ copias de
genoma/mL no influente, e de 7,60x10° cpias de genoma/mL no efluente. Estas variagdes poderdo estar
relacionadas com o método de concentracdo de particulas virais aplicado pelos autores, tendo sido
efetuada por ultracentrifugacdo. Mais ainda o AdV é um virus termoestavel altamente resistente aos
tratamentos de desinfecdo aplicados nas ETAR’s, o que podera justificar as elevadas concentragdes
obtidas nos varios estudos'?,

Outro estudo desenvolvido na Suica cujo objetivo foi investigar a ocorréncia e concentracdo de
HAdV tipo 40 (HAdV-40) entre outros, por protocolos de gPCR, em amostras de AR de 31 influentes
de ETAR’s entre junho a agosto (Verdo) e Novembro a Janeiro (Inverno). As ETAR’s selecionadas
serviam uma populacdo que varia entre 2 000 e 50 000 habitantes, incluindo quintas de producéo de
bovinos. Foi desenvolvido um ensaio duplex, entre outros, para a detecdo e quantificacdo de HAdV-
40/PAdV. Assim, obteve-se uma concentracdo média de HAdV-40 de 6,80x10° copias de genoma/L nas
amostras de Verdo, e de 3,28x10° copias de genomas/L nas amostras de Inverno. Estes valores foram 3
logo inferiores aos obtidos no presente estudo na recolha da primavera na ETAR X. Esta diferenca
poderd estar ndo so relacionada com a estacdo do ano em que foram recolhidas as amostras de AR ser
diferente, como também com o método de concentracdo de particulas virais utilizado. Os autores
recorreram a filtracdo por membrana e precipitacdo com PEG. A filtragdo por membranas tem sido
aplicada, igualmente, para concentrar particulas virais em AR, apresentando boa eficiéncia devido a
disponibilidade de diversos tamanhos de poros, contudo, estes colmatam frequentemente em efluentes
turvos e com forte caudal*?. A precipitacdo com PEG é um método mais adaptado e aplicado em AR,
contudo é limitado pelo volume méaximo a ser processado, cerca 1 L, ndo sendo especifico para
concentracdo de particulas virais, pois também concentra compostos organicos?.

No caso do genoma de PyV, verificaram-se ligeiras diferencas nas concentracGes entre as duas
estacBes do ano, no entanto observou-se uma diminuicdo na concentracdo de PyV entre o influente e 0
efluente reutilizavel de 1 e 2 Logio na ETAR X e na ETAR'Y, respetivamente. Esta ligeira diminuigdo
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demostra uma vez mais a baixa eficiéncia na remogdo de genomas virais dos tratamentos aplicados em
cada uma das ETAR’s em estudo. Concentragdes semelhantes de PyV foram também obtidas num
estudo onde 15 ETAR’s portuguesas foram analisadas no Inverno de 2013. Através do protocolo qPCR
foram obtidas concentracOes de 5,22x10° e 1,69x10° cdpias de genoma/L para o PyV no influente e no
efluente das ETAR’s, respetivamente®. Mais ainda, noutro estudo foram obtidas concentragdes de
9,6x10% 4,1x10% cdpias de genoma/L antes e depois tratamento secundario, respetivamente e de 1,1x10*
copias de genoma/L no efluente reutilizavel'!'.

Por fim, salienta-se ainda que no efluente que é descarregado no rio, no caso da ETAR Y, ha
uma maior diminuicdo na concentracdo de AdV e PyV, (de 3 Logio) do que ha ETAR X (de 0 Logao),
apesar destas concentragdes serem semelhantes nos influentes. Este facto podera estar relacionado com
0 passo adicional de filtracdo por cascalho e areia realizado pela ETAR Y.

3.3.4.Protocolo tetraplex gPCR TagMan para detecao dos genomas
virais de NoV GI, NoV GlII, HAV e HEV

O protocolo tetraplex TagMan gPCR para dete¢do dos genomas de NoV GlI, NoV GlI, HAV e
HEV desenvolvido e otimizado no ambito de outro estudo do laboratério, apresentou uma eficiéncia
entre 88 e 103% e um limite de detecdo de 100 copias de genoma/reagdo para NoV Gl, e de 10 copias
de genoma/reacdo para NoV Gll, HAV e HEV. Assim, este protocolo foi, igualmente, aplicado as
mesmas amostras de AR recolhidas nas duas ETAR’s no Outono de 2018 ¢ na Primavera de 2019. As
concentragdes obtidas para cada um dos genomas virais em estudo e as suas variagdes entre cada um
dos pontos amostrado, encontram-se representadas na figura 3.8. Estes valores resultam da média de 6
replicados técnicos.
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Figura 3.8 - Representacéo grafica das quantificaces obtidas para os genomas de Norovirus Gl, Norovirus Gll, virus da
Hepatite Ae Ena ETAR X (A) ena ETAR Y (B), nos diferentes pontos de amostragem das recolhas de Outono de 2018 e
Primavera de 2019. PA — Pontos amostrados na ETAR X: | - Influente apds o tratamento preliminar pelo sistema de grada-

gem; 11 - efluente que segue para o rio Tejo ap6s o tratamento secundario (biofiltragdo); 111 - efluente apds passagem por um
sistema de filtragdo por membrana; IV - efluente reutilizavel apds a adicéo de hipoclorito de sodio a 10%. Na ETAR Y os
pontos amostrados foram: | - influente apds o tratamento preliminar pelo sistema de gradagem; 11 - efluente ap6s o trata-
mento secundario (lamas ativadas); 111 - efluente que segue para o rio Tejo apds passagem por um filtro de areia; 1V - eflu-
ente reutilizavel apés a adicéo de hipoclorito de sédio a 10%.

Assim, verificou-se que o genoma de NoV Gl foi detetado em elevadas concentragdes na recolha
do Outono de 2018 em ambas as ETAR’s nos quatro pontos amostrados, mantendo-se estas praticamente
iguais entre o influente e o efluente reutilizavel, com excecdo do efluente reutilizavel da ETAR X.
Relativamente a recolha da primavera na ETAR X foi detetado o genoma de NoV GI nos quatro pontos
amostrados com concentragdes semelhantes as obtidas no outono. No entanto, na ETAR Y este virus foi
apenas detetado na recolha do Outono, mantendo-se as concentrages dentro da mesma ordem de
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grandeza das obtidas anteriormente. Estes resultados demonstram, uma vez mais, a baixa eficiéncia na
remogdo de genomas virais dos tratamentos aplicados pelas ETAR’s. Mais ainda, a ndo detegdo do
genoma de NoV GI na recolha da Primavera ndo significa necessariamente que os influentes e efluentes
estivessem isentos de NoV, dado que este resultado podera ser um falso negativo da técnica de multiplex
gPCR devido a presenca de possiveis inibidores, ou a carga viral presente nas amostras estar abaixo do
limite de detecdo da técnica.

Em relacdo ao NoV GllI, o seu genoma foi detetado em concentracdes elevadas, na ordem do
107 copia de genoma/L nos influentes e efluentes de ambas as ETAR’s, quer no outono como na
Primavera, e em todos os pontos amostrados, 0 que demonstra, uma vez mais, a baixa eficiéncia dos
tratamentos aplicados na remocdao das particulas virais.

De acordo com a literatura o genoma de NoV pode ser detetado em concentracgdes elevadas (101
copias de genoma/g) nas fezes'?*, o que, consequentemente, contribui para a sua disseminagéo no meio
ambiente, nomeadamente nas aguas residuais. Assim, os valores obtidos neste estudo para 0s genomas
de NoV Gl e GII foram semelhantes aos obtidos noutros estudos, onde foram analisados trés pontos de
uma ETAR no concelho de Lisboa, tendo sido detetados genomas de NoV Gl e NoV GIlI com
concentracdes mais baixas, na ordem de grandeza de 10° cdpias de genoma/L no influente e de 10* copias
de genoma no efluente reutilizavel*6. Outra investigacdo detetou também niveis elevados de NoV Gl e
GII nos influentes e efluentes das cinco ETAR’s italianas estudadas, tendo sido observado, no entanto,
uma maior prevaléncia do genoma de NoV Gl em relacdo ao NoV Gll, provavelmente devido a este
tipo ser o mais prevalente na populagéo?,

Verificou-se também que o genoma de HAV foi apenas detetado na ETAR X em ambas as
estacGes do ano com concentracdes entre 10° e 107 copias de genoma/L, a excecéo dos efluentes apds o
tratamento secundério e terciério da recolha do Outono de 2018, onde néo foi detetado. A auséncia do
genoma deste virus na ETAR Y podera estar relacionado com a origem das aguas residuais, uma vez
que a ETAR X recebe aguas de mais fontes hospitalares que a ETAR Y. Um estudo desenvolvido em
Portugal teve resultados semelhantes, onde o genoma de HAV foi detetado no influente da ETAR em
concentracdes na ordem das 107 cdpias de genoma/L, ndo sendo depois detetado nos efluentes tratados
apds o tratamento secundario e terciario da ETAR em estudo também no concelho de Lisboa*e.

Relativamente ao HEV, verificou-se que tanto na recolha do Outono de 2018 como nha recolha
da Primavera de 2019 o genoma de HEV ndo foi detetado em nenhum dos pontos amostrados. Este
resultado ndo era esperado uma vez que, Portugal é endémico para HEV!%126 tendo sido confirmada a
presenca deste virus em suinos?’1? sendo expectavel a sua libertacdo no ambiente aquético, e
consequentemente a sua presenca nas aguas residuais em estudo. No entanto, este resultado ndo significa
necessariamente que os influentes e efluentes correspondentes a cada ETAR estivessem isentos de HEV.
Na verdade, tal como descrito anteriormente, este resultado podera ser um falso negativo, ou dever-se a
uma baixa carga viral presente nas amostras, estando abaixo do limite de detecdo da técnica.
Relativamente a ETAR Y, 0 mesmo ndo se observa, uma vez que na recolha da Primavera em todos os
pontos amostrados foram detetadas concentracfes elevadas deste virus que se mantiveram semelhantes
antes e depois dos tratamentos aplicados. Resultados semelhantes foram também obtidos, onde foram
avaliadas 15 ETAR’s portuguesas, de norte a sul do pais, em Setembro e Dezembro de 2013, tendo sido
duas delas positivas para HEV na colheita de Dezembro. No entanto, os autores ndo indicam as
concentracdes de HEV detetadas pelo RT-qPCR utilizado, uma vez que o objetivo principal do estudo
foi a caracterizacdo molecular do virus e ndo a avaliagdo da sua ocorréncia'®.

Mais ainda, um estudo recente na Alemanha, onde foi determinada a prevaléncia de HEV em
diferentes amostras de aguas, incluindo aguas residuais, foram obtidas concentracdes de 10° copias de
genoma/L nos influentes e de 10° copias de genoma/L nos efluentes, apds o tratamento secundario. Estes
valores estdo cerca de 2 logio abaixo dos obtidos no presente estudo®.
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3.4. Avaliacdo da comunidade viral por analise metagenomica
por sequenciacéo de prdxima geracao

A sequenciacdo de préxima geracdo promove a descoberta de potenciais novos virus, tendo-se
vindo a revelar uma ferramenta util na monitorizag@o e identificagdo de virus patogénicos em AR’s,
contribuindo assim para uma melhoria da satde pUblica®591113,

Os virus excretados pelos humanos através das fezes, urina e descamacéo da pele, juntamente
com virus de outros animais e de invertebrados, plantas, bactérias e fungos constituem o viroma das
AR’s. Esta complexa matriz contém uma larga variedade de virus patogénicos e comensais que podem
dar informacdes relevantes de infecdes persistentes ou agudas que possam estar a afetar a populagao®.

Atualmente, as metodologias de sequencia¢do de proxima geracdo sdo cada vez mais vistas
como ferramentas promissoras para o estudo abrangente de microrganismos numa grande variedade de
amostras, substituindo os métodos moleculares tradicionais. As principais razGes para esta nova
tendéncia sdo: a capacidade de processar simultaneamente um maior nimero de amostras, a reducéo dos
custos de sequenciacdo, a facilidade com que as amostras e bibliotecas podem ser preparadas e o
desenvolvimento de ferramentas bioinformaticas mais rapidas e eficientes para processar a enorme
quantidade de dados geradat®.

No caso dos virus, estes ndo possuem marcadores moleculares conservados, como as bactérias
com o gene rDNA 16S que é partilhado entre todas as espécies. No entanto, a aplicacdo de abordagens
de sequenciacdo baseadas em sequéncias nucleotidicas (primers) aleatérios em combinacdo com as
técnicas de sequenciacdo de préxima geracdo, abriu um novo caminho para a descoberta viral,
aumentando o numero de novas espécies virais descritas todos os anos. As aplicacbes de metagenomica
viral nas AR’s fornecem excelentes ferramentas para monitorizar e identificar agentes patogénicos virais
potencialmente conhecidos e desconhecidos que circulam entre a populacdo humana, contribuindo para
a vigilancia da satde publica®®,

Assim, a avaliacdo da comunidade viral existente em cada um dos pontos amostrados de cada
ETAR na recolha da Primavera, foi realizada por sequenciacdo de proxima geragdo no sequenciador
Illumina Miseq, através da colaboracéo estabelecida com a Universidade de Barcelona. Os resultados
obtidos foram analisados com o software disponivel online “Genome Detective”. Este software consiste
numa aplicacdo de facil utilizacdo, user-friendly que permite uma répida e precisa identificacdo das
comunidades virais a partir dos dados obtidos pela sequenciacdo de proxima geragdo. Esta aplicacdo
permite a identificacdo de clusters filogenéticos e gendtipos a partir de genomas em formato FASTA.

Nas duas ETAR’s em estudo, foram identificadas diversas familias virais, onde as familias de
bacteriéfagos Siphoviridae, Myoviridae e Microviridae, apresentaram uma elevada abundéancia, o que
corrobora os resultados obtidos num estudo desenvolvido em Espanha!®. Foram também identificadas
familias virais associadas a plantas tais como Virgaviridae, Circoviridae e Picobirnaviridae, e outras
associadas a virus patogénicos humanos nomeadamente Astroviridae, Parvorividae, Picornaviridae e
Calciviridae, conforme ilustrado na figura 3.9.
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Figura 3.9 - llustragdo da percentagem de cada uma das familias virais identificadas por sequenciacdo de proxima geragéo,
nos quatro pontos amostrados na Primavera na ETAR X (A) e na ETAR Y (B). * - familias associadas a virus patogénicos.

Assim, verifica-se que hd uma maior diversidade de familias virais no influente da ETAR X
comparativamente ao influente da ETAR Y, estando este facto provavelmente associado ao tipo de AR
que cada ETAR trata, uma vez que, tal como referido anteriormente, a ETAR X recebe AR’s de um
maior nimero de habitantes e de mais fontes hospitalares que a ETAR Y. Mais ainda, observou-se um
aumento da diversidade de familias virais no efluente apés o tratamento secundario na ETAR Y, sendo
maioritariamente familias associadas a bacteriofagos. Este enriquecimento de familias virais foi também
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observado em menor escala na ETAR X, sendo que esta diferenca podera estar associada ao tipo de
tratamento bioldgico efetuado por cada ETAR, sendo na ETAR X feito por biofiltracdo e na ETAR Y
por lamas ativadas.

Relativamente ao efluente que é descarregado no rio e ao efluente reutilizavel, verificou-se que
a ETAR X parece ser a mais eficaz na remocao de um maior nimero de familias virais quando compa-
rada com a ETAR Y. No entanto, no caso da ETAR X as familias virais associadas a virus patogénicos
humanos mantém-se praticamente presentes em todos os pontos amostrados, independentemente do tipo
de tratamento efetuado. Por exemplo, ha ETAR X no caso da familia Astroviridae verifica-se um au-
mento na sua percentagem quer no efluente descarregado no rio quer no efluente reutilizavel. Uma outra
familia também associada a virus patogénicos humanos é a Parvoviridae, que também se mantém pre-
sente, nos varios pontos amostrados ao longo de ambas as ETAR’’s.

A familia Astroviridae consiste em dois géneros: Avastrovirus e Mamastrovirus que infetam
aves e mamiferos, respetivamente. Os virus associados a esta familia sdo sem invélucro, com uma
capside icosaédrica, com um diametro de aproximadamente 28 - 40 nm, e cujo genoma é de RNA no
sentido positivo!®. Em humanos, os astrovirus estdo associados a gastroenterites, especialmente em
criancas e individuos imunocomprometidos'®®. As espécies virais identificadas dentro desta familia
pertenciam maioritariamente ao género Mamastrovirus. Estudo anteriores demostraram também a
presenga de astrovirus em AR’s, sendo estes resistentes aos agentes fisicos e quimicos utilizados nos
processos de tratamento das ETAR s34,

A familia Parvoviridae, abrange os menores virus conhecidos e alguns dos mais resistentes ao
ambiente. Os membros desta familia ndo possuem invélucro, tém uma cépside icosaédrica com um
diametro de 18 - 26 nm, cujo genoma €é constituido por uma cadeia simples de DNA?**, Esta familia
divide-se em duas subfamilias, a Parvovirinae que infeta hospedeiros vertebrados e a Densovirinae que
infeta hospedeiros invertebrados. Os primeiros parvovirus identificados em humanos ndo eram
patogénicos e foram identificados como adeno-associated viroses. Mais tarde foram entdo identificados
dois parvovirus patogénicos humanos, nomeadamente o parvovrius B19**¢ e o bocavirus humano 1'%,
Nas amostras de AR’s analisadas, foram identificadas diversas espécies desta familia nomeadamente,
adeno-associated virus, human bocavirus, bocavirus canino entre outras. Resultados semelhantes, foram
também obtidos por outros autores em Italia®*® e Noruega*®.

Mais pontualmente foram também detetados genomas virais pertencentes a outras familias
associadas a virus patogénicos, nomeadamente a familia Picornaviridae, com os virus Aichivirus A e
Cardiovirus C, identificados em ambas as ETAR’s no efluente apds o tratamento secundario. Os
picornavirus sdo um grupo de virus de RNA de cadeia simples com sentido positivo, que infetam
vertebrados tais como mamiferos e passaros. Sdo virus sem invélucro com um diametro de cerca de 30
nm, com uma capside icosaédrica, sendo responsaveis por uma variedade de doengas incluindo,
gastroenterite, paralisia, meningite, hepatite e poliomielite’*®43, Resultado semelhante, foi também
obtido em Italia'* e USA (do inglés, United States of America)4..

A familia Caliciviridae consiste em dez genogrupos, sendo 0s membros pertencentes aos
genogrupos I, 11, 1V, VIII e XIX capazes de infetar humanos®. Os virus associados a esta familia séo
sem invoélucro, de aproximadamente 35 nm de diametro e contendo um genoma de RNA de cadeia
simples, de sentido positivo?+2°2°, Sdo considerados os principais causadores de surtos de gastroenterite
aguda, associado normalmente ao genogrupo I, genétipo 41134 Nas amostras de AR’s analisadas, foi
identificado a espécie NoV Gl nos influentes de ambas as ETAR’s, resultados semelhantes foram
obtidos em Italia®, o que também é corroborado pelos dados epidemioldgicos existentes sobre as
ocorréncias de surtos de NoV na Europa®14,

A caracterizacdo do viroma presente nas AR’s urbanas pode constituir uma importante base de
dados para estirpes virais conhecidas, novas e emergentes que circulam na populagdo humana. Técnicas
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de alto rendimento, como a sequenciacdo de proxima geracdo, sdo uma ferramenta valiosa para
identificar os principais agentes patogénicos presentes na comunidade e no ambiente, e fornecer dados
para estudos epidemioldgicos e de vigilancia da satde publica. Além disso, o conhecimento sobre a
composicdo patogénica do viroma nas AR’s pode sensibilizar para a necessidade de modificar os
processos de tratamento das ETAR’s, de modo a que estas consigam impedir eficazmente a
disseminacdo de virus patogénicos para 0 meio ambiente.
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4. Conclusao

A procura de AR’s como fonte fidvel de agua e nutrientes para a agricultura tem vindo a crescer
como resposta ao crescimento populacional, & urbanizacdo, ao aumento da escassez de agua e aos efeitos
das alterac@es climaticas. No entanto, é nesta reutilizacdo que surgem preocupagdes relacionadas com a
qualidade da &gua no que diz respeito aos microrganismos patogénicos. Diversos estudos tém
demonstrado que estas AR’s urbanas possuem na sua composi¢do um vasto numero de familias virais,
algumas das quais patogénicas com uma elevada infecciosidade, podendo ser disseminados para o0 meio
ambiente com retorno a popula¢do humana e animal provocando problemas de satde publica, uma vez
que estas ndo sdo completamente eliminadas ou inativadas nas ETAR’s.

Assim, o presente estudo teve como objetivo principal caracterizar o viroma presente nas AR’s
de duas ETAR’s da regido de Lisboa, em duas estagdes do ano distintas (Outono e Primavera), por
protocolos moleculares diretos e indiretos. As metodologias desenvolvidas com base na floculagdo com
leite em pd para a obtencdo das particulas virais, sdo bastante Uteis e robustas permitindo uma
caracterizacao geral do viroma destas AR’s urbanas, quer de virus de genoma de DNA como de RNA.

A caracterizagdo do viroma destas AR’s, consistiu na pesquisa molecular de genomas de seis
virus patogénicos humanos (NoV GI, NoV GII, HAV, HEV, PyV e AdV), por dois protocolos de
multiplex PCR quantitativo em tempo real. A excec¢io dos genomas virais de AdV, HAV, HEV e NoV
GllI, todos os outros genomas em estudo foram detetados em concentracdes elevadas (108 e 10° copias
de genoma/L) nos influentes e efluentes reutilizaveis de ambas as ETAR’s, independentemente da
estacdo do ano em causa. A presenca destes genomas nos efluentes reutilizaveis, demonstra a baixa
eficiéncia das ETAR’s no tratamento/eliminagdo de genomas virais. No entanto, estas metodologias
apenas permitem uma rapida e precisa identificacdo de diversos alvos virais detetando-a apenas o0 seu
genoma, ndo dando nenhuma informagcdo relativamente a viabilidade dos virus. Porém, a sua presenca
nas aguas residuais tratadas com elevadas concentracGes podera representar um perigo para a saude
publica. Relativamente aos genomas de AdV e HEV, parece existir uma certa sazonalidade deste virus
estando presente apenas na colheita feita na Primavera, no entanto mais colheitas ao longo do tempo em
cada estacdo do ano deverdo ser efetuadas para melhor compreender estas correlagdes.

Relativamente a caracterizagdo do viroma das AR’s em estudo por métodos indiretos, foi
efetuada a sequenciacdo de proxima geracdo, tendo-se identificado mais de 10 familias virais de
vertebrados, além de familias de bacteri6fagos, de virus de plantas e de virus que infetam outros
hospedeiros. A sequenciacdo realizada neste estudo, apresentava um passo de enriquecimento
utilizando-se uma sonda especifica para virus de vertebrados, o que permitiu obter esta vasta variedade
de genomas virais.

Apesar da evolu¢do dos métodos de tratamento das ETAR’s, os virus particularmente os
patogénicos persistem e, consequentemente, as doengas causadas por estes virus acabam por causar um
impacto negativo ao nivel da satde pablica e ambiental e até ao nivel socioecondémico. Assim, este tipo
de estudos sdo cada vez mais necessarios, de modo a identificarem-se virus patogénicos que possam
estar em circulacdo na populacdo e no ambiente, tornando estas metodologias de sequenciacdo de
préxima geracao ferramentas Gteis para estudos epidemiol6gicos e para a vigilancia da saude publica.

Mais ainda este estudo veio corroborar a importancia de se comegar a utilizar virus como
indicadores de contaminacgdo fecal nas aguas, sendo que os indicadores bacterianos ndo conseguem
retratar com precisdo 0s riscos para a saude humana da polui¢do fecal. Desta forma, apesar de ser
impraticavel monitorizar a presenca de todos os agentes patogénicos virais relacionados com a poluicao
das AR’s, o desenvolvimento de um indicador viral preciso da contamina¢do dos esgotos € necessario
para uma monitorizagdo melhorada da qualidade da agua.
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6. Anexos

6.1. Sistema comercial QlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIA-
GEN®)

Inicialmente, adicionaram-se 560 pL da solucdo tampdo AVL com o carrier RNA a partir de
140 pL dos concentrados, homogeneizaram-se por meio de agitacdo no vortex durante 15 segundos e
incubaram-se a temperatura ambiente durante 10 minutos, promovendo a lise celular e a inativagdo das
RNases. Apos um short spin adicionaram-se 560 uL de etanol (96-100%) e homogeneizaram-se por
meio de agitacdo no vortex durante 15 segundos. Apds um short spin, transferiram-se 630 pL das
misturas para colunas QlAamp Mini spin providenciados pelo kit (colocados em tubos Eppendorf® de
2 mL), a qual se seguiu uma centrifugacdo a 8 000 rpm durante 1 minuto. Descartaram-se os eluidos,
adicionaram-se 500 pL de solucdo tampé&o de lavagem AW1 e repetiu-se a centrifugacdo a 8 000 rpm
durante 1 minuto. Apés descartaram-se os eluidos, adicionaram-se 500 pL de solucdo tampédo de
lavagem AW2 e centrifugaram-se a 14 000 rpm durante 3 minutos. Apds descarte dos eluidos, repetiu-
se uma centrifugacdo a 12 500 rpm durante 1 minuto, de forma a garantir a secagem da coluna. Em
seguida, colocaram-se as colunas QlAamp Mini spin em novos tubos Eppendorf® de 1,5 mL e
adicionaram-se 40 uL de solugdo tampdo RNase free (AVE) no centro da coluna, incubando-se a
temperatura ambiente durante 1 minuto e centrifugaram-se a 8 000 rpm durante 1 minuto. Por fim,
descartaram-se as colunas QlAamp Mini spin e armazenaram-se as amostras de RNA’s a -80 °C até
posterior utilizag&o.

6.2. Sistema comercial NZYGelpure kit (NZYTech)

Inicialmente, adicionaram-se 90 uL da solucdo de ligagdo as amostras (produtos de PCR),
inverteram-se os tubos Eppendorf® de 1,5 mL. Ap6s um short spin, transferiram-se as misturas para
colunas NZYTech spin (colocados em tubos Eppendorf® de 2 mL) providenciados pelo kit, incubando-
se a temperatura ambiente durante 2 minutos, & qual se seguiu uma centrifugacéo a 12 500 rpm durante
1 min. Descartaram-se os eluidos, adicionaram-se a coluna 600 pL da solugdo de lavagem e
centrifugaram-se a 12 500 rpm durante 1 min. Descartaram-se 0s eluidos e repetiu-se a centrifugacao a
12 500 rpm durante 1 minuto, de forma a garantir a secagem da coluna. Em seguida, colocaram-se as
colunas NZYTech spin em novos tubos Eppendorf® de 1,5 mL e adicionaram-se 50 pL de solugéo de
eluicdo (pré-aquecida a 55°C) no centro da coluna e centrifugaram-se a 12 500 rpm durante 1 min. Por
fim, descartaram-se as colunas NZYTech spin e armazenaram-se os produtos de PCR purificados a -20°C
até posterior utilizacéo.

6.3. Quantificacdo e acidos nucleicos extraidos a partir dos con-
centrados virais para gPCR TagMan

A partir dos concentrados virais das amostras recolhidas em ambas as ETAR’s no Outono de
2018 (Outubro) e Primavera de 2019 (Abril), extrairam-se os acidos nucleicos através do sistema
comercial QlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN®) para, posteriormente, serem submetidos a g°PCR
para detecdo/quantificagcdo dos genomas virais alvo em estudo. A quantificagdo das concentra¢fes de
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RNA e o grau de pureza através do espectrofotémetro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) estdo
disponiveis na figura 6.1.

ID Amosra ng'd 260280 260230
ETAR X influentel 3850 286 029
ETAR X Influente2 5861 2N 045
ETAR X Influente3 972 30 031
ETAR X Riol 66,77 257 033
ETAR X Rio2 19 29 020
ETAR X Rio3 5787 25 042
ETAR X Antes Hpockewol 2521 311 0,15

ETAR X Antes Hpockeo2 57,11 321 040
ETAR X Antes Hipockewo3 3185 340 0,19

ETAR X Reutdizivelt 6691 308 035
ETAR X Reutilizivel 4088 238t 024
ETAR X Reutiiziveld 3580 333 0,14
ETAR Y Influente! 7925 223 049
ETAR Y Influente? 8754 251 052
ETAR Y Influerte3 7371 248 052
ETAR Y Riol 13064 230 74
ETAR Y Rio2 13306 233 040
ETAR Y Rio3 10600 239 064
ETAR Y Rewtizévell 61,71 226 017
ETAR Y Rewiizdvel? 671 262 023
ETAR Y Rewtiizivel3 8138 257 0,16
ETAR X Influente! 756 485 0.05
ETAR X Influente? 165 41 0.06
ETAR X Influented 17.74 257 0.15
ETAR X Riol 5535 201 0.19
ETAR X Rio2 57.56 201 039
ETAR X Rio3 2928 154 019

ETAR X Amtes Hipocloritel 17.71  2.34 0.07
ETAR X Antes Hipoclonito2 2138 224 0.15
ETAR X Antes Hipockwito3 3575 212 0.31

ETAR X Reutlizavell 2112 209 0.06
ETAR X Reutlizado2 210 206 0.15
ETAR X Reutlizado3 3134 199 0.19
ETAR Y Influente] 5193 201 0.23
ETAR Y Influente 3776 203 0.17
ETARY Influente3 4237 19 0.21
ETAR Y Apos Lamas] 3560 193 027
ETAR Y Apds Lamas2 2826 201 0.12
ETAR Y Apés Lamas3 4233 206 012
ETAR Y Riol 838 391 0.04
ETAR Y Rw2 1534 238 0.03
ETAR Y Rio3 920 281 0.06
ETAR Y Reunikzado! 1584 229 0.12
ETAR Y Reutiizado? 1785 234 0.03
ETAR Y Reutlizado3 1274 275 0.05

Figura 6.1 - Concentragdes de RNA e graus de pureza obtidos da extragdo de &cidos nucleicos a partir dos concentrados vi-
rais das amostras das ETAR’s X e Y, recolhidas no Outono de 2018 e na Primavera de 2019 (Abril).

6.4. Quantificacdo de acido desoxirribonucleico plasmidico

A partir das clonagens realizadas com os fragmentos de interesse de AdV e PyV, extrairam-se
os DNA’s plasmidicos através do sistema comercial NZYMiniprep kit (NZYTech) e quantificou-se as
respetivas concentragdes e grau de pureza através do espectrofotdbmetro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific), sendo estas apresentadas na figura 6.2.

ID Amostrz nghal 280280 2560230
DMNA Plasmideo AdV1 16868 193 202
DMA Plasmides AdV2 13781 193 1595
DMNA Plasmides AdV3 17108 190 2m

DNA Flasmideo PvV1 8603 159 L7
DNA Plasmides PyV2 93,37 191 181
DMA Placsdes PyW3 8023 188 1,75

Figura 6.2 - Concentragdes de DNA plasmidico e grau de pureza obtidos da sua extracdo a partir de clones com fragmentos
de Adenovirus (AdV) e Polyomavirus (PyV).
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6.5. Quantificacdo de acidos nucleicos extraidos a partir dos
concentrados virais para NGS

A partir dos concentrados virais das amostras recolhidas em ambas as ETAR’s na Primavera de
2019 (Abril), extrairam-se os acidos nucleicos através do sistema comercial QIAamp® Viral RNA Mini
Kit (QIAGEN®) para, posteriormente, serem submetidos a uma avaliacdo da comunidade viral por
analise metagendmica por NGS. A quantificacdo das concentracdes de RNA e o grau de pureza através
do espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) estdo visiveis na figura 6.3.

ID Amostrz ngul 260280 260230
ETAR X Influente! 6556 3.02 0.45
ETAR X Influerte2 6208 3.00 0.37
ETAR X Influented 6885 291 044
ETAR X Riol 8165 2351 0.18
ETAR X Rio2 10246 2.42 0.2t
ETAR X Rie3 7571 262 0.18

ETAR X Amtes Hipocknitol §2.16 288 0.52
ETAR X Antes Hpoclorito2 8362 286 0.37
ETAR X Amtes Hipoclorito3 9673 264 0.53

ETAR X Reutilizavell 6541 3.09 028
ETAR X Reunlizivel? 8554 297 0.60
ETAR X Reutliziveld 9455 274 043
ETAR Y Influentel 11403 228 048
ETAR Y Influente2 112.76 2.36 0.61
ETAR Y Influente3 102.75 2.51 0.66
ETAR Y Apos Lamas] 101.23 247 0.61
ETAR Y Apos Lamas2 96.03 256 024
ETAR Y Apds Lamas3 103.74 2.51 0.24
ETAR Y Riol 70.36 3.08 0.51
ETAR Y Rio2 8061 262 0.54
ETAR Y Rio3 6114 269 029
ETAR Y Reunkzivell 6990 281 0.22
ETAR Y Reuskrivel 7255 299 0.19
ETAR Y Reunliziveld 7450 291 0.52

Figura 6.3 - Concentrages de RNA e graus de pureza obtidos da extragdo de &cidos nucleicos a partir dos concentrados vi-
rais das amostras das ETAR’s X e Y, recolhidas na Primavera de 2019 (Abril).
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