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“[..] a cadeia da vida é composta de elos interdependentes, alguns dos quais
nao sao vivos, e que nao podemos nos abstrair do mundo como bem
entendermos. O “nés”, portanto, dificilmente faz sentido se consideramos que
a microbiota de cada um de nos é composta de milhares de bilhdes de “eles”,
ou que o CO2 que hoje emito ainda afetara o clima em mil anos. Os virus, os
microrganismos, as espécies animais e vegetais que modificamos ao longo dos
milénios sdo nossos comensais no banquete as vezes tragico da vida. E
absurdo pensar que poderiamos tirar uma folga para viver em uma bolha.”

Philip Descola, 2020
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Resumo

O papel de aerossois gerados por individuos infectados na transmissdo da Sindrome Respiratoria
Aguda Grave, causada pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2), é bem estabelecido entre pessoas,
entretanto, a contribuicdo deles na transmissdo ambiental do virus, permanece incerto. Embora
medidas de higiene e contato sejam geralmente recomendadas em situacdes em que ha suspeita de
doenca, ha evidéncias limitadas sobre a contaminacdo ambiental. Superficies contaminadas podem
infectar pessoas atraves do contato das maos, com a conjuntiva dos olhos ou boca. Os insetos que se
alimentaram em residuos humanos ou de qualquer outro material contaminado com o virus podem
também se tornar vetores mecanicos quando em contato com humanos. Além disto em areas de
grande circulacdo de pessoas, plantas e animais podem servir de organismos sentinelas para indicar
0 grau de contaminagédo do ambiente. Portanto, conduzimos a vigilancia ambiental da contaminagao
por SARS-CoV-2 em insetos e plantas coletados em ambientes com alta probabilidade de

circulacdo do virus e com grande circulacéo de pessoas.

Palavras-chave : SARS-CoV-2 , Sindrome aguda respiratoria grave, Infecgdo respiratoria, vigilancia

ambiental, diagnostico

Abstract

The role of aerosols generated by infected individuals in the transmission of Severe Acute
Respiratory Syndrome, caused by the new coronavirus (SARS-CoV-2), remains uncertain.
Although hygiene and contact measures are generally recommended in situations where disease is
suspected, there is limited evidence on environmental contamination. Contaminated surfaces can
infect people through contact with the hands, the conjunctiva of the eyes or mouth. Insects that have
fed on human waste or any other material contaminated with the virus can also become mechanical
vectors when in contact with humans. In addition, in areas with high circulation of people, plants
and animals, they can serve as sentinel organisms to indicate the degree of contamination of the
environment. Therefore, we conduct environmental surveillance of SARS-CoV-2 contamination in
insects and plants collected in environments with a high probability of virus circulation and with

large circulation of people.

Keywords: SARS-CoV-2, Acute severe respiratory syndrome, Respiratory infection,

environmental monitoring, diagnosis
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Introducéo

Doencas causadas por espécies de coronavirus, dentre as quais estdo a Sindrome
Respiratdria Aguda Grave (SARS), afetaram a populacdo humana no passado, mas pouco foi feito e
estudado sobre a biologia e monitoramento destes patégenos no mundo. Os coronavirus pertencem
a familia Coronaviridae, que é subdividida em duas subfamilias Coronavirus (CoV) e Torovirus.
Todos os CoVs sdo subdivididos em quatro géneros, alpha coronavirus, beta coronavirus, gamma
coronavirus e delta coronavirus dos quais alpha e beta sdo reconhecidos como possiveis agentes

infeciosos para humanos.

No primeiro surto global de SARS identificado inicialmente na cidade de Foshan na China,
ocorreram mais de 8 mil infeccdes e 774 mortes em 27 paises. Posteriormente, foi descoberto que o
agente etiologico da doenca correspondia a um virus do grupo dos Coronavirus que apresentava
caracteristicas zoonoticas, com infeccdo acidental em humanos. Uma vez identificado o
coronavirus, agente causador da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV), medidas de
restricdo e controle da circulacdo de pessoas foram feitas, a pandemia cessou e nenhum novo caso
humano foi registrado. Neste primeiro surto de SARS-CoV foi importante notar que a infeccéo pela
via aérea pode resultar em alta prevaléncia na populagdo humana e que eventos de transbordamento
sdo possiveis (HAMNER et al., 2020; PAULES; MARSTON; FAUCI, 2020). Os eventos de
transbordamento sdo comumente referidos em artigos na lingua inglesa como “Host Transfer”,
“Host switching” ou “Spillover”; e, ocorrem quando uma populagdo silvestre € naturalmente
infectada com um determinado patégeno e este é passado para outra populacdo ndo atingida
(CONFALONIEIRI, 2010).

Em junho de 2012, um caso de pneumonia aguda na Arabia Saudita marcou o ressurgimento
de outra pandemia causada por um beta coronavirus denominada Sindrome respiratéria do Oriente
Médio (MERS-CoV). Houve um conjunto de casos diagnosticados em um hospital na Jordania e
posteriormente 1728 casos de infeccdo em 27 paises, e ap6s abril de 2016, nenhum outro caso foi
registrado. Estes dois casos do passado ressaltam a capacidade de contagio e disseminacdo deste
grupo de virus e a importancia do controle e vigilancia da populacdo humana e de animais
silvestres. (DE WIT et al., 2016)

O mercado atacadista de frutos do mar da cidade de Wuhan é considerado o marco zero do
surto de pneumonia que cresceu de forma exponencial e se consolidou como a maior pandemia da

ultima decada, decretada pela Organizacdo Mundial da Saude desde 11 de marco de 2020 (WHO,
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2020). O novo coronavirus (SARS-CoV-2) causador da sindrome respiratoria aguda grave (SARS)
pertence ao género beta coronavirus e apresenta aproximadamente 96% de similaridade com a cepa
BatCoV RaTG13 encontrada no morcego Rhinolophus affinis na provincia chinesa de Yunnan. Os
virions sdo envelopados e medem aproximadamente 50-200 nm de didmetro, com um Unico
genoma de RNA de sentido positivo. As glicoproteinas do envelope viral sdo claviformes e ddo uma
aparéncia em forma de coroa ou coronal (JUNEJO et al., 2020; ZHOU et al., 2020) As
glicoproteinas ancoradas no envelope viral (proteinas S ou proteinas Spike) fazem a mediacéo da
entrada do coronavirus em seu hospedeiro, elas apresentam duas subunidades: S1 e S2. A S1 é
responsavel pela ligacdo ao dominio receptor e a S2 conduz a fusdo entre as membranas virais e as
do hospedeiro. Estas proteinas ttm um dominio receptor obrigatério (RBD) que se liga aos
receptores do hospedeiro e reconhece especificamente a ACE2 (enzima conversora de angiotensina
2), ou o receptor CD147 (WAN et al., 2020; WANG et al., 2020).

Os primeiros relatos graves da doenca datam do final de dezembro de 2019, e a maioria dos
pacientes tiveram contato com o mercado de Wuhan. Os principais sintomas foram febre, tosse,
dificuldade para respirar, sendo que os principais achados clinicos foram, pneumonia bilateral,
manchas opacas, padrdo de opacidade de vidro fosco, pneumotdrax e sindrome do desconforto
respiratério agudo. O hemograma da maioria dos pacientes apresentava o valor absoluto de
linfécitos diminuidos, sugerindo atuacdo do virus em linfdcitos, especialmente linfocitos T. As
particulas virais se espalham pela mucosa respiratéria e infectam outras células, geram uma série de
respostas imunoldgicas e acabam por induzir uma tempestade de citocinas no corpo, e causam
alteracbes nos globulos brancos periféricos e outras células da série branca. Alguns pacientes
progrediram rapidamente com sindrome do desconforto respiratério agudo e choque séptico, que foi

eventualmente seguido por faléncia de maltiplos 6rgaos (CHEN et al., 2020).

Os sintomas para pacientes positivos para SARS-CoV-2 sdo heterogéneos, alguns dados
reforcam a possibilidade de que doencas autoimunes sejam causadas durante e ap0s o contagio. Em
estudo de 18 pacientes que morreram em decorréncia do virus, (EHRENFELD et al., 2020), para
identificacdo da causa da morte, foram utilizados diferentes marcadores em tecnica de imuno-
histoquimica. O estudo comprovou a presenca de linfocitos T CD3+ e supressores de CD8+ nos
pulmdes, glandulas adrenais, figado e intestino, indicando uma resposta autoimune. O mimetismo
molecular, ativacdo “bystander” e o espalhamento de epitopos estdo dentre os mecanismos
suspeitos que possam explicar as doencas autoimunes, sendo que 0 mimetismo molecular pode ser o
mais importante deles pois o virus compartilna varios epitopos com proteinas de humanos
(EHRENFELD et al., 2020; SIMOES; BAGATINI, 2021; TAHERIFARD et al., 2021). Quando a
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resposta imune aumenta, pode haver uma reacdo cruzada com proteinas humanas e ocasionar
doencas autoimunes. Devido a diversidade e desconhecimento dos mecanismos de patogenia, ainda
ndo ha farmacos eficazes para tratar todos os pacientes acometidos pela doenca. Desta forma, as
medidas para controle da doenca correspondem ao isolamento social e a vacinas, que ainda ndo

estdo disponiveis para toda a populagao.

No inicio da pandemia causada pelo SARS-CoV-2, paises que ndo adotaram medidas de
controle, testagem em massa, e ampla vacinagdo, obtiveram um crescimento exponencial de casos e
um posterior colapso do sistema de salde que ndo foi capaz de dar suporte a todos 0s casos graves
(ARMOCIDA et al., 2020; DE WIT et al., 2016; GONZALEZ et al., 2020; MITJA et al., 2020).

A ltalia foi o primeiro pais europeu a detectar Covid-19 em sua populacéo, houve um atraso
para a testagem em massa e a implementacdo de medidas de isolamento social. Com isso, 0 pais
enfrentou hospitais lotados e altos indice de mortalidade (9%) entre os idosos, sendo que somente
1% das mortes foram detectadas em pacientes com menos de 50 anos de idade (INDOLFI;
SPACCAROTELLA, 2020). No Brasil, a regido norte do pais € uma das mais afetadas pela crise,
devido a um contexto que combina extrema desigualdade socioecondmica, precariedade na
infraestrutura de salde e a ma gestdo destes recursos. Se comparada com 0s outros estados,
apresentam proporcionalmente o0 menor nimero de leitos de UTI, médicos e ventiladores,
resultando em grande nimero de internacfes e Obitos que cresceram exponencialmente. Aliado ao
contexto de sobrecarga no Sistema Unico de Saude (SUS), a populagio desassistida corre um
grande risco de sofrer danos irreversiveis (DASPETT MENDONCA et al., 2020).

Em um estudo preliminar sobre as dindmicas de transmissdo em Wuhan (LI et al., 2020), o
tempo de incubagdo médio do virus € de 5,2 dias até a apresentacdo de sintomas e o tempo médio
do inicio da apresentacdo de sintomas até a hospitalizacdo € de 2,2 dias em 27% dos casos, mas 0
tempo até a hospitalizacdo foi de pelo menos 5 dias, em 89% dos casos. Esta demora decorre da
dificuldade de identificar pacientes em estagios precoces da doenca. Diante desta situacdo, é
ressaltada a importancia da busca ativa de casos assintomaticos da doenca, uma vez que a taxa de
infectividade aumenta conforme o progresso da doenca, aproximadamente 5 ou 6 dias antes do
aparecimento de qualquer sintoma e atingindo pico de infectividade no inicio da apresentacdo de
sintomas (HE et al., 2020)

De acordo com MORIYAMA; HUGENTOBLER; IWASAKI (2020) as dinamicas de
transmissdo de virus respiratorios sdo sazonais e acontecem através de contato direto e indireto,

com aerossois curtos ou aerossOis de longo alcance. A transmissdo ocorre predominantemente
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através do contato com goticulas de didmetro grande (>10pum em didmetro) ou pequeno (>Spum em
didmetro) com membranas mucosas. A eficiéncia destes meios de transmissdo depende
majoritariamente das condi¢fes ambientais externas ou internas e do material da superficie onde

estas particulas foram depositadas.

Em um esforgo para determinar a viabilidade do virus e sua meia vida em aerossois e em
diferentes materiais cotidianos (VAN DOREMALEN et al., 2020), utilizou-se uma camara para o
estudo de aerossois, onde 0 SARS-CoV-2 permaneceu vidvel durante trés horas. O material onde o
virus apresentou maior viabilidade foi o plastico, por um periodo de 72 horas; no ago inoxidavel, 48
horas; e 0s menores tempos de viabilidade foram no papeldo e no cobre, com 8 e 4 horas de
viabilidade, respectivamente. Um exemplo da alta persisténcia do SARS-CoV-2 no ambiente foi
descrita no estudo de SANTARPIA et al. (2020) que analisou amostras ambientais do navio
Diamond Princess Cruise. Este navio precisou passar por um periodo de quarentena durante o
comeco da pandemia, devido a um surto dentre os integrantes da embarcagdo. Amostras ambientais
como roupas, cartdes de acesso e lugares de toque frequente foram analisadas por RT-PCR e dentre
as 163 amostras, 121 (72,4%) amostras obtiveram resultado de PCR positivo para SARS-CoV-2.

A alta transmissibilidade pelos aerosséis liberados por humanos, ocorre ndo s6 por
mecanismos diretos como tosses ou espirros, fala e respiracdo, mas também por mecanismos
indiretos como o contato com objetos infectados (SANTARPIA et al., 2020). Estas descobertas
suportam a necessidade de analisar os insetos como um agente sentinela ou até um vetor mecéanico
do SARS-CoV-2 (BIOL; RUJ, 2021).

O grupo dos insetos hematéfagos sdo responsaveis pela transmissdo de uma grande
variedade de doencgas virais para humanos e animais dentre os mais importantes estdo: febre
amarela, Zika, Febre do Nilo ocidental, Chikungunya e Dengue. (BIOL; RUJ, 2021) Além disto, as
moscas domeésticas e baratas sdo outros vetores conhecidos de uma vasta diversidade de patdégenos
como bactérias, protozoarios, fungos, ovos de vermes intestinais e virus, como 0 virus da
poliomielite. Em experimento controlado, as moscas domésticas foram capazes de atuar como
vetores mecanicos na transmissdo do coronavirus de perus (CALIBEO-HAYES et al.,, 2003).
Portanto, a investigacdo do papel de insetos na transmissdo de SARS-CoV-2 tem grande relevancia

para auxiliar no controle da pandemia.

Existem fortes evidéncias de que a rota de infeccdo fecal-oral de SARS-CoV-2 ¢ possivel.
XIAO et al. (2020) demonstraram, por estudos de identificacdo de marcadores genéticos por

imunofluorescéncia, que células glandulares de epitélio gastrico, duodenal e retal, podem ser
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infectadas pelo SARS-CoV-2 por expressar grande quantidade dos receptores ACE2, porta de
entrada para o virus nas células humanas. A infeccdo se mantém nas células gastrointestinais e o
RNA viral pode ser detectado continuamente nas fezes mesmo ap6s RT-PCR das vias aéreas
indicarem resultado negativo, 0 que indica que a rota de infeccdo fecal-oral deve ser considerada, e

mais medidas de higiene devem ser levadas em conta.

Diante do fato de que a replicacdo do SARS-CoV-2 ndo é possivel em insetos hematofagos
(HUANG et al., 2020) e alguns animais domésticos podem servir como hospedeiro intermediario
(SHI et al., 2020), é necessario verificar se 0 virus pode ser transportado por insetos, ja que a rota
fecal-oral é possivel e estes insetos normalmente se alimentam e s&o atraidos por fezes e alimentos
possivelmente contaminados. Em ambientes criticos como em hospitais, com alta circulacdo de
patdgenos e de pessoas, artropodes podem ser importantes vetores de doencas e eventualmente
causar infeccGes hospitalares que agravam o prognostico e a qualidade de vida dos pacientes
internados. LIMA et al., 2013; MAXIMO et al. (2014) relataram a presenca de géneros como
Salmonella, Staphylococcus, Klebsiella e Enterobacter em insetos capturados dentro de ambientes

hospitalares.

A presenca de SARS-CoV-2 em aerossois também levanta a possibilidade de que artrépodes
também sejam vetores mecanicos ou organismos sentinelas indicando a circulacdo do patégeno. A
alimentacdo destes insetos é muito diversa e pode ocorrer em ambientes contaminados com residuos
humanos, animais e hospitalares. Com isto, eles sdo capazes de contaminar humanos através do
mecanismo de fomites que ocorre quando uma superficie contaminada é tocada e em seguida as
méaos contaminadas sdo passadas nos olhos, que através do tecido conjuntivo é acometido pela
infeccdo (DEHGHANI; KASSIRI, 2020). A infeccdo indireta por contato ambiental com o virus
descrita por (PANG et al., 2020) é preocupante pois demonstra como um surto de Covid-19 pode
comecar pelo contato com itens contaminados. Em uma fabrica de processamento de proteinas
congeladas, evidenciou-se o inicio de um surto de Covid-19, que provavelmente ocorreu pelo
contato com salmdes importados por funcionarios da fabrica. Os funcionarios contaminados
chegaram a 20%. Apds andlise de todo o lote de salmédo importado, dentre 3582 espécimes, apenas
6 foram positivas para RNA de SARS-CoV-2. Isto ressalta a importancia da intervengéo imediata e
medidas de higiene e vigilancia de alimentos e insetos, pois estes podem participar da cadeia de
transmisséo do SARS-CoV-2.
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Objetivos

Avaliar a presenca de SARS-CoV-2 em insetos e fragmentos de plantas coletados em locais

proximos ao hospital de campanha localizado no ginasio de esportes da UFABC.

Objetivos especificos

e Coletar insetos e fragmentos de plantas em locais proximos ao hospital de campanha
localizado no ginasio de esportes da UFABC,;

e Extrair 4cidos nucléicos dos insetos e plantas coletados;

e Detectar RNA de SARS-CoV-2 por transcricdo reversa e reacdo em cadeia da polimerase

(RT-PCR) em tempo real e em termociclador convencional.

Material e Métodos
Coleta de amostras

O local de estudo deste projeto foi o hospital de campanha de UFABC, localizado no ginasio
do campus de Santo André no endereco Av. dos Estados, 5001 - Bangu, Santo André - SP, 09210-
580. As coletas foram feitas no dia 5 de fevereiro de 2021, no entorno do hospital de campanha, e
em plantas localizadas proximas ao carrinho de cachorro-quente onde os funcionarios do hospital de
campanha fazem refei¢cGes (Figura 1). As areas do entorno foram inspecionadas para busca de
formigas, baratas, mosquitos, moscas e plantas. As amostras coletadas foram acondicionadas em
tubos de 1,5 mL estéreis de forma manual, com desinfec¢do das mdos com 70% de etanol a cada

coleta.
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Figura 1. Locais de coleta indicados com as flechas brancas no entorno do hospital de campanha da
UFABC Santo André.

Extracdo de acidos nucléicos

O método de extracdo de acidos nucléicos foi realizado de acordo com o método descrito
por (SANTOS et al., 2018); utilizando o kit de extracdo de DNA gendémico Purelink®
(ThermoFischer Invitrogen). Para tanto, ao tubo de 1,5 mL contendo o inseto ou fragmento de
planta foi adicionado 200 uL do tampdo de digestdo disponibilizado no kit e 400ug / mL de
Proteinase K. O inseto foi digerido durante 16 horas a 56°C. Posteriormente, os 200 uL de tamp&o
de digestdo foi transferido para outro tubo de 1,5 mL e a extracdo de acidos nucléicos seguiu
protocolo disponibilizado pelo kit utilizado. Os acidos nucleicos obtidos foram dissolvidos em um
volume final de 30 pL de tampao de eluicdo. O protocolo aplicado estd em protocol.io no link:

dx.doi.org/10.17504/protocols.io.kkgcuvw.

A concentracdo e a qualidade dos &cidos nucléicos extraidos foram determinadas por
avaliacdo em eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

Deteccdo de SARS-CoV-2 por RT/PCR em tempo real e termociclador convencional

As amostras de &cidos nucléicos foram submetidas a sintese de DNA complementar (cCDNA)
com transcriptase reversa Script® da Cellco a partir de 8,5 uL (aproximadamente 1 ug de RNA). Ao
RNA foram adicionados 5 uM de hexametros aleatorios da ThermoFischer Scientific e 1 uL de 10
mM de dNTP. A solucdo foi aquecida a 70°C por 5 min e colocada no gelo. A essa solugdo foi
adicionado 4 uL de 5x RT buffer, 1 uL de DTT 100 mM, 0,5 uL de 200u/uL de transcriptase reversa
e 0 volume foi acertado para 20 uL com agua. A sintese foi realizada em termociclador por 10 min a
42°C, 50 min a 50°C e 15 min a 85°C.

A PCR convencional foi realizada com utilizacdo de 2 uL do cDNA sintetizado de cada
amostra, sendo realizada a amplificacdo do gene que codifica a proteina do envelope viral e de um
fragmento do gene que amplifica a proteina Spike do SARS-CoV-2. O protocolo utilizado para
amplificagdo do fragmento da proteina Spike foi descrito por (SHIRATO et al., 2020) e consiste em
uma reacdo de PCR seguida de nested PCR. A PCR foi realizada com os oligos WuhanCoV-spk1-
f(S)/Spk2r (AS) e a nested foi feita com os oligos NIID_WH-1_F24381 (S)/R24873 (AS) a partir de
2 uL da PCR ap6s tratamento com o kit Exosap da Cellco, por 20 minutos a 37°C e 10 min a 85°C.
A enzima utilizada para PCR foi a Tag DNA polimerase Hot Start da Cellco de acordo com
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instrucdes do fabricante. As condi¢des da PCR estdo descritas na tabela 1. Foi realizado controle
negativo da reacdo com agua no lugar de cDNA na reacéo de PCR.

A PCR em tempo real foi realizada com a metodologia Tagman com uso de sonda marcada
com fluoresceina em reagdes multiplex. Foi realizada uma reacdo multiplex com o conjunto de
primers e sondas para amplificacdo e deteccdo da proteina do nucleocapsideo N1 e N2 e como
controle da presenca de acido nucléico de humano, o conjunto de primers e sonda para amplificacao
e deteccdo da RNase P humana. Outra reacdo multiplex foi realizada com o gene que codifica a
proteina do envelope de SARS-CoV-2 e a RNase P humana. Para realizar a reacdo de PCR em
tempo real foi utilizado o Mix de gPCR Tagman da Promega de acordo com as instru¢des do
fornecedor com adicéo do conjunto de oligos e sondas. Os oligos foram utilizados na concentracao
final de 1 uM de cada um dos pares e as sondas na concentracdo final de 0,4 uM. Em cada reacéo

foram utilizados controles positivo e negativo da reacdo e as condi¢des estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1. Condicd
Oligonucleotideos, es PCR
sondas e condicbes
das reac0es de _ Amplico

) 5’ sequéncia 3’ Gene
PCR convencional n

e PCR em tempo

real utilizados

Nome
WuhanCoV-spkl-f | TTGGCAAAATTCAAGACTCACTT 94°C 3’/
(S) T 40 ciclos
de 94°C
30 -
544 pb | 56°C
Spike 30" -
72°C
WuhanCoV-spk2-r | TGTGGTTCATAAAAATTCCTTTG 30°°/72°
(AS) TG C5
NIID_WH- 94°C 3’/

492 pb
1 F24381 (S) TCAAGACTCACTTTCTTCCAC P 40 ciclos
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de 94°C

30° -
56°C
307 -
72°C
NIID_WH- 30°°/72°
1 R24873 (AS) ATTTGAAACAAAGACACCTTCAC Ccs
ESars2_sense_ Bv | ATGTACTCATTCGTTTCGGAAGA 94°C 3’/
G 40 ciclos
ESars2_antisense_ | GACCAGAAGATCAGGAACTCT de 94°C
Bv 307 -
Envelope 227pb | 58°C
30” -
72°C
30°°/72°
(O
2019-nCoV_N1-F | GACCCCAAAATCAGCGAAAT 95°C 3’/
2019-nCoV_N1-R | TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCT 45 ciclos
G Nucleocapsid | PCRem | de 95°C
2019-nCoV_N1- | FAM- eo tempo 37 -
Sonda ACCCCGCATTACGTTTGGTGGAC real com | 55°C
C-BHK utilizacd | 30
2019-nCoV_N2-F | TTACAAACATTGGCCGCAAA o de
2019-nCoV_N2-R | GCGCGACATTCCGAAGAA sonda
- Nucleocapsid
2019-nCoV_N2 - | Hex- em
Sonda ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG % reacoes
-BHK multiple
RNAse P (RP-F) | AGATTTGGACCTGCGAGCG X Controle
RNAse P (RP-R) GAGCGGCTGTCTCCACAAGT N1/N2/R | positivo
RNAse P (RP-P) - | IR - RNase P P da gPCR
Sonda TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG | humana E/RP nas
-DQ condicde

s de
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N1/N2
ou E-
Sarbeco
ACAGGTACGTTAATAGTTAATAG 1 95°C 3°/
E_Sarbeco_F CGT 45 ciclos
E_Sarbeco R ATATTGCAGCAGTACGCACACA de 95°C
" Envelope .
ACACTAGCCATCCTTACTGCGCT 58°C
E Sarbeco_Sonda | TCG-BHK 30”

Tabela 1. Oligonucleotideos, sondas e condi¢bes das reacGes de PCR convencional e PCR em

tempo real utilizados

Clonagem e sequenciamento dos produtos de PCR obtidos

Os produtos de PCR de 227 pb do gene que codifica a proteina E de SARS-CoV-2 e de 492
pb referente ao gene que codifica a proteina Spike do virus, amplificados a partir de uma formiga e
de uma das pernas da barata, respectivamente, foram clonados em vetor TOPO-TA adquirido na
ThermoFisher Scientific. Para realizar a clonagem, inicialmente os produtos de PCR foram
purificados com kit de purificacdo de fragmentos de PCR EasyPure (Transgene Biotech) seguindo
instrugdes do fornecedor e diluidos em 30 uL de 10 mM de Tris-HCI pH 7,8. 2 uL dos Produtos de
PCR purificados (aproximadamente 100 ng) foram incubados por 5 min com 0,5 uL do vetor
TOPO-TA e 2, 5uL de solucdo salina, de acordo com as instrucdes do fornecedor do kit de
clonagem que acompanha o vetor. Posteriormente os produtos de ligacdo foram transformados em
bactérias Escherichia coli da estirpe MachT1 (ThermoFischer Scientific) e as col6nias
recombinantes foram selecionadas em placas com meio de cultura LB contendo 50 ug/mL de
Ampicilina. Os clones selecionados foram submetidos a reacdo de PCR com os oligonucleotideos
M13 F e M13 R (Tabela 1), e os clones positivos foram utilizados para producao de plasmideo. Os
plasmideos obtidos a partir de um clone de cada um dos fragmentos obtidos a partir dos insetos
coletados, foram enviados para o servigo de sequenciamento da empresa ACTGene pelo método de

Sanger.
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Resultados

Foram coletadas 10 formigas e duas pernas traseiras de uma barata coletados nos jardins que
circundam o hospital de campanha. Foram também coletados 4 fragmentos de plantas préximas ao
carrinho de cachorro-quente proximo ao hospital de campanha. Foram obtidos acidos nucléicos
(RNA e DNA) de todos os espécimes coletados e a qualidade foi confirmada por eletroforese em

gel de agarose corado com brometo de etideo (resultados ndo apresentados).

A deteccdo de SARS-CoV-2 foi realizado por transcri¢do reversa seguida de PCR em tempo
real e em termociclador convencional. Todas as amostras testadas foram positivas em reacdo de
PCR em tempo multiplex com os conjuntos de oligonucleotideos complementares a proteina do
Nucleocapsideo do virus (N1 e N2), sendo negativas com os oligonucleotideos e sonda para
deteccdo do fragmento correspondente a RNAse P humana. Os controles negativos e positivos

tiveram resultados esperados.

Com o intuito de verificar se as amostras positivas com os marcadores N1 e N2 em tempo
real foram decorrentes de RNA ou de DNA, a reacdo de PCR multiplex em tempo real foi realizada
diretamente a partir dos acidos nucleicos extraidos. Todas as amostras tiveram resultado positivo
para N1 e N2 e negativo para RNAse P humana, indicando que a amplificacdo ocorreu a partir de
DNA e nédo de RNA.

A formiga 2 apresentou diagnostico de SARS-CoV-2 por RT-PCR em tempo real positivo
com utilizacdo do conjunto de oligonucleotideos e sonda para deteccdo do gene que codifica a
proteina do envelope do virus (Tabela 1). A partir da mesma formiga foi amplificado o fragmento
de 227 pb com oligonucleotideos complementares ao gene que codifica a proteina E de SARS-CoV-

2 (Tabela 1) por reacdo de RT-PCR convencional (Figura 2).

M 01 aﬁos M 09 ao 16
20000 | 500 ptL'
|
200pb B e 200 pb

BB DB -
Teodssrwew
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Figura 2. Eletroforese em géis de agarose 2% corados com brometo de etideo contendo
produtos de RT-PCR obtidos com os oligonucleotideos que amplificam um fragmento de 227
pb do gene que codifica a proteina E de SARS-CoV-2. 1 a 16: amostras de insetos coletados nas
proximidades do hospital de campanha localizado no ginasio de esportes da UFABC, onde 1 a 10
sdo especimes de formigas; 11 e 12 sdo pernas de uma barata; 13 a 16 sdo fragmentos de plantas.
M: marcador de peso molecular 100 pb ladder.

O diagnostico de SARS-CoV-2 por RT-PCR em termociclador convencional, seguido de
nested-PCR para amplificacdo de um fragmento de 492 pb correspondente ao gene que codifica a
proteina Spike do virus, foi positivo para uma das pernas da barata coletada (Figura 3).

500 pb

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo contendo produto
de RT-PCR e nested-PCR com os oligonucleotideos que amplificam um fragmento de 492 pb
do gene que codifica a proteina Spike de SARS-CoV-2. 1 a 16:amostras de insetos coletados nas
proximidades do hospital de campanha localizado no ginasio de esportes da UFABC, onde 1 a 10
sdo espécimes de formigas; 11 e 12 sdo pernas de uma barata; 13 a 16 sdo fragmentos de plantas.
M: marcador de peso molecular 100 pb ladder; C+: controle positivo da reacdo de PCR. A amostra
12 apresentou um fragmento de tamanho esperado.

Os produtos de PCR de 227 pb e 492 pb amplificados a partir dos acidos nucléicos da
formiga 2 e da perna da barata, correspondentes aos genes que codificam as proteinas E Spike de
SARS-CoV-2, respectivamente, foram clonados no vetor TOPO-TA. Foram obtidos 2 clones de
cada um dos fragmentos, conforme demonstrado por PCR das col6nias de bactérias transformadas
com cada um dos produtos de PCR e resistentes a ampicilina (Figura 4). Os dois clones de cada

fragmento foram enviados para sequenciamento pelo método de Sanger.
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EF1 EF2 EF3 EF4 EF5 SB1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SB7 SB8

800 pb - =3 -
500 pb T -

300 pb = - e e
-ee

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 1% contendo produto de PCR com os
oligonucleotideos M13F e M13R a partir de diferentes colonias de bactérias transformadas
com plasmideo TOPO-TA. EF1-5: diferentes coldnias bactérias resistentes a ampicilina ligadas ao
fragmento de PCR de 227 pb correspondente ao gene que codifica a proteinas E de SARS-CoV-2 a
partir da formiga 2. SB1-8: diferentes coldnias bactérias resistentes a ampicilina ligadas ao
fragmento de PCR de 227 pb correspondente ao gene que codifica a proteinas E de SARS-CoV-2 a
partir da formiga 2. M: marcador de peso molecular 100 pb ladder. As colbnias EF2 e 3
apresentaram o tamanho esperado de aproximadamente 500 pb e as coldnias SB2 e 5 apresentaram
o0 tamanho esperado de aproximadamente 800 pb.

Apo0s analise comparativa nos bancos de dados publico, National Center for Biotechnology
Information (NCBI), e Global Iniciative on Sharing all Influenza Data (GISAID), utilizando o
software de busca Basic Local Alignment Sequence Tool (BLAST), das sequencias obtidas dos
fragmentos de 227 pb a partir da amostra de formiga e de 492 pb a partir da amostra de barata, foi
confirmada a similaridade das mesmas com os genes que codificam as proteinas do envelope e
Spike de SARS-CoV-2, respectivamente. As figuras 5-8 contém o resultado das analises
comparativas da sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos traduzida, de cada um dos fragmentos.
Observa-se que a sequéncia correspondente a proteina E de SARS-CoV-2 apresenta duas
modificacbes de nucleotideos Unicas e uma das modificacBes resulta em substituicdo de um
aminoacido asparagina por uma serina (Figuras 5, 8 e 9). A sequéncia do fragmento de PCR
correspondente ao gene que codifica a proteina Spike de SARS-CoV-2 de 492 pb, apresenta a
modificacdo de um nucleotideo, que resulta na alteracdo de um aminoacido lisina por uma
glutamina (Figuras 5, 6 e 7).

A. SARS-CoV-2 - Spike
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Figura 5. Cromatograma das reacles de sequenciamento pelo método de Sanger, apoés
eletroforese capilar dos fragmentos de 492 pb (A) e 227 pb (B) contendo as regiGes com
modificacdes nucleotidicas. A flecha preta indica modificacbes que resultaram em alteracGes
aminoacidicas e a flecha vermelha indica modificagdes que ndo resultam em alteracdes
aminoacidicas.
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human_Iraq E MTB75582.seq(1>225) = TTTCGTGGETATTCTTGCTAGTTACACTAGCCATCCTTACTGCGCT TCEAT TETETGOGTACTGOT
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—

human_Iraq E MT&75582.seq(1>225)

AATTCTTCTAGAGTTCCTEGATCTTCTEETC

25

Figura 6. Comparacdo da sequéncia nucleotidica do gene que codifica a proteina E de SARS-
CoV-2 obtida a partir do espécime de formiga, com as sequéncias de SARS-CoV-2 obtidas de
humanos (human) e de Betacoronavirus de morcego (Bat) com maior similaridade ap6s busca
em banco de dados publicos por BLAST. Os nucleotideos divergentes estdo em vermelho.
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azhuman Italy E GIDSAIMWS852494 .seq.phMYSFVSEETGTLIVNSVLLFFAFVVFLLVTLAILTAIRLCAYCCNIVNVSLVKPSFYVYSRVKNLNSSRVPDLLY
LMYSFVSEETGTLIVNSVLLFFAFVVFLLVTLAT LTALRLCAYCCN IVNVSLVKPSFYVYSRVKNLNS SRVPDLLY
LMY SFVSEETGTLIVNSVLLFFAFVVFLLVTLATLTALRLCAYCCN IVNVSLVKPSFYVY SRVKNLNSSRVPDLLY
[y SEVSEETGTLIVNSVLLHIAFEVFLLYTLAT L AL RLCAYCON TVNVS LVKPSE YVY SRVKNLNS SRVPDLLY
LMY SFVSEETGTLIVNSVLLFFAFVVFLLVTLATLTALRLCAYCCH IVNVS LVKPSFYVYSRVKNLNS SRVEDLLY
[y SEVSEETGTL IVNSVLLFIAFVVFLLVTLATLTALRLCAYCCN IVNVS LVKPSFY VY SRVKNLNSSRVPDLL]

aahuman_ Italy E_GISAID.seq.pro
aaHuman USA E MW851845.seq.pro
aahuman-India E MW62443..pro
Formiga SBC_E,seq
Bat_Thailandia E MW20192.seq

Figura 7. Comparacao da sequéncia aminoacidica do gene que codifica a proteina E de SARS-
CoV-2 obtida a partir do espécime de formiga, com as sequéncias de SARS-CoV-2 obtidas de
humanos (human) e de Betacoronavirus de morcego (Bat) com maior similaridade apds busca
em banco de dados publicos por BLAST. Os aminoacidos divergentes estdo discriminados em
quadrados.



26

10 20 30 40 50 60

CAAGACTCACTTTCTTCCACAGCAAGTGCACTTGGAAAACTTCAAGATGTGGTCAACCAAAATGCAC

Bat_China_Spk_MW201%82,seq(1>492)
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Human Tunisia SPK MT308701.seq(1>489)
Human_USA_Spk_GDSAI.seq(1>492)
human_Trag_ Spk MT875590.seqg(1>492)

L

CRAGACTCACTTTCATCCACAGCAAGTGCACTTGGAAAACTTCRAAGATGTTGTCARTCARAATGCAC
CARAGACTCACTTTCTTCCACAGCAAGTGCACTTGGARAACTTCAAGA TGTGGTCARCCAAARTGCEC
CAAGACTCACTTTCTTCCACAGCAAGTGCACTTGGAAAACTTCAAGATGTGGTCAACCAARAATGCAC
CAAGACTCACTTTCTTCCACAGCAAGTGCACTTGGAAARACTTCAAGATGTGGTCAACCAARAATGCAC
CARAGACTCACTTTCTTCCACRAGCAAGTGCACTTGGARAACTTCAAGA TGTGGTCARCCAAARTGCAC

70 80 90 100 110 120 130

AAGCTTTARACACGCTTGTTAAACAACTTAGCTCCAATTTTGGTGCAATTTCAAGTGTTTTAAATGA

Bat China Spk MW201982.seq(1>492)
Barata_SBC_Spk.seq(1>492)
Human_Tunisia SPK MT308701.seq(1>489)
Human USA Spk GDSAI.seq(1>492)

human Irag Spk MT8755%0.seqg(1>492)

LELTLL

AAGCTTTAAACACGCTTGTCAAACAACTTAGCTCCAATTTTGGTGCAATT TCARGTGTGTTARATGA
AAGCTTTARACACGCTTGTTAAACAACTTAGCTCCAATTTTGGTGCAARTTTCAAGTGTTTTAAATGA
ARAGCTTTARACACGCTTGTTAAACAACTTAGCTCCAATTTTGGTGCAATT TCAAGTGTTTTAAATGA
AAGCTTTAAACACGCTTGT TAAACAACTTAGCTCCAATTTTGGTGCAATT TCARGTGTTTTARATGA
AAGCTTTAAACACGCTTGT TAAACAACTTAGCTCCAATTTTGGTGCAATT TCARGTGTTTTARATGA

140 150 160 170 180 190 200

TATCCTTTCACGTCTTGACARAAGTTGAGGC TGAAGTGCAAATTGATAGGT TGATCACAGGCAGACTT

Bat_ China Spk MW201%82.seq(1>492)
Barata SBC Spk.seq(l1>492)
Human_Tunisia_ SPK_MT308701.seq(1>489)
Human_USA_Spk_GDSAT,.seq(1>492)
human_Traqg Spk MT8755%0.seq(1>492)

LI

TATTCTTTCACGTCTAGRCAAAGT TGAGGCTGAAGTGCAGATTGATAGGT TGATCACAGGCAGACTT
TATCCTTTCACGTCTTGACAAAGTTGAGGCTGAAGTGCAAATTGATAGGT TGATCACAGGCAGACTT
TATCCTTTCACGTCTTGACAAAGTTGAGGCTGAAGTGCAAATTGATAGGT TGATCACAGGCAGACTT
TATCCTTTCACGTCTTGRACARAGTTGAGGCTGAAGTGCARATTGATAGGTTGATCACAGGCAGACTT
TATCCTTTCACGTCTTGRACARAGT TGAGGCTGAAGTGCARATTGATAGGTTGATCACAGGCAGACTT
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CAAAGTTTGCAGACATATGTGACTCAACARTTAATTAGAGCTGCAGAAATCAGAGCTTCTGC TAATC

Bat_China_Spk MW201982.seq(1>492)
Barata_SBC_Spk.seq(1>492)
Human_Tunisia_ SPK MT308701.seq(1>489)
Human_USA_Spk_GDSAT.seq(1>492)
human_Traq Spk_MT875590.seqg(1>4%2)

L

CAARGCTTGCAGACATATGTGACTCAACAAC TAATTAGAGCTGCCGAAATCAGAGCTTCTGCTRATC
CAAAGTTTGCAGACATATGTGACTCAACAATTAATTAGAGCTGCAGARATCAGAGCTTCTGC TAATC
CAARGTTTGCAGACATATGTGACTCAACAAT TAATTAGAGCTGCAGAAATCAGAGCTTCTGCTAATC
CAARGTTTGCAGACATATGTGACTCAACAAT TAATTAGAGCTGCAGAAATCAGAGCTTCTGCTAATC
CAAAGTTTGCAGACATATGTGACTCARCAATTAATTAGAGCTGCAGARATCAGAGCTTCTGCTAATC

270 280 290 300 310 320 330

TTGCTGCTACTAAAATGTCAGAGTGTGTACT TGGACAATCAAR AAGAGTTGATTTTTGTGGAAAGGE

Bat_China_ Spk MW201982.seq(1>492)
Barata SBC Epk.seq(l>4192)

Human Tunisia SPK MT308701.seqg(1>489)
Human_USA Spk GDSAI.seq(1>492)

human_ Iraq Spk MTB75590.seq(1>492)

LI

TTGCTGCTACTAAAATGTCAGAGTGTGTACT TGGACAATCAARAAGAGTTGATTTTTGTGGAARAGG
TTGCTGCTACTGAAATGTCAGAGTGTGTACTTGGACAATCAARAAGAGTTGATTTTTGTGGARAGGE
TTGCTGCTACTAARATGTCAGAGTGTGTACT TGGACRATCAARARGAGTTGATTTTTGTGGAAAGGG
TTGOTGOTACTAAAATGTCAGAGTGTGTACTTGGACAATCARABAGAGTTGATTTTTGTGGARAGER
TTGCTGCTACTARAATGICAGAGTGTGTACT TGGACAATCARAMMGAGTTGATTTTTGTGGARAAGGGE

340 350 360 370 380 380 400
1 | | 1 | 1 | 1 | 1 | | 1

CTATCATCITATGTCCTICCCTCAGTCAGCACCTCATGGTGTAGTCTTCTITGCATGTGACTTATGTC

Bat_China Spk_MW201982.seq(1>492)
Barata SBC_ Spk.seq(1>452)
Human_Tunisia_ SPK MT308701.seq(1>489)
Human_USA_Spk_GDSAT.seq(1>1092)
human_Trag Spk MT875590,seq(1>492)

L

CTATCATCTCATGTCCTTCCCTCAGTCAGCACCTCATGGTGTAGTTTTCTTGCATGTGACATATGTC
CTATCATCTTATGTCCTTCCCTCAGTCAGCACCTCATGGTGTAGTCTTCT TGCATGTGACTTATGTC
CTATCATCTTATGTCCTTCCCTCAGTCAGCACCTCATGGTGTAGTCTTCTTGCATGTGACTTATGTC
CTATCATCTTATSTCCTTCCCTCAGTCAGCACCTCATGGTGTAGTCTTCTTGCATGTGACTTATGTC
CTATCATCTTATGTCCTTCCCTCAGTCAGCACCTCATGGTGTAGTCTTCTTGCATGTGACTTATGTC

410 420 430 440 430 460

CCTGCACRAGRAARGARCTTCACAACTGCTCCTGCCATTTGTCATGATGGARAAGCACACTTTCCTC

Bat_China_Spk MW201982.s5eq(1>432)
Barata_ SBC_Spk.seq(1>492)

Human Tunisia SPK MT308701l.seq(l1>489)
Human USA Spk GDSAI.seq(1>492)

human Iraq Spk MT875590.seqg(l>192)

LI

CCTGCACARAGRARAGARCTTCACAACTGCTCCTGCAATTTGCTATGATGGARARMGCACATTTCCCTC
CCTGCACRRGRAARGRACTTCACAACTGCTCCTGCCATTTGTCATGATGGARRAGCACACTTTCCTC
CCTGCACARGAAAMGAACTTCACAACTGCTCCTGCCATTTGTCATGATGGAAARGCACACTTTCCTC
CCTGCACAAGAAAAGAACTTCACAACTGCTCCTGCCATTTGTCATGATGGAAARGCACACTTTCCTC
CCTGCACARGAAAMLGAACTTCACAACTGCTCCTGCCATTTGTCATGATGGAAAMGCACACTTTCCTC

470 480 490

GTGAAGGTGTCTTTGTTTCARAT

Bat China Spk MW201982.seq(1>432)
Barata_ SBC_ Spk.seg(l>4192)
Human_Tunisia_ SPK_MT308701.seq(1>489)
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Figura 8. Comparacédo da sequéncia
SARS-CoV-2 obtida a partir do espécime de barata, com as sequéncias de SARS-CoV-2
obtidas de humanos (human) e de Betacoronavirus de morcego (Bat) com maior similaridade
apos busca em banco de dados publicos por BLAST. Os nucleotideos divergentes estdo em

vermelho.

GTGRAGGTGTCTTTGTTTCARAT
GTGAAGGTGTCTTTGTTTCAAAT
GTGRAGGTGTCTTTGTTTCARAT
GTGAAGGTGTCTTTGTTTCARAT
GITGAAGGTGTCTTTGTTTCARAT

nucleotidica do gene que codifica a proteina Spike de
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Majority QDSLSSTASALGELODVVNONAQATNTLVEQLSSNFGATSSVLNDI LSRLDEVEAEVOIDRLITGRLOSLOTYVTQQLIR
T T T T T T T T
10 20 30 40 50 a0 70 80
1 1 1 1 1 1 1 1
aaHuman USA_Spk_GDSAI.pro QDSLSSTASALGKLODVVNONAQATNTIVEQLS SNFGATSSVLNDI LSRLDKVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYVTQOLIR 80
aaBarata SBC Spk.pro QDSLSSTASALGKLODVVNONAQATNTIVEQLS SNFGATSSVLNDI LSRLDKVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYVTQOLIR 80

aaBat_China_Spk_MW201982.pro  QDSLSSTASALGKLQDVVNQNAQAINTLVKQLSSNFGATISSVLNDILSRLDKVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYVTQOLIR 80
aahuman_Iraq_Spk_MT875590.pro (QDSLSSTASALGKLQDVVNONAQATNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDKVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYVTQOLIR 80
aaHuman_Tunisia_ SPX_MT308701.pxDSLSSTASALGKLODVVNONAQRLNTLVKQLSSNFGATSSVLNDILSRLDKVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYVIQQLIR 80

Majority ARFIRASANLAATEMSECVLGOSKRVDFCGHGYHIMSFPOSAPHGVVFLHVTYVEAQERNFT TAPATCHDGKAHFPREGY
T T T T T T T T
90 100 110 120 130 140 150 160
1 1 1 1 1 1 1 1
aaHuman_ USA_Spk_GDSAI.pro ARETRASANLAATKMSECVLGOSKRVDFCGKGYHIMSFROSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPATCHDGKAHFFREGY 160
aaBarata_ SBC_Spk.pro AAEIRASANLAA'IE.MSEC‘..’LGQSKRVDFCG‘KGYHIMSFPQSAPHG\.WFLHVTYWAQEKNFT TAPATCHDGEAHFEFREGV 160

aaBat_China_Spk_MW201982.pro  ARETRASANLARTKMSECVLGQSKRVDFCGKGYHIMSFPQSARPHGVVFLHVTYVEAQEKNFT TAPAIC@DGKAHFEREGV 160
aahuman Irag Spk MT8755%0.pro AREIRASANLAATHMSECVLGQSKRVDFCGHGYHIMSFPQSAPHGVVFLHVTYVEAQEKNFTTAPATICHDGRAHFFREGY 160
aaHuman Tunisia SPK_MT308701.prRAEIRASANLAATHMSECVLGOSKRVDFCGEGYHIMSFPQSAPHGVVELHVTY VPAOEKNFT TAPRICHDGEAHFFREGY 160

Majority FVSN

aaHuman_USA_Spk_GDSAI.pro FV5N 164
aaBarata SBC_ Spk.pro FVSN 164
aaBat_China_Spk_MW201982.pro  FVSN 164
aahuman_Irag Spk_MT875590.pro FVSN 164
aaHuman Tunisia SPK _MT308701.pdWsS 163

Figura 9. Comparacdo da sequéncia aminoacidica do gene que codifica a proteina Spike de
SARS-CoV-2 obtida a partir do espécime de barata, com as sequéncias de SARS-CoV-2
obtidas de humanos (human) e de Betacoronavirus de morcego (Bat) com maior similaridade
apos busca em banco de dados publicos por BLAST. Os aminoacidos divergentes estdo
discriminados em quadrados.

Discussao

O controle da transmissdo do SARS-CoV-2 ¢ ainda a melhor forma de controlar surtos e
prevenir novas infeccdes. Além disto novas possiblidades de contagio devem ser levadas em
consideracdo e estudadas exaustivamente diante do impacto socioeconémico e sanitario que surtos
da doenca geram. O papel de artrpodes na possivel infeccdo de humanos seja pela via fecal-oral
seja pelo contato direto ainda permanece incerto. Apesar dos esforcos globais para o controle do
virus em varias frentes de pesquisa ndo existem comprovacdes da contribuicdo de artropodes no
contagio do SARS-CoV-2 para humanos, apenas indicacfes de que o contagio podera ocorrer de
maneira direta ou indireta com artropodes (BIOL; RUJ, 2021; ISMAIL et al., 2020; REUBEN;
GYAR; DANLADI, 2020). Neste sentido, este trabalho € inédito a0 comprovar a presenca de
particulas virais em insetos que circundam o hospital de campanha da UFABC, ndo havendo
nenhum outro trabalho publicado, até a data de finalizacdo deste trabalho em abril de 2021. Isto
ressalta que a possibilidade existe, mesmo que remota, de que a transmissdo mediada por insetos

ocorra.
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O pesquisador CALIBEO-HAYES et al. (2003) comprovou que a trasmissdo mecénica de
uma espécie de coronavirus ocorre em ambiente de criacdo de perus pela ingestdo de moscas
domésticas contaminadas. Esse estudo foi realizado em um ambiente controlado, com uma espécie
de Coronavirus diferente da qual enfrentamos, mas indica que o surgimento de novas variantes com
caracteristicas imprevisiveis, possa selecionar virus com caracteristicas imprevisiveis inclusive com
maior probabilidade de infeccdo mecénica por insetos (DAVIES et al., 2020; KORBER et al.,
2020).

A quantificacdo de SARS-CoV-2 no esgoto desmpenha importante papel no monitoramento
da COVID-19, com a analise de regibes afetadas e estimativa dos casos assintomaticos (CLARO et
al., 2020). Visto que o Brasil ainda ¢ um pais muito desigual e com muitos problemas de
saneamento basico, a infeccdo por via fecal-oral e por aerossois produzidos em regides de esgoto
ndo tratado, pode ocorrer, principalmente em trabalhadores expostos. A presenca de virus com
potencial infetivo em fezes, permanece por tempo consideravel e pacientes com exames
respiratorios negativos para coronavirus permaneceram eliminando virus nas fezes por até cinco
semanas (WENHAM; LOTTA; NACIF PIMENTA, 2020; WU et al., 2020). A presenca de insetos
em esgotos € comum, e os resultados obtidos indicam que Insetos que tenham contato com fezes
podem levar o virus e assim, se este ainda apresentar potencial infectivo, poderé ocorrer transmissao

mecanica da doenca.

Os dados sobre a persisténcia do SARS-CoV-2 no ambiente ainda séo escassos e alguns
apresentam controvérsias entre si. De acordo com CARRATURO et al. (2020), a persistencia do
virus em temperaturas menores que 4°C é de até 72 horas, no entanto (FIORILLO et al., 2020)
afirma que é possivel a persisténcia do virus por mais de 28 dias nas mesmas condi¢des, mas ambos
convergem quanto a diminuigdo da persisténcia de SARS-CoV-2 no ambiente com a elevagéo da
temperatura, com perda exponencial da viabilidade de infeccdo com o aumento de temperatura. A
contribuicdo de parametros ambientais na determinacdo da viabilidade do SARS-CoV-2, incluindo
temperatura, humidade e tipo de superficie ainda ndo estdo bem estabelecidos, entretanto, ha
consenso de que o plastico mantém a viabilidade do SARS-CoV-2 por mais tempo quando
comparado ao vidro, aco inoxidavel, papel e papeldo (CARRATURO et al., 2020; FIORILLO et al.,
2020; SANTARPIA et al.,, 2020; VAN DOREMALEN et al., 2020). Os insetos possuem
exoesqueleto de quitina, e mais estudos sdo necessarios para conhecimento da viabilidade do
SARS-CoV-2 nos mesmos.

Neste estudo, foi demonstrada a presenca de fragmentos genéticos de SARS-CoV-2 em dois

espécimes de insetos, comprovada por sequenciamento, com diferentes marcadores, indicando
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fragmentacdo do virus. Portanto, a transmissdo mecénica por esses insetos dificilmente deve
ocorrer, entretanto, estes indicam a ocorréncia de virus em areas proximas aos hospitais e permitem
estudar a variabilidade genética dos virus circulantes por meio do sequenciamento de fragmentos
genémicos. As duas sequéncias obtidas nesse estudo séo ineditas nos bancos de dados publicos

pesquisados, indicando a evolugéo regional do SARS-CoV-2.

Concluséao

Apesar da pequena amostra estudada neste trabalho, observamos a presenca de RNA
genémico de SARS-CoV-2 nas amostras de insetos coletadas no entorno do hospital de campanha
da UFABC, o que pode ter implicacbes importantes em investigacdo epidemioldgica de virus
circulantes em locais proximos a hospitais. Este trabalho também assinala a importancia do estudo
de artrépodes na transmissdo do novo coronavirus e para que novos protocolos de higiene e controle

da doenca sejam aprimorados.
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