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RESUMO
Desde o comeco da pandemia do COVID-19, é crescente a quantidade de estudos

sobre SARS-Cov-2 e a presenca em agua residual. O processo de adsor¢cdo do
SARS-Cov-2 e a presenca de carga viral em agua residual produziu diferentes
trabalhos sobre métodos de deteccao de SARS-Cov-2 em agua residual. Logo, o
objetivo deste trabalho é realizar uma revisdo sistematica da literatura para
descrever qual seria 0 método de deteccdo de SARS-Cov-2 mais eficaz. Foi
realizada uma revisao sistematica que envolveu as etapas de identificacdo, selecéo,
elegibilidade e incluséo dos textos, de acordo com o guia PRISMA, que compreende
um checklist de 27 itens e um fluxograma de quatro etapas, que auxilia autores no
relato de revisdes sisteméaticas. A pesquisa na base de dados da Medline PUbMED
sem restricdo de lingua ou data, admitindo, a principio, todo artigo encontrado de
acordo com o algoritmo de descritores: (DETECTION) AND (SARS-COV-2) AND
(WASTEWATER TREATMENT PLANTS). Foram incluidos artigos que descreviam
em seu resumo assuntos relacionados a deteccdo de SARS-Cov-2 em agua
residual, descrevendo o método utilizado. Depois de feita a leitura em integra dos
artigos, cinco foram selecionados compondo o presente trabalho. A partir da analise
dos artigos apresentados, foi possivel observar os métodos de deteccdo e as
abordagens de tratamento de agua e esgoto. Destacada a importancia da
epidemiologia baseada em agua residual (EBAR) como uma ferramenta de alerta
sobre novos casos de COVIS-19, é importante estabelecer um método pratico,
econbmico e replicavel para a deteccdo de SARS-CoV-2 nas estacbes de
tratamento de agua e esgoto.

Palavras-chaves: SARS-CoV-2; Epidemiologia; Agua residual; Deteccéo; RT-PCR.



ABSTRACT

Since the beginnig of the COVID-19 pandemic, the number of studies on SARS-
Cov-2 and its presence in wastewater is increased. The SARS-Cov-2 adsorption
process and the presence of viral load in wastewater produced different works on
methods of detection SARS-Cov-2 in wastewater. Therefore, the aim of this work is
to perform a systematic review of the literature to describe which would be the most
effective method of detecting SARS-Cov-2. A systematic review was peform that
involved the stages of identification, selection, eligibility and inclusion of texts,
according to the guide PRISMA, which comprises a 27-item checklist and a four-step
flowchart, which assists authors in reporting systematic reviews. The research in the
Medline PUbMED database without restriction of language or date, admitting, at first,
every article found according to the algorithm of descriptors: (DETECTION) AND
(SARS-COV-2) AND (WASTEWATER TREATMENT PLANTS). Articles were
included that described in their abstract subjects related to the detection of SARS-
Cov-2 in wastewater, describing the method used. After reading the articles in full,
five were selected to compose the present work. From the analysis of the articles
presented, it was possible to observe the detection methods and approaches to
water and sewage treatment. Demonstrated the importance of wastewater based
epidemiolgy (WWBE) as an alert tool for new cases of COVIS-19, it is important to
establish a practical, cost-effective and replicable method for detecting SARS-CoV-2
in water and sewage treatment plants.

Key-words: SARS-Cov-2; Epidemiology, Wastewater; Detection; RT-PCR.



Lista de abreviagdes

CAESB - Companhia de Saneamento Ambiental do Distrito Federal
EBAR - Epimegiologia Baseada em Agua Residual

FLD - Floculac&do com Leite Desnatado

PEG - Polietilenoglicol

PRISMA - Preferred reporting items for systematic reviews and meta-analyses
RdRp - RNA dependent RNA polymerase
RT-gPCR - Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction

RT-ddPCR - Reverse Transcription Droplet Digital Polymerase Chain Reaction



SUMARIO

1100 [¥ o> o F PSP 10
1171 (oo Lo 11
(TS U1 7= T o T PP PPPPPPPPUPPRRTR 13

[T 10 = U PP PP PPPPPR 14

TADEIA L. 15
Do U ST o PR 20
4] (=] 0= ol - TSP UPPUPPRP P TIN 23
ANEXO L e e e et e a e e e e e e ne 25

AN =0 N 1 26



INTRODUCAO

A pandemia do coronavirus provocada pelo virus SARS CoV-2, causador da
sindrome respiratdria aguda grave, impactou o planeta em todos os setores da
sociedade a partir de novembro de 2019.2

Desde o comeco da pandemia do COVID-19, a quantidade de estudos sobre
0 SARS-CoV-2 aumenta e relata a deteccao de carga viral em amostras de fezes e
infeccbes gastrointestinais bem como a deteccdo de SARS-CoV-2 em estacdes de
tratamento de agua e esgoto. De acordo com Kocamemi et al. (2020), foram
encontradas concentracbes de fragmentos do acido nucleico viral em diferentes
estacOes de tratamento de esgoto em Istambul. A presenca do SARS-CoV-2 em
amostras de fezes de pacientes infectados também foi relatada em 2020 por Ahmed
gue também demonstrou a detec¢cdo do RNA viral através de reacdes em cadeia de
polimerase quantitativa de transcriptase reversa (RT-qPCR) em &agua residual na
Australia.?34

A partir da técnica de RT-gPCR foi possivel detectar SARS-CoV-2 nas
estacdes de tratamento de agua e esgoto, e assim realizar estudos epidemiologicos
baseado em aguas residuais. H4 evidéncias de que o SARS-CoV-2 continua se
replicando ativamente no trato gastrointestinal, mesmo apos a remicédo da infeccéo
no trato respiratério, assim explicando a presenca de particulas virais nas fezes, em
até 12 dias, apds o término da infecgdo do trato respiratorio.*

Diferentes trabalhos foram feitos com o intuito de apontar a melhor forma de
deteccdo de SARS-CoV-2 em diversos tipos de amostras, principalmente amostras
de matriz aquatica. Dentre estas amostras, as de 4gua residual (sagua descartadas
apos o uso comercial, industrial ou residencial, termo mais utilizado para descrever
agua de esgoto) apresentam uma maior concentracdo de SARS-CoV-2 devido ao
fato deste virus ser encapsulado, ou seja, possuir uma camada lipidica que envolve
o0 material genético. Por esse motivo, o SARS-CoV-2 sofre um processo de
adsorcao, saponificacédo, desinfeccdo e oxidacdo durante o processo de tratamento
da 4gua, devido ao uso de solventes, detergentes e desinfetantes. O processo de
adsorcéo faz o0 SARS-CoV-2 se agregar em particulas sélidas presente na agua e,
consequentemente, decantar durante as fases de tratamento de agua e esgoto.
Assim, virus encapsulados podem ser detectados por um método de

adsorcao/eluicao, que compreende um processo de agrupamento da carga viral em



particulas sélidas, e depois um processo de separacdo do virus destas particulas

sélidas.?
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Relatado por Corpuz et al. (2020), esta caracteristica do SARS-CoV-2, de ser
um virus encapsulado, confere uma suscetibilidade maior de ser inativado em aguas
residuais, quando comparado com outros virus como o rotavirus e o adenovirus.®
Devido a isto, com intuito de destacar métodos e técnicas adequadas para a
deteccdo e extracdo de SARS-CoV-2 em estacdes de tratamento de agua e esgoto,
este trabalho reuniu os resultados sobre a deteccdo do SARS-CoV-2 em agua
residual obtidos por outros autores. O presente trabalho almeja responder qual o
método de deteccdo e extracdo de SARS-CoV-2 em estacdes de tratamento de
agua seria o mais eficaz. Assim como destacar a necessidade de estabelecer um
protocolo padronizado para deteccdo de SARS-CoV-2 em agua residual como
ferramenta de epidemiologia baseada em agua residual. Tudo isso em contribucdo
de uma abordagem ambiental sobre a pesquisa de particula viral em rede de

tratamento de 4gua e esgoto.

METODOLOGIA
Esse trabalho trata de uma revisao sistematica da literatura sobre a presenca
de SARS-CoV-2 em agua residual e na rede de tratamento de 4gua e esgoto. As

etapas de identificacdo, selecéo, elegibilidade e incluséo dos textos, depois de feita



leitura integral dos mesmos, foram realizadas de acordo com o guia PRISMA
(Preferred reporting items for systematic reviews and meta-analyses). O guia
PRISMA foi elaborado no Canadd em 2005 com a participacdo de 29 autores, entre
eles autores de revisbes, metodologistas, clinicos, editores. Ele consiste em um
checklist de 27 itens e um fluxograma de quatro etapas, que auxilia autores em
melhorar o relato de revisdes sistematicas, além de servir como avaliacao critica de
revisdes sistematicas.®

Como guestao chave para o desenvolvimento do presente artigo foi utilizada
a seguinte pergunta: “Qual método de detecgdo e extragdo seria 0 mais eficaz para

determinar SARS-CoV-2 nas estacfes de tratamento de agua e esgoto?”.

Estratégia para busca de fontes e informacdes

Foi feita uma pesquisa na base de dados da Medline PubMed, sem restricao
de data ou lingua, admitido, a principio, todo resultado encontrado de acordo com os
descritores escolhidos. Utilizado o algoritmo de descritores: (DETECTION) AND
(SARS-COV-2) AND (WASTEWATER TREATMENT PLANTS). Apés indexados
para o software de revisao inteligente Rayyan, feita a avaliacdo de titulo e resumo
dos artigos. O aplicativo Rayyan foi desenvolvido por catarianos com intuito de
melhorar a triagem inicial de resumos e titulos de artigos encontrados na pesqusia
na base de dados. Este aplicativo utiliza processos semiautomaticos para tornar
clara e objetiva a analise de titulo e resumo dos artigos infexados. A utilizacao desse
aplicativo permite contornar desafios e complexidades das ferramentas disponiveis
para o autor de revisao sistematica, tornando pratico e dinamico a leitura dos artigos
de uma revisdo.” Dos 176 artigos encontrados na pesquisa, apenas um era

duplicado, sendo excluido da leitura prévia.

Critérios de eleqibilidade

Foram observados e incluidos estudos que apresentaram no resumo
assuntos relacionados a deteccdo de SARS-COV-2 em estacdes de tratamento de
agua residual, descrevendo a metodologia utilizada no processo. Apds este passo,
foram excluidos trabalhos que ndo apresentaram dados ou resultados sobre a

deteccdo do SARS-CoV-2 nas estagfes de tratamento de agua residual no resumo.



Extracdo dos dados

Depois de selecionados os estudos, cinco no total, foi feita a extracdo de
dados de forma manual e analitica, lendo cada um dos artigos selecionados de

forma integral.

Analises de dados

Os dados foram analisados buscando encontrar uma conexao entre dois
pontos: métodos de deteccdo de SARS-CoV-2 em estacbes de tratamento e
resultados da concentracdo de SARS-CoV-2 encontrado em amostras de agua
residual. Essa analise foi feita observando a contribuicdo dos trabalhos em

responder a questdo chave para o desenvolvimento do trabalho.

A metodologia foi embasada no checklist de procedimento PRISMA, que
funciona como um guia de procedimento para uma producdo fiel de revisdes
sisteméticas e metanalises. Apds feita a pesquisa na base de dados PUubMED, foram
indexados os artigos selecionados para o software de revisdo Rayyan, que auxilia na
leitura de titulo e resumo de revisbes sisteméaticas. Por fim foi realizada a leitura e

andlise de titulo e resumo dos artigos.”®

RESULTADO

Dos 176 artigos encontrados durante a busca na base de dados do PubMed,
1 artigo foi excluido por apresentar duplicidade. Do total, 22 foram selecionados, por
preencherem os critérios de elegibilidade, e lidos na integra. Na fase de leitura do
texto completo, 17 artigos foram excluidos por ndo apresentarem informacdes sobre
a deteccdo e concentracdo de SARS-CoV-2, conforme a Figura 1. A Tabela 1

demonstra as informacdes de cada artigo que compdem este estudo.



Figura 1. Fluxograma representativo das etapas realizadas na pesquisa e selegdo dos artigos

sobre a deteccdo de SARS-CoV-2 em estagcbes de tratamento de agua
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Tabela 1.

Caracterizacao dos artigos incluidos na revisdo sobre técnicas de detec¢do dos SAR-CoV-2 em agua residual.

o Técnica de Técninga de Nume[o de
Referéncia E ~ Deteccéo e Resultados Estacbes de
xtragao Concetracgéo Tratamento
Mark Ciesielski, | Utilizado o kit | RT- A técnica de deteccao
et al. para extracdo | gPCR(Reliance utilizando RT-ddPCR,
2021.Estados AllPrep One-Step consegue ter um limite de
Unidos PowerViral Multiplex deteccdo maior que o do
DNA/RNA Kit | Supermix) Limite | RT-gPCR. Enquanto o RT-
(QIAGEN, de Deteccdo: 12 [ gPCR consegue ser
Germatown). | cOpias por realizado mais 9
microlitro. rapidamente.
RT-ddPCR (Bio-
Rad’s One-Step
RT-ddPCR
Advanced Kit)
Limite de
Deteccao : 0,066
copias por
microlitro.
Mojtaba Utilizado o kit | COVID-19 ONE- | Utilizando o método de
Pourakbar, et para extracdo | STEP RT-PCR kit [ RT-PCR, foi  possivel
al., 2021. Ird RNJia Virus (Producao local). |assegurar que o gene de
Kit Encontrado um nucleocapsideo do SARS-
(ROJETechno | intervalo de CoV-2 é o mais especifico
logies, Ird) concetracao para identificar o material
entre 0.71 x 10* e | genético nos ensaios de
3.1 x 10* copias deteccdo. Além disso, foi Z
de genes por litro. | observado que 0
tratamento da agua
residual ainda é a dultima
barreira para impedir a
transmissdo do  virus
através de matrizes
aquaticas.
Shadi W. ABIOpure Utilizado um kit A combinagéo de
Hasan, et al., Viral de Real-Time ultracentrifugacdo e o kit
2020. Emirados | DNA/RNA gPCR (Applied de extragdo de RNA
Arabes Unidos | Extraction kits | Biosystems) para | (ABIOpure Viral
(Alliance Bio | deteccao dos dois | DNA/RNA, Alliance Bio
Inc.) tipos de extragéo. |Inc.) realizou uma
-Protocolo de | Na extragéo contagem  maior de
extragcdo com | utilizando particula  viral quando 11
reagente ultracentrifugacdo | comparado com 0
quimico , foi observadoa | protocolo de extragcdo
combinado concentracdo de | TRIzol (Thermo Fisher




polietilenoglic | 31,7 copias de Cat#15596), utilizando o
ol (PEG) e |gene por mililitro, [ polietilenoglicol (PEG)
reagente enquanto no para concentrar as
TRIzol. utilizado o particulas virais da
PEG/TRIzol, amostra. Apesar dos
concentracdo de |resultados inferiores em
2,6 cépias de guestdo de sensibilidade,
gene por mililitro. | 0 método de precipitacao
quimica, PEG/TRIzol, &
mais barato e de facil
manuseio  técnico. O
método de filtragdo em
coluna apresenta uma
abordagem mais sensivel,
enquanto o] método
PEG/TRIzol uma
abordagem menos
sensivel, porém  mais
barata e pratica.
Sandra Kit de Utilizado One- Mesmo utilizando
Westhaus, et extracado Step RT-gPCR Kit | diferentes protocolos e kits
al., 2020. NucleoSpin (New England para deteccdo de SARS-
Alemanha RNA Virus Biolabs); CoV-2 em agua residual, o
(Macherey Multiplex gue de fato é destacado
Nagel). RNA Virus Master | neste trabalho é a
(LightCycler®) indicacéo dos
e C1000 Touch oligonucleotideos
Thermal Cycler utilizados — gene N, gene
(Bio-Rad). M, gene E e gene RNA-
Na porc¢éo RNA polimerase
afluente, foi dependente (RdRP). Foi
indetificada a observado que o0 gene
concentracdo de |[RdRP apresenta uma
3 e 20 copias por | maior especificidade e o
mililitro, utilizando [ gene M uma maior
0 gene M e gen sensibilidade, entre o0s
RdRp, guatro genes observados
respectivamente. | (gene E, gene M, gene N e
Na porc¢éo gene RdARP), para
efluente a deteccdo de SARS-CoV-2.
concentracdo
passou a ser 2.7
e 37 copias por
mililitro,
respectivamente
ao gene M e gene
RdRp.
Kadir Yanag, et | Foi utilizado | Utilizado o kit de

al., 2022.
Canada

como método

de
concentracao
da amostra:

decteccéo
TagMan Fast
Virus 1-Step
Master Mix (Life

O método de Floculacao
de Leite Desnatado (FLD),
apesar de ser 0 mais
demorado, demonstra




Ultracentrifug
acdo a 3000G
e 7500G e o
método de
floculacdo de
leite
desnatado
(FLD).

Apos a
concentracao,
€ utilizado o
kit RNeasy
PowerMicrobi
ome
(QIAGEN)
para

extracao.

Technologies) e
entdo detectado
atraves do kit
QuantStudio 5
Real-Time PCR
System (Life
Technologies).
Como avaliagéo,
foi observado a
reconstituicdo da
amostra, onde foi
observado
15,27% de
reconstituicao
utilizado FLD;
13,38% em
ultracentrifugacéo
3000G e 4,79%
de reconstituicdo
em
ultracentrifugacéo

maior eficacia para a
deteccdo do SARS-CoV-2
em 4agua residual, por
apresentar maior
porcentual (15.27 +
3.32%) de recuperacao da
amostra de agua residual
enriquecida. O método
utilizado menos eficiente é
0 de ultracentrifugacao
7500G, por apresentar o
menor percentual (4,79%)
de recuperacao da
amostra de agua residual
enriquecida. Além disso,
ambos o0s métodos de
ultracentrifugacéo
necessitam de uma pré-
fitragem, enquanto que o
método FLD néao
necessita.

7500G.

Cada um dos cinco artigos traz informacgdes relevantes ao presente trabalho,
identificado agora a seguir.

No artigo de Ciesielski et al. (2021), as amostras utilizadas sao originarias
principalmente de aguas afluentes (montante). O método de preparo das amostras
foi realizado da seguinte maneira: Coletadas as amostras, era ajustado o pH para
3.5, utilizando 10M HCI; com o auxilio de barras e placas magnéticas, a amostra era
agitada para ressuspensao, logo em seguida, filtrado 50mL da amostra por um filtro
de 0.45 pm em uma filtracdo a vacuo.” Feito a separagdo sdélida da suspensdo, a
extracdo e isolamento do RNA era feito utilizando um kit especifico para o
isolamento de material genético, o AllPrep® PowerViral DNA/RNA (QIAGEN). As
amostras foram processadas pelas técnicas de RT-gPCR (Reverse Transcription
guantitative Polymerase Chain Reaction) e RT-ddPCR (Reverse Transcription
Droplet Digital Polymerase Chain Reaction). O resultado mostrou que diferentes
fluxos de é&gua, ou diferentes locais de coleta da amostra, podem apresentar
discrepancia em resultados de uma mesma estacdo de tratamento.® Apos feito os
testes, o trabalho de Ciesielski et al. definiu um limite de deteccdo menor feita a
utilizacao de kits de deteccdo RT-ddPCR, quando comparados com o uso da técnica
RT-qPCR — mais comumente utilizada. Em ndmeros exatos, o limite de deteccdo da

técnica de RT-ddPCR encontrada foi de 0,066 cépias/uL, enquanto o limite do RT-




gPCR foi de 12,0 copias/uyL . O limite de deteccdo auxilia em medir qual método
consegue ser mais sensivel para a deteccdo do virus, sendo inversamente
proporcional, quanto menor o limite de deteccdo do método, maior eficiéncia em
identificar o virus, neste caso o SARS-CoV-2. 8

O trabalho de Mojtaba Pourakbar et al. (2021) levanta uma perspectiva para
a escolha dos oligonucleotideos e genes para identificacdo do SARS-CoV-2 em
matrizes aquaticas. O processamento desse tipo de amostra comega com uma
centrifugacéo, retirados o pelet da suspensdo e em seguida adicionado hidréxido de
aluminio para provocar o efeito de precipitacdo por adsor¢cdo em particulas virais,
feito essa primeira triagem, as amostras foram acondicionadas a -80°C para as
analises futuras. A técnica de RT-qPCR utilizada, com o kit SARS-CoV-2 COVID-19
ONE-STEP RT-PCR (Pishtaz Teb Diagnostics, Tehran, Iran), identificou duas partes
diferentes do genoma viral: a RNA-RNA polimerase dependente (RdRp); e a
nucleocapsideo (N).O gene RdRp demonstrou uma sensibilidade maior, ao passo
que o gene N possui uma especificidade para rastreamento, triagem e deteccao de
primeira linha do SARS-CoV-2.°

No estudo de Hasan et al. (2021) foi observado a deteccdo de SARS-CoV-2
nas aguas residuais tratadas e ndo tratadas em estacdes de tratamento, bem como
comparou a concentracdo viral. As amostras de aguas na por¢ao jusante (a parte
afluente do curso de curso de &gua, ou seja, antes de determinado ponto) e
montante (a porcdo efluente do curso de agua, ou seja, a parte posterior a
determinado ponto), foram coletadas em garrafas estéreis de polipropileno,
preservadas e transportadas até o laboratério responsavel. No laboratério, essas
amostras foram submetidas a um banho maria a 60°C por 90 minutos para inativar o
virus e reduzir o risco de contaminacdo durante o manuseio das amostras. As
amostras foram resfriadas a 4°C e processadas para extracdo do RNA e entédo
deteccdo do genoma viral. As amostras passaram por um processo de filtracdo a
vacuo, utilizando seringa de filtracdo de polietersulfona 0,22um (Millex®) ou de
poliestireno 0,22um (Millipore Sigma™) conectados a uma bomba de vacuo
(WELCH® 2546 C-02A). A extracdo do RNA viral e a determinacgéo, por meio de RT-
gPCR, foram feitos com o kit ABIOpure Viral DNA/RNA Extraction e com o kit
GENESIG COVID-19 (Primerdesign Ltd., Cat#Z-Path-2019-nCoV), respectivamente.
Foi utilizado também um método de deteccéo utilizando o reagente TRIzol® (Thermo

Fisher), sendo feito como forma de comparacdo para o0 método de



ultracentrifugacéo, verificando qual € o melhor método adotado para amostras de
&gua residual.’° O método de PEG/TRIzol foi feito utilizando 8000 de peso molecular
médio de polietilenoglicol para concentrar o SARS-CoV-2. A amostra filtrada e
transferida para um tubo falcon de 50mL, foi adicionado PEG e cloreto de sédio até
atingir a concentracdo de 8% de polietilenoglicol e 1,8% de cloreto de sodio, e
depois vortexado para dissolver o PEG e cloreto de sddio e precipitado o virus.
Descartado o sobrenadante, os pelets contendo o material viral foi ressuspendido
em 1,5 mL de reagente TRIzol, centrifugado a 13.000G a 4°C por 15 minutos, e
entdo observado as trés fases da solucdo: aquosa, contendo RNA; interfase branca,
contendo DNA; e a inferior contendo principalmente proteinas.!' Como resultado,
verificada a diferenca de deteccdo entre as 11 estacbes de tratamento analisadas,
onde foi evidenciado que a combinacdo de ultrafiltracdo em conjunto com Kkits
comerciais de RNA resultaram em uma concentragdo maior, quando comparados
com o uso de polietilenoglicol (PEG) e TRIzol, enquanto o método combinado de
guimicos, PEG/TRIzol, apresentou um custo reduzido na deteccéo, além de um facil

manuseio técnico e pratico.°

As informagdes do trabalho desenvolvido por Westhaus et al. (2021), servem
principalmente para mensurar os meétodos de deteccdo do SARS-CoV-2 em
amostras coletadas em estacdes de tratamento de 4gua e esgoto. No primeiro
momento, o0s testes realizados no trabalho procuram comparar a sensibilidade e
seletividade de genes especificos para a deteccdo do SARS-CoV-2. Depois de
coletadas, as amostras de agua residual eram processadas e enviadas para o
laboratério, congeladas a -18°C, e posteriormente aquecida até atingir os 42C para
realizacdo dos devidos ensaios analiticos. Em seguida as amostras eram
centrifugadas utilizando unidades de ultrafiltracdo (Amicon® Ultra-15 Centrifugal
Filter Unit, Sigma), passando posteriormente por processo de diluicdo e nova
centrifugacio.!? Depois de extraido o RNA das amostras, era feito uma quantificacdo
por meio de RT-qPCR, sendo utilizados os seguinte genes para a deteccéo do virus:
o gene E (oligonucleotideos: E_Sarbeco F1; E_Sarbeco_R1; e E_Sarbeco P1); o
gene M (oligonucleotideos: M-475-F;, M-574R; e M-507-P); o gene N
(oligonucleotideos: SARS-CoV-2 N-gene F; SARS-CoV-2 N-gene R; e SARS-CoV-2
Probe-N) e o gene RdRp (RNA dependent RNA polymerase).’? O ensaio foi
realizado utilizando o método de RT-gPCR, utilizando o kit de One-Step RT-gPCR



(Luna Universal Probe One-Step RT-gPCR). O gene RdRP mostrou uma
sensibilidade muito alta, e uma boa seletividade para o SARS-CoV-2, em
comparacdo com outros genes de teste viral.'® Em consonéncia com o trabalho
descrito, 0s genes que se destacam no procedimento de RT-gPCR para SARS-CoV-
2 sdo o M-gene e 0 gene RdRP, por apresentarem uma alta sensibilidade e
especificidade, respectivamente, para a carga viral em amostras de agua residual.*?
Com o objetivo de identificar novas amostras e meios para deteccao de
SARS-CoV-2 nas estacdes de tratamento de agua e esgoto, os pesquisadores do
artigo de Yanagc et al. (2022) realizaram uma pesquisa observando materiais sélidos
de agua residual. Disposto a observar as amostras de trés estacdes de tratamento —
Terminal de Tratamento Norte, Terminal de Tratamento Oeste e Terminal de
Tratamento Sul de Winnipeg, cidade da provincia de Manitoba, Canada — as
amostras coletadas passaram por trés diferentes tipos de processo de concentracao
do SARS-CoV-2. As amostras coletadas nas estacdoes Estacdo de Tratamento de
Esgoto Terminal Norte e Estacao de Tratamento de Esgoto Terminal Sul tiveram seu
processo de concentracdo por meio da ultracentrifugacdo, sendo as velocidades
3000G e 7500G respectivamente. A Estacdo de Tratamento de Esgoto Terminal
Oeste foi a Unica que utilizou o método de floculagéo de leite desnatado (FLD), onde
ocorre adsorcdo das particulas virais as proteinas de leite desnatado, para
concentrar o material genético das amostras coletadas. Para a extracdo de RNA foi
utilizado um procedimento com RNeasy PowerMicrobiome Kit (Qiagen Sciences Inc.,
Germantown, MD, USA) sendo também adicionado durante 0 processo
Fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e B-mercaptoetanol, para promover eficacia a
extracdo.!? A andlise de RT-qPCR foi realizada utilizando primer/probe N1 e N2,
cada um especifico para deteccdo de uma parte especifica do gene nucleocapsideo
(N) do SAR-CoV-2. Foi identificado que o método que utilizava a floculagéo de leite
desnatado, mesmo sendo a que mais demanda tempo, demonstrou maior eficacia
para a detecgcdo do SARS-CoV-2 em 4gua residual, além de ndo necessitar de pré

filtragem, como no caso dos métodos de ultracentrifugac&o.*?

DISCUSSAO
Como visto na leitura completa de cada artigo, ha pontos cruciais para
avaliacdo das formas de extracdo e deteccdo do SARS-CoV-2 em agua residual

tendo como prioridade, conseguir responder na pratica a questao proposta por este



trabalho.

O servico publico de abastecimento de agua do Brasil deve fornecer agua
saudavel e de boa qualidade a populagéo. Portanto, o tratamento apenas devera ser
adotado e realizado depois de demonstrada a necessidade e, sempre que for
aplicado, deverd compreender apenas 0s processos imprescindiveis a obtencdo da
gualidade de agua que deseja. Analisando a qualidade e estado da agua a ser
tratada, a Companhia de Saneamento Ambiental do Distrito Federal (CAESB) pode
destacar métodos e etapas mais completos, chamado de tratamento convencional,
como também utilizar métodos mais simples, como o0 processo de cloracdo e
fluoretacdo.*®

A andlise técnica dos trabalhos apresentados, levanta uma série de pontos
para reflexdo sobre os métodos de extracdo e deteccdo como abordagem sobre o
tratamento de agua e esgoto. Cada artigo consegue trazer de forma exemplificada a
dindmica dos processos para extracd e deteccdo de SARS-CoV-2, de acordo com a
realidade social e de infraestrutura local dos artigos estudados.

No Brasil, a deteccdo do SARS-CoV-2 nas estacdes de tratamento de agua e
esgoto pode ser dificultada pela forma que o tratamento de agua e esgoto acontece,
gue conta com métodos de Coagulacdo, Decantacdo, Floculacdo, Filtracao,
Desinfeccdo e Fluoretacdo, que sdo todos processos que favorecem a adsorcéo
SARS-CoV-2 na &gua. Visto por Corpuz et al. (2020), o processo de adsorcao do
SARS-CoV-2 é bastante frequente nas estacfes de esgoto, principalmente quando
envolver etapas de floculacdo e coagulagdo, e assim contribuir como um obstaculo
para deteccio de particulas virais em aguas tratadas. 4 3

Balboa et al. (2021) traz um fator dificultante para a detec¢cdo do SARS-CoV-2
em esgoto, que é a afinidade do virus por particulas solidas encontradas no esgoto,
como sedimento, lodo e metais pesados. Neste mesmo trabalho, é evidenciada a
presenca do SARS-CoV-2 nos primeiros estagios de tratamento da agua por
decantacdo porém a carga viral ndo é mais detectada nos estdgios posteriores,
reforcando a hipotese de decantacdo do SARS-CoV-2 no percurso inicial do
tratamento de aguas residuais. A forma de tratamento que a CAESB emprega
favorece para os efeitos de decantacéo e de adsorcdo do SARS-CoV-2, contribuindo
novamente para que os meétodos de deteccdo do SARS-CoV-2 seja interferido
quando for realizado a pesquisa de particula viral em agua residual.*

Prado et al. (2021) destaca a epidemiologia baseada em agua residual como



uma ferramenta para alertar as autoridades publicas sobre novos casos de COVIS-
19, e assim agir de forma preventiva de forma a intervir e controlar epidemias.
Também destaca, no mesmo trabalho, a importancia de incorporar programas de
monitoramento de agua e esgoto como pauta em politicas de saude publica. O
projeto de epidemiologia baseada em agua residual (EBAR), iniciado em Niterdi, traz
uma nova formulacéo de trabalho interinstitucional como ferramenta de protecéo e
prevencdo da saude, trabalhando sobre a identificacdo de casos néo reportados da
doenca, no caso da COVID-19. Essa abordagem ambiental do monitoramento, que
utiliza como ferramenta a epidemiologia baseada em agua residual, auxilia a saude
publica em direcionar corretamente a atencdo e recursos para pPromogao e
prevencdo da saude, identificando areas endémicas onde ndo h& notificacdo de
casos da doenca, desenvolvendo uma espécie de sistema de geoinformacg&o.*®

No presente trabalho, foram destacados diferentes métodos de extracdo e
deteccdo do SARS-CoV-2, com o intuito de identificar qual seria 0 método mais
eficaz na deteccéo destas particulas virais. Os pontos positivos de implementar uma
epidemiologia baseada em agua residual, contribuindo para a promocao da saude
publica, revelam a importancia de estabelecer um método pratico, econbmico e
replicavel para a deteccdo de SARS-CoV-2 nas estacfes de tratamento de agua e
esgoto, levando em conta o processo de tratamento da agua e o método escolhido.

Com isso, a utilizacdo de métodos dependentes de produto quimico, como o
polietilenoglicol e TRIzol, apresentam a caracteristica de ser mais barato e de
execucdo pratica. A utilizacdo dos oligonucleotideos gene M e gene RdRP,
mostraram ser mais especifico e sensivel na deteccdo do SARS-CoV-2,
configurando outra parte essencial na escolha do método a ser utilizado, a
eficacia.>t

Os resultados obtidos traz a exposicdo o método combinado, extracdo
dependente de produtos quimicos como o PEG/TRIzol e a escolha dos
oligonucleotideos gene M (oligonucleotideos: M-475-F; M-574R; e M-507-P) e gene
RARP (RARP_SARSr-F2; RdRP_SARSr-R1; RdARP SARSr-P2), como possivel
método mais eficaz para se implementar na rotina de detec¢cdo de SARS-CoV-2 em
aguas residuais, para aplicacdo de epidemiologia baseada em agua residual como

abordagem ambiental.
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simultaneamente. Os autores devem declarar essas condigdes no processo de submissdo. Caso seja identificada a
publicacdo ou submissdo simultnea em outro periddico o artigo serd desconsiderado. A submissdo simultdnea de um
artigo cientifico a mais de um periddico constitui grave falta de ética do auror.

2.2. N30 ha taxas para submiss&o e avaliacie de artigos.

2.3. 5erdo aceitas contribuicdes em Portugués, Inglés ou Espanhaol.

24, Notas de rodapé, de fim de pagina e anexos ndo serdo aceitos.

2.5. A contagem de palavras inclui somente o corpo do texto e as referéncias bibliograficas, conforme item 2.12.

2.6. Todos os autores dos artigos aceitos para publicacdo serdo automaticamente inseridas no banco de consultores de
C5P, se comprometendo, portanto, a ficar & disposicdo para avaliarem artigos submetidos nos temas referentes ao artigo
publicado.

2.7. Serdo aceitos artigos depositades em servidor de preprint, previamente 3 submissdo a CSP ou durante o processo de
avaliacio por pares. E necessario que o autor informe o nome do servidor e o DO atribuide ao artigo por meio de
formulario especifico (contatar cadernos@fiocruz.br). NAD recomendamos a publicacdo em servidor de preprint de artigo
ja aprovado.

3. Publicagao de ensaios clinicos

3.1. Artigos que apresentem resultados parciais ou integrais de ensaios clinicos devern obrigatoriamente ser
acompanhados do nimero e entidade de registro do ensaio cdinico.

3.2. Essa exigéncia esta de acordo com a recomendac&o de Centro Latino-Americano e de Caribe de Informagde em
Ciéncias da 5a0de (BIREME)/Organizacdo Pan-Americana da Sadde (OPAS)/Organizacio Mundial da Sadde (OMS) sobre o
Registro de Ensaios Clinicos a serem publicados a partir de orientacies da OMS5, do International Committee of Medical
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Journal Editors (ICMJE) e do Workshop ICTPR.
3.3. As entidades que registram ensaios clinicos segundo os critérios do ICMJE sdo:

Australian New Zealand Clinical Trials Registry (ANZCTR)
ClinicalTrials.gov

International Standard Randomised Cantralled Trial Number {ISRCTN)
Netherlands Trial Register (NTR)

UMIN Clinical Trials Registry (UMIN-CTR]

WHO International Clinical Trials Registry Platform (ICTRF)

4, Fontes de financiamento

4.1. Os aurores devem declarar todas as fontes de financiamento ou suporte, institucional ou privado, para a realizacéo do
estudo.

4.2, Fornecedores de materiais ou equipamentos, gratuitos ou com descontos, também devemn ser descritos como fontes
de financiamento, incluindo a origem (cidade, estado e pais).

4.3. No caso de estudos realizados sem recursos financeiros institucionais efou privados, os autores devern declarar que a
pesquisa ndo recebeu financiamento para a sua realizacdo.

5. Conflito de interesses

5.1. Os autores devem informar qualquer potencial conflito de interesse, incluindo interesses politicos efou financeiros
associados a patentes ou propriedade, provisdo de materiais e/ou insumos e equipamentos utilizados no estudo pelos
fabricantes.

6. Colaboradores

6.1. Devem ser especificadas quais foram as contribuigdes individuais de cada autor na elaboragao do artigo.

6.2. Lembramos que os critérios de autoria devemn basear-se nas deliberacdes do ICMJE, que determina o seguinte: o
reconhecimento da autoria deve estar baseado em contribuicdo substancial relacionada aos seguintes aspectos: 1.
Concepcdo e projeto ou andlise e interpretagdo dos dados; 2. Redacdo do artigo ou revis&o critica relevante do conteddo
intelectual; 3. Aprovacao final da versio a ser publicada. 4. Ser responsavel por todos os aspectos do trabalho na garantia
da exatiddo e integridade de qualquer parte da obra. Essas quatro condicdes devem ser integralmente atendidas.

6.3. Todos os autores deverdo informar o ndmero de registro do ORCID no cadastro de autoria do artigo. N&o serdo aceitos
aUTOres sem registro.

6.4. Os autores mantém o direito autcral da obra, concedendo 3 publicacdo CSP o direito de primeira publicagdo, conforme
a Licenca Creative Commans do tipo atribuicdo BY {CC-BY).

£.5. Recomendamas a leitura do Editorial 34(11) que abards a5 normas e politicas guanto & autoria de artigos cientificos em

CSP.

7. Agradecimentos

7.1. Possiveis mengdes em agradecimentos incluem instituices que de alguma forma possibilitaram a realizacéo da
pesquisa efou pessoas que colaboraram com o estudo, mas que ndo preencheram os critérios de coautoria.

8. Referéncias

B.1. As referéncias devem ser numeradas de forma consecutiva de acordo com a ordem em que forem sendao citadas no
texto. Devem ser identificadas por ndmeras ardbicos sobrescritos (p. ex.: Silva '), As referBncias citadas somente em
tabelas e figuras devem ser numeradas a partir do ndmero da dltima referéncia citada no texto. As referéncias citadas
deverdo ser listadas a0 final do artigo, em ordem numérica, seguindo as normas gerais dos Requisitos Uniformes para
Manuscritos Apresentados a Periddicos Biomédicos. Nao seréo aceitas as referndas em nota de rodapé ou fim de pagina
B8.2. Todas as referéncias devem ser apresentadas de modo correto e completo. A veracidade das informagdes contidas na
lista de referéncias € de responsabilidade do(s) autor(es).

8.3. No caso de usar algum software de gerenciamento de referéncias bibliograficas (p. ex.: EndNote}, ofs) autories)
deveréd(do) converter as referéncias para texto.

9. Nomenclatura

9.1. Devern ser observadas as regras de nomenclatura zoologica e botdnica, assim como abreviaturas e convencies
adotadas em disciplings especializadas.

10. Etica em pesquisas envolvendo seres humanos

10.1. A publicacdo de artigos que trazem resultados de pesquisas envolvendo seres humanos esta condicionada ao
cumprimento dos principios éticos contidos na Declaracio de Helsinki (1964, reformulada em 1975, 1983, 1989, 1996, 2000
e 2008), da Associacdo Médica Mundial.

10.2. Além disso, deve ser observado o atendimento a legislacdes especificas (quando houver) do pafs no qual a pesquisa
foi realizada, informando protocolo de aprovacdo em Comité de Etica guando pertinente. Essa informacio deverd constituir
o dltirmo paragrafo da secdo Métodos do artigo.

10.3. Artigos que apresentem resultados de pesquisas envolvendo seres humanos deverdo conter uma clara afirmacdo
deste cumprimenta (tal afirmagdo devera constituir o ditimo pardgrafo da secdo Métodos do artigo).

10.4. CSP & filiado ao COPE (Committee on Publication Ethics) e adota os preceitos de integridade em pesquisa
recomendados por esta organizacdo. Informacdes adicionais sobre integridade em pesquisa leia Editorial 34{1) e Editorial
38(1).

10.5. O Conselho Editorial de CSP se reserva o direito de solicitar informacdes adicionais sobre os procedimentos &ticos
executados na pesquisa.
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