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Resumo

A vigilancia da qualidade dos esgotos sanitarios pode representar uma ferramenta
complementar para monitoramento de doengas infecciosas e prevencdo de surtos epidémicos,
especialmente quando a capacidade para testes clinicos € limitada. Desta maneira, o presente
estudo descreve o detalhamento técnico de um método de baixo custo para concentracao e
extracdo de acidos nucleicos de amostras de esgoto sanitario, como etapa prévia para deteccao
de virus e outros agentes patogénicos. Para validar a metodologia proposta, apds as etapas de
concentracgdo e extracdo, analisaram-se a presenca do RNA do SARS-CoV-2 (COVID-19) nas
amostras, através do PCR em tempo real. O RNA do virus foi detectado em 80% das amostras
de esgoto sanitario analisadas, comprovando o éxito do procedimento metodoldgico adotado.
A deteccdo precoce de um patdgeno associado ao trabalho de equipes multidisciplinares
possibilita a pratica da vigilancia epidemioldgica, que auxilia na tomada de decisfes na Saude

Unica — unido indissociavel entre a satide animal, humana e ambiental.
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Abstract

Surveillance of the quality of sewage can represent a complementary tool for monitoring
infectious diseases and preventing epidemic outbreaks, especially when the capacity for clinical
testing is limited. Thus, the present study describes the technical details of a low-cost method
for concentrating and extracting nucleic acids from sewage samples, as a preliminary step for
the detection of viruses and other pathogens. To validate the proposed methodology, after the
concentration and extraction steps, the presence of the SARS coronavirus-2 (COVID-19) in the
samples was analyzed using real-time PCR. The virus's RNA was detected in 80% of the sewage
samples analyzed, proving the success of the methodological procedure adopted. The early
detection of a pathogen associated with the work of multidisciplinary teams allows the practice
of epidemiological surveillance, which assists in making decisions about One Health - an
inseparable union between animal, human and environmental health.

Keywords: Only health, COVID-19, Epidemiology and Wastewater.

Introducéo

A pandemia da COVID-19 tem como agente etiologico o coronavirus SARS-CoV-2 de
origem zoonotica, tendo alta similaridade genética com espécies de coronavirus de morcegos,
de forma similar aos coronavirus causadores da Sindrome Respiratoria Aguda do Oriente Médio
(MERS) e do SARS-CoV-1. A COVID-19, que ja resultou em milhares de 6bitos em todo o
mundo desde sua identificacdo na China, em dezembro de 2019, constitui-se em um exemplo
de emergéncia de uma zoonose decorrente de acdo antropica, de dificil contencéo devido a
forma de transmiss@o (humano a humano por via aérea) e caracteristicas bioldgicas. Além da
variabilidade nos sintomas como tosse, febre, dificuldade para respirar, dor de garganta, diarreia
e pneumonia, ha uma grande quantidade de individuos assintomaticos transmissores do virus,
sendo a deteccdo da circulacdo do virus e a quarentena fundamentais para o controle de sua
disseminacgdo. A presenca de acidos nucléicos do SARS-CoV-2 foi relatada em fezes e urina de
individuos infectados, e por este motivo vem sendo avaliada também em esgotos sanitarios. No
entanto, a via fecal-oral ndo foi confirmada como uma rota de transmissdo do virus
(CHERNICHARO et al., 2020; FIOCRUZ, 2020; MEDEMA et al., 2020; NEMUDRY et al.,
2020; OPAS, 2020; SUN et al., 2020; WU et al, 2020b; XU et al., 2020; ZHANG et al., 2020).

Neste contexto, a epidemiologia baseada em aguas residuarias (WBE - Wastewater-
Based Epidemiology) é uma abordagem inovadora que permite a obtencdo de informacgoes

sobre a presenca de patégenos em grupos populacionais por meio da anélise dos dejetos, sendo
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uma ferramenta proposta em 2001 e aplicada a partir de 2005 de modo a complementar as
técnicas existentes para estimar o uso de drogas numa dada populacdo (KASPRZYK-
HORDERN et al., 2014; LU et al., 2020). Atualmente esta ferramenta esta sendo utilizada para
a vigilancia epidemiolégica, servindo como um instrumento para planejamento, organizagdo e
operacionalizagdo dos servicos de satde, bem como para a normatizacao de atividades técnicas
relacionadas, o que permite 0 monitoramento e a avalia¢do da situacdo de saude no territério,
além de apoiar as decisdes da gestdo (BRASIL, 2006, 2009; LU et al., 2020).

Geralmente, a etapa limitante nas analises moleculares para detec¢do de virus e outros
agentes patogénicos no esgoto sanitario, é a etapa de concentracdo primaria. Esgoto sanitario
pode ser considerado como aquele que provém principalmente de residéncias, estabelecimentos
comerciais, instituicbes ou quaisquer edificacbes que disponham de instalacGes de banheiros,
lavanderias e cozinhas, sejam elas urbanas ou rurais. CompG@e-se essencialmente da agua de
banho, excretas, sabdo, detergentes e aguas de lavagens. As urinas e fezes, além de outros
compostos que podem ocorrer nos esgotos sanitarios, constituem 0,1% das impurezas, sendo 0
restante (99,9%) essencialmente dgua. O material genético dos virus e outros microrganismos
encontra-se, portanto, muito diluido nesta matriz (TCHOBANOGLOUS et al., 2013).

A efetividade da epidemiologia baseada em aguas residuarias (WBE) depende da
qualidade dos dados de quantificacdo dos microrganismos patogénicos, que por sua vez
dependem da qualidade do produto da concentracdo primaria da amostra (LU et al., 2020). No
caso de um virus com genoma constituido de RNA, como 0 SARS-CoV-2, uma nanoparticula
de facil degradacgéo nas condi¢des do esgoto sanitario, a recuperacdo por concentracéo torna-se
ainda mais dificil. Os principais métodos utilizados para concentracdo primaria de amostras
podem ser divididos em trés grandes grupos: adsorcdo (VIruses ADsorption-ELution —
VIRADEL), ultrafiltracdo e precipitacdo/separacao de fases.

Os métodos de adsor¢do (VIRADEL), baseados na filtragio em membranas
eletrostaticamente carregadas (eletronegativas e eletropositivas), embora sejam muito
utilizados para concentracdo primaria de amostras, tém apresentado algumas desvantagens
quando aplicados as amostras de esgoto sanitario. Os compostos organicos dissolvidos nas
amostras também sofrem adsorcdo, promovendo a colmatacdo prematura das membranas e
reduzindo a eficiéncia de recuperacao dos virus (LU et al., 2020). Ahmed et al. (2020) ndo
verificaram a influéncia negativa da matéria organica no pré-tratamento da amostra, mas
recomendaram estudos complementares e a adaptacdo de outros métodos para aumentar a
eficiéncia de recuperacédo dos virus.

Os métodos de ultrafiltracdo ja demonstraram uma adequada eficiéncia de concentracéo,

especialmente nos equipamentos de fluxo tangencial. No entanto, estes equipamentos sé&o
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normalmente grandes, imdveis e ndo se encontram prontamente disponiveis na maioria dos
laboratorios de saneamento. Além disso, uma quantidade limitada de estudos demonstrou a
aplicabilidade e viabilidade destes métodos para a concentracdo do SARS-CoV-2 (LU et al.,
2020).

Os métodos de precipitacdo, baseados na utilizagdo de polietilenoglicol (PEG), tém
demonstrado excelente desempenho na concentragao do virus para amostras de esgoto sanitario,
possibilitando excelente recuperacdo (LU et al., 2020; WU et al., 2020a). Estes métodos ainda
oferecem excelente custo-beneficio, uma vez que a maioria dos equipamentos e insumos
utilizados sdo normalmente encontrados em laboratérios de saneamento. LU et al. (2020), ap6s
analisar dezoito relevantes trabalhos sobre deteccdo de SARs-CoV-2 no esgoto sanitério,
recomendaram o método de precipitacdo com PEG, especialmente para maiores volumes de
amostras e maiores niveis de matéria organica e turbidez.

Desta maneira, 0 presente manuscrito tem por objetivo compartilhar um método de
concentracdo e extracdo de acidos nucléicos para amostras de esgoto sanitario, baseado no
método de precipitacdo com PEG, de baixo custo e que permite a detec¢cdo e quantificacdo de
RNA de SARS-CoV-2 por RT-PCR em tempo real. O método proposto pode fornecer uma
ferramenta complementar a vigilancia epidemioldgica, para monitoramento de patdgenos

circulantes e de doencas emergentes/re-emergentes.

Materiais e Métodos

Instrumentacéo e reagentes

Para implementacdo do método de concentracdo e extracdo de acidos nucleicos de
amostras de esgoto sanitario, foram necessarios equipamentos como cabine de fluxo laminar,
centrifuga refrigerada, cabine para PCR, termociclador e equipamento para PCR em tempo real
e sistema de eletroforese. Também foram necessarios conjuntos de pipetas, ponteiras e
reagentes diversos, como agarose, Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA), PEGS8000 e
reagentes para biologia molecular, entre eles a polimerase, didesoxirribonucleotideos (ANTPS)

e sondas marcadas com fluorocromo.

Amostragem

As amostras de esgoto sanitario foram coletadas semanalmente, entre os dias
08/06/2020 e 10/07/2020 (5 semanas consecutivas), na estacdo de tratamento de esgoto do ABC

(ETE ABC), regido metropolitana de S&o Paulo/SP. Foram realizadas amostragens compostas,
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de 24 horas, através de um amostrador automatico Hach refrigerado (modelo AWRS AS950),
com temperatura de coleta de 4°C. Ressaltamos aqui, que o plano de amostragem é parte
fundamental para o sucesso da vigilancia epidemioldgica baseada em aguas residuérias. Neste
estudo ndo abordaremos este aspecto e recomendamos a leitura da Nota Técnica intitulada
“Contribuigo para elaboracio de planos de monitoramento da ocorréncia do novo coronavirus
no esgoto” publicada recentemente pelo INCT — ETESs Sustentaveis (CHERNICHARO et al.,
2020).

Procedimentos metodolégicos de concentracgdo e extragado

A concentracdo de particulas presentes no esgoto sanitario foi realizada por modificacao
da técnica de concentracdo com polietilenoglicol (PEG), apresentada por Wu et al. (2020a),
detalhada a seguir. Uma aliquota de 40 mL de esgoto bruto homogeneizada foi colocada em um
tubo conico de centrifuga de 50 mL, contendo 4 g de Polietilenoglicol 8000 (8% w/v, Sigma) e
0,9 g de Cloreto de Sddio (Synth). Como controle de precipitacdo de acidos nucléicos, foram
acrescentados 2 pL de plasmideo (pET 28a - Novagen). A amostra foi homogeneizada até
completa dissolucdo dos solutos e entdo foi submetida a centrifugacdo por 60 min, a 15.000g
em temperatura de 4°C. Apos centrifugacdo, toda a dgua foi descartada e o precipitado foi
dissolvido em 0,4 mL de solucdo tampéo salina-fosfato (PBS 0,1M, pH 7.2) e transferido para
um microtubo de 1,5 mL. Ao precipitado dissolvido em PBS foi acrescentado 1 mL de fenol
acido (Phoneutria), e apds agitacdo vigorosa foi submetido a centrifugacdo por 10 min a
12.000g e 4°C. Posteriormente, a fase aquosa contendo macromoléculas soluveis foi transferida
para um microtubo de 2 mL, no qual foram acrescentados 1 mL de trizol homemade (38% fenol
acido, 0.8M Isotiocianato de Guanidina, 0.4M Tiocianato de Amonio, 0.1M Acetato de Sodio
pH 5, 5% Glicerol) e 200 puL de Cloroformio (Merck). Em sequéncia, homogeneizou-se
vigorosamente e prosseguiu-se com a centrifugacao a 4°C por 10 min e rotacdo de 12.000g. A
fase aquosa contendo acidos nucleicos (DNA e RNA) foi transferida para outro microtubo de 2
mL contendo 1,5 mL de etanol absoluto (Merck). O microtubo foi homogeneizado por inversao
e submetido a centrifugacdo refrigerada a 4°C por 10 min, a 12.000g. Descartou-se 0
sobrenadante e o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol a 70%, homogeneizado por
inversdo, e submetido a centrifugacdo a 4°C por 10 min, a 12.000g. O sobrenadante foi
descartado e o microtubo foi invertido em papel absorvente, para repousar até a completa
secagem por evaporacao em temperatura ambiente. Em sequéncia foi realizada a dissolucdo do

pellet em 40 L de agua ultrapura livre de RNAse. O material dissolvido foi armazenado em



ultra freezer a -80°C até 0 momento do uso. O resumo da metodologia pode ser visualizado na

Figura 1.
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Figura 1 — Etapas do método de concentracéo e extracdo de acidos nucleicos

Deteccéo do RNA viral e do plasmideo

Ap0s as etapas de concentracdo e purificacdo de acidos nucléicos no esgoto sanitario,
procedeu-se a etapa de deteccdo do RNA do SARS-CoV-2 por RT-PCR em tempo real. Para
isso, foi utilizado o kit 2019-nCoV TagMan RT-PCR da Norgen, que detecta 0 RNA especifico
para SARS-CoV-2 em uma Unica etapa de reacdo, de acordo com instruc@es do fabricante. Os
alvos de SARS-CoV-2 detectados com o kit da Norgen sdo os fragmentos denominados N1 e
N2 correspondente ao gene que codifica a proteina do nucleocapsideo viral; e a RNase P
corresponde ao gene humano utilizado como controle interno.

O protocolo foi descrito pelo Centro de Controle de Doencas dos Estados Unidos da
America (CDC). Resumidamente, para cada reacdo de RT-PCR em tempo real, com cada um

dos trés alvos, utilizaram-se 10 puL de 2x One-Step RT-PCR Master Mix, 1,5 pL de



Primer&Probe Mix, 3,5 puL de &gua livre de nuclease, reagentes contidos no Kit, e 5 pL de
amostra de RNA, totalizando um volume final de 20 pL.

Como controles da reagdo de RT-PCR em tempo real o kit fornece um controle positivo,
contendo a sequéncia dos alvos dos genes que codificam o nucleocapsideo nCoV (N1 e N2) e
a RNase P humana com nimero de copias conhecido. Para quantificagdo das amostras, foram
incluidas em cada reacéo, as dilui¢des seriadas dos genes alvo controles, utilizando Rotor-Gene
Q (Qiagen), seguindo o programa: ciclo 1 - 50°C por 30 minutos; ciclo 2 - 95°C por 3 minutos;
ciclo 3 - 45x95°C por 3 segundos e 55°C por 30 segundos (adquirindo a fluorescéncia no filtro
verde, pois as sondas contém a fluorescéncia FAM). As amostras sdo processadas em duplicata
assim como as curvas controle padrdo, utilizando-se o equipamento Rotor-Gene Q (Qiagen)
para qRT-PCR.

Para confirmar a concentracéo e extracdo de acidos nucléicos, 1L de plasmideo (pET
28a) a 100ng/pL foi adicionado randomicamente em 20% das amostras antes da centrifugagé&o.
A deteccdo do plasmideo (pET 28a — Novagen) foi realizada por meio da PCR convencional
(termociclador Applied Biosystems™), sendo utilizados oligonucleotideos direcionados a
regido T7 (Tabela 1).

Para uma reacdo de 25uL de volume final foi utilizada a seguinte mistura de reagentes:
tampdo de reacdo (KCI 50mM; Tris-HCI 10mM, pH 9,0), 200uM de cada nucleotideo (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP), 0,10uM de cada oligonucleotideo, 2mM de MgClI2, 0,5 unidade de Taq
DNA polimerase e 2uL de DNA extraido. Essa mistura foi submetida a uma desnaturacao
inicial (94°C 3”), seguida de 40 ciclos de desnaturacdo (94°C 30”), hibridizagdo (60°C 30”) e
extensdo (72°C 45°”), finalizando com uma extensdo final (72°C 7’ ¢ 4°C o).

A recuperacdo do plasmideo foi obtida por meio de eletroforese em gel de agarose 1%,
corado com UniSafe Dye® (20,000x Uniscience), sendo as bandas (~347pb) visualizadas por

meio de fotodocumentador UV (L-PI1X Loccus).

Tabela 1 — Sequéncias de oligonucleotideos.

Oligonucleotideos Sequéncia
T7_senso 5> TTAATACGACTCACTATAGGGGAATTG 3’
T7_anti-senso 5> GCTAGTTATTGCTCAGCGGTGG 3°




Resultados e discussao

Concentracdo e extragdo das amostras de esgoto sanitério

Na Figura 2 esta ilustrada a eletroforese em gel de agarose (1%), demonstrando a
recuperacdo do plasmideo, validando o método de concentracao e extracdo de &cidos nucleicos
de amostras de esgoto sanitario descrito no presente trabalho. Além do método de precipitacdo
com PEG, existem outros métodos de concentracgdo e extragdo utilizados por diferentes grupos,
podendo citar 0 método de adsor¢do-extracdo por filtracdo em membrana eletronegativa ou
eletropositiva (LUKASIK et al., 2000; BOSH et al., 2011), ultrafiltracdo (SOULE et al., 2000;
RAJAL etal., 2007; HILL et al., 2007), ultracentrifugagdo (FORMIGA-CRUZ et al., 2005; HE;
JIANG 2005; ALBINA-GIMENEZ et al., 2006; SILVA et al., 2011) e diversos protocolos para
extracdo de acidos nucléicos como silica, fenol-cloroformio, além de varios kits comerciais.
Portanto, as vantagens do método utilizado no presente estudo para concentracao e extracao de
acido nucléico padronizados, dispensam o uso de membranas e equipamentos de custo elevado
como ultracentrifugas, o que pode ser atrativo para incorporacdo em rotinas de laboratorio de

microbiologia, na detec¢do de patdgenos presentes em amostras de esgoto sanitario.

Legenda do Gel de agarose 1%

M: Marcador (O'Gene ruler 1kb Thermo)

1- 4: Amostras concentradas de esgoto sanitario
5: Controle positivo (plasmideo 1:100)

6: Controle negativo

Tamanho esperado do amplicon: ~347pb.

Figura 2 — Amostras de esgoto sanitario concentradas em gel de eletroforese



Detecgdo do SARS-CoV-2 em amostras de esgoto sanitario

Os resultados da deteccdo do SARS-CoV-2 nas amostras do esgoto sanitério afluente a

ETE ABC estdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3 — Percentuais das amostras de esgoto que testaram positivo para ocorréncia do novo
coronavirus ao longo de 5 semanas consecutivas de monitoramento

O RNA do SARS-CoV-2 foi detectado em 100% das amostras das semanas 1, 2, 3e 5
de monitoramento. Na semana 4 a concentracdo do material genético do virus foi abaixo do
nivel de deteccdo na amostra de esgoto. Desta maneira, 80% das amostras analisadas testaram
positivas, comprovando a eficacia do procedimento metodoldgico proposto para concentragéo,
extracdo e deteccdo do novo coronavirus em amostras de esgoto sanitario.

Na literatura, encontram-se disponiveis diversos artigos baseados na concentracéo e
deteccdo viral em amostras de esgoto sanitario, sendo que até 0 momento nao ha um protocolo
Unico que seja utilizado como padréo para determinar a concentracao viral do SARS-CoV-2 em
aguas (SYMONDS et al., 2014; AHMED et al., 2015, AHMED et al., 2020a,b, KITAJIMA et
al., 2020). Os resultados aqui representados sdo preliminares e ainda serdo correlacionados com
a concentracdo viral bem como numeros de infectados em publicacGes futuras do grupo de
pesquisa.

Outros grupos de pesquisa também conseguiram detectar a presenca do SARS-CoV-2
em amostras de esgoto sanitario, na Holanda (MEDEMA et al., 2020), Espanha (RANDAZZO
et al., 2020), Australia (AHMED et al., 2020), Estados Unidos (WU et al., 2020) e até mesmo
no Brasil (CHERNICHARO et al., 2020).



Ahmed et al. (2020), por exemplo, detectaram concentracdes do RNA do virus de 1,9 a
12 copias/100mL no esgoto sanitério de Brisbane, Australia. No entanto, somente 22,2% das
amostras analisadas apresentaram resultados positivos para 0 SARS-CoV-2. Os autores ainda
verificaram inconsisténcias em alguns resultados, quando realizaram comparacdo entre dois
métodos de concentragdo, filtracdo em membrana eletronegativa e ultrafiltracéo.

Randazzo et al. (2020), analisando amostras de esgoto sanitario afluente de ETESs
instaladas nas principais cidades da regido de Murcia, Espanha, detectaram concentragcdes do
RNA do virus superiores a 10* cdpias/100 mL. Wu et al. (2020), também detectaram
concentragdes desta ordem de magnitude, em Massachusetts, Estados Unidos.

No presente estudo, para ETE ABC foi detectado concentracdes de RNA do virus na
faixa de 8,0 x 10 a 1,3 x 10° copias/mL, com valores médios de 2,20 x 102. Como ainda ndo
existe uma metodologia padronizada para concentracdo e deteccao do virus, verifica-se grande
diferenca nos resultados de concentracdo de RNA entre os diferentes trabalhos.

Considerac6es importantes sobre aplica¢cdes da metodologia proposta

Para a realizacdo de um trabalho epidemioldgico, em que se deseja diagnosticar um
agente patogénico circulante em esgoto sanitario, é de suma importancia estabelecer os pontos
de amostragem e qual a populagéo atendida. Apds estabelecer a amostragem tem que se atentar
ao metodo de coleta e preservacdo da amostra até a chegada ao laboratdrio.

E importante ressaltar, que no esgoto sanitario n4o existe apenas a presenca de dejetos
humanos, mas também de animais sinantrépicos (roedores, marsupiais, morcegos, pombos e
outras aves) e animais de estimacéo, que podem ser carreados pelas aguas pluviais e de lavagem
de pisos, até os sistemas de esgotamento sanitario.

Na maior parte dos municipios brasileiros, os sistemas de esgotamento sanitarios sdo do
tipo separador absoluto (esgoto sanitario e dguas pluviais sdo transportados por diferentes
tubulacdes), porém, os agentes patogénicos alcancam as correntes de esgoto sanitario devido a
existéncia de ligacOes clandestinas e ocupacdes irregulares (BERTOLINO et al., 2018).

O Método adotado no laboratorio para testar Sars-CoV-2 em esgoto sanitario deve ser
simples, acessivel e confidvel, tendo em vista a implantacdo de um programa de vigilancia
epidemioldgico, deve se atentar a capacidade do laboratério e a viabilidade econdémica. Em
suma, a colaboracdo entre o0s grupos de pesquisa neste momento, terd um papel importante no
desenvolvimento e compartilhamento de protocolos e resultados comparaveis entre regides

geograficas e escalas temporais semelhantes. Uma abordagem multidisciplinar em escala
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regional é necesséria para que resultados oportunos e de alto impacto guiem a comunidade

cientifica e tecnoldgica e tenham impacto direto na sociedade.

Conclusdo

Os resultados deste trabalho demonstraram que foi possivel adaptar e desenvolver um
método para concentracdo de esgoto sanitario e recuperacdo do RNA viral (SARS-CoV-2) de
forma eficaz e acessivel. Os resultados ainda demonstraram que foi possivel detectar a presenca
do novo coronavirus em amostras de esgoto na regidao do ABC por meio de PCR em tempo real.
Esta metodologia pode integrar as ferramentas de vigilancia epidemiol6gica de patdgenos e
pode ser utilizada como uma opgao promissora ao enfrentamento da COVID-19.
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