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Resumo

O esgoto contém grande diversidade de microrganismos, incluindo patégenos como os virus, sendo, por-
tanto, um meio propicio para identificacdo da circulagdo de doencgas infectocontagiosas — técnica conhe-
cida como wastewater-based epidemiology (WBE). A WBE se mostra uma poderosa ferramenta de saide
publica para rastrear e sinalizar a situagdo epidemioldgica da populagéo, visto que as particulas virais do
SARS-CoV-2 podem ser expelidas nas fezes e urina dos contaminados antes mesmo do surgimento de sinto-
mas e do diagnéstico clinico de COVID-19. Este estudo apresenta uma revisao de literatura sobre a presenca
de SARS-CoV-2 e outros virus no esgoto doméstico e as possibilidades de remoc¢do em estacdes de trata-
mento de esgoto (ETEs) convencionais e avangadas, bem como as técnicas de concentragéo e detecgdo em
amostras ambientais. Ao final do artigo, foi apresentada uma andlise econdmica da aplicabilidade da WBE
como instrumento de predicao epidemioldgica da COVID-19 em um municipio brasileiro.

Palavras-chave: Agua residuaria doméstica. Novo coronavirus. Pandemia de COVID-19. Monitoramento epi-
demioldgico do esgoto. Virologia.

Abstract

Sewage contains a wide diversity of microorganisms, including pathogens such as viruses; therefore, it is a suitable
medium for identifying the circulation of infectious diseases — a technique known as wastewater-based epidemiology
(WBE). WBE is proving to be a powerful public health tool to track and indicate the population's epidemiological status,
given that the viral particles of the SARS-CoV-2 may be released via feces and urine from those infected even before
the onset of symptoms and clinical diagnosis of COVID-19. This study presents a literature review on the presence
of SARS-CoV-2 and other viruses in sewage and the possibilities of removal in conventional and advanced sewage

" Universidade Federal de Lavras (UFLA) - Lavras - Minas Gerais - Brasil.

2 Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) - Belo Horizonte - Minas Gerais - Brasil.

3 Universidade do Estado de Minas Gerais (UEMG) - Jodo Monlevade - Minas Gerais - Brasil.
* Autor correspondente: julianocuri2015@gmail.com.

Revista DAE | S30 Paulo | v. 71, n 242 / pp 67-92 | Out a Dez, 2023 () OS 67

BY NC


https://doi.org/10.36659/dae.2023.057
https://orcid.org/0000-0002-2056-5709
https://orcid.org/0000-0002-8609-3302
https://orcid.org/0000-0002-6366-810X
https://orcid.org/0000-0002-6346-8917
https://orcid.org/0000-0002-6673-0191
https://orcid.org/0000-0002-9836-267X
https://orcid.org/0000-0001-7892-0112

Azara MS, Crippa RA, Silva LMM, Siqueira JC, Lopes BC, Batista AMM, Siniscalchi LAB

treatment plants (STPs), as well as concentration and detection techniques from environmental samples. At the end

of the article, we presented an economic analysis of the applicability of WBE as a tool for epidemiological prediction of

COVID-19 in a Brazilian municipality.
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1 INTRODUCAO

Com o inicio da pandemia de COVID-19 pelo
novo coronavirus (SARS-CoV-2) em 2020, o mo-
nitoramento de virus em esta¢des de tratamen-
to de esgoto (ETEs) tem ganhado forga, uma vez
que pode funcionar como forma de avaliar o po-
tencial de transmissdo, exposicdo, ocorréncia e
os possiveis impactos na saude da populacao.
Nessa perspectiva, as aguas residudrias po-
dem ser utilizadas como ferramentas de dados
epidemioldgicos, os quais podem dar suporte a
criacdo e manutencao de medidas de mitigacéo
de doengas infecciosas, como, por exemplo, a
Iniciativa Global de Erradicagdo da Poliomielite
(ASGHAR et al,, 2014; ALl et al., 2021; LAHRICH
etal., 2021).

Além do excesso de nutrientes e de material
organico, as aguas residuarias também apre-
sentam em sua constituicdo uma grande varia-
bilidade microbiolégica, englobando virus pa-
togénicos humanos e zoonéticos (WANG et al.,
2018). Esses patégenos entram nas redes cole-
toras de esgoto, pois estdo presentes nas fezes e
urina de humanos e animais, podendo-se citar os
virus causadores de hepatite A, poliovirus, rota-
virus, adenovirus, coronavirus, dentre outros. Es-
ses patégenos podem ser excretados inclusive na
forma infecciosa, podendo causar contaminagao
e doencas. Por outro lado, se excretados na sua
forma inativa ou apenas o material genético, ndo
possuem potencial de infec¢do. Entretanto, as
ETEs, em sua grande maioria, ndo sdo projetadas
para a remocdo de tais organismos (OLIVEIRA;
VON SPERLING, 2005; PRADO et al., 2011; MA-
CHADO et al., 2020; ROLLEMBERG et al., 2020).
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A capacidade de sobrevivéncia dos virus fora
do corpo humano pode ser denominada como
persisténcia ambiental, isto é, quanto maior for
o tempo de sobrevivéncia do virus, maiores sao
as chances de infeccdo (LAHRICH et al., 2021).
Esse quesito estd intimamente ligado as carac-
teristicas do meio, como temperatura, umidade,
pH, luz solar e o tipo de superficie (RZEZUTKA;
COOK, 2004; ROMERO et al., 2011; THEVENIN et
al., 2013; ROLLEMBERG et al., 2020). Em relagao
a persisténcia em meios liquidos, de acordo com
Oliveira et al. (2021), o SARS-CoV-2 é inativado
em até 6,4 dias em contato com aguas superfi-
ciais e em até 4 dias em esgoto, ambos a 24 °C.
No entanto, pesquisas adicionais com o intuito
de investigar a possibilidade de infecgdo huma-
na por meio de dguas contaminadas sdo neces-
sarias (ELSAMADONY et al,, 2021; TRAN et al.,
2021). Ademais, o esgoto doméstico apresenta
elevada variabilidade de caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas, o que pode influenciar no
tempo de sobrevivéncia do virus.

Os primeiros resultados que relataram a presen-
ca do material genético do SARS-CoV-2 em es-
goto foram reportados na Holanda (MEDEMA et
al., 2020), promovendo a execucao de analises e
estudos em outros paises, como Israel (BAR-OR
etal.,2020), Australia (AHMED et al.,2020a), Tur-
quia (KOCAMEMI et al., 2020), Fran¢a (WURTZER
et al., 2020), dentre outros. As pesquisas realiza-
das constataram uma linha de tendéncia entre a
quantidade de genomas virais detectados no es-
goto com o nimero de infectados. Logo, quanto
maior o nimero de infec¢des, maior é a carga vi-
ral presente em ETEs —a concentragao viral pode

Revista DAE | Sao Paulo | v. 71, n 242 / pp 67-92 | Out a Dez, 2023



\lirus em esgoto: monitoramento como uma ferramenta de predicao epidemiologica no saneamento ambiental

chegar a aproximadamente 105 microrganis-
mos por grama de fezes e 100 microrganismos
a cada 100 mL de esgoto (ROLLEMBERG et al.,
2020; WU et al., 2020a; ZHANG et al., 2020). Ou-
tros estudos reportaram a presenca do RNA do
SARS-CoV-2 em amostras de fezes de pacientes
que ja estavam curados (HOLSHUE et al., 2020;
XIAO et al., 2020). Apesar de estudos alertarem
sobre o potencial de transmissdo secundaria
através do esgoto (LIU et al., 2020; DHAMA et al.,
2021; GHOLIPOUR et al., 2021; CHU et al., 2022),
é importante ressaltar que a presenca do mate-
rial genético do novo coronavirus nas fezes hu-
manas ou no esgoto nao sugere necessariamen-
te a transmissdo ou infeccao (ALl et al., 2021;
LAHRICH et al., 2021).

Em relacdo aos testes diagnésticos individuais
para COVID-19, devido ao custo elevado para
realizar a testagem em massa — cada teste pode
chegar a custar mais de US$ 200 nos EUA (DU et
al., 2021; KURANI et al., 2021) -, ha dificuldade
no rastreamento das rotas de contaminacéo do
novo coronavirus em uma populagédo (LAHRICH
etal., 2021). Além disso, existe a possibilidade de
ocorréncia de resultados falsos negativos para
a doenga, principalmente em pessoas assinto-
maticas ou que apresentem baixa carga viral no
organismo (WOLOSHIN et al., 2020; KANJI et al.,
2021). Por isso, é fundamental a adogao de mé-
todos alternativos e ao mesmo tempo eficazes
para o monitoramento do SARS-CoV-2, permi-
tindo assim uma tomada de decisao célere e pau-
tada numa testagem “massiva” da populagéo.

Uma vez que as particulas virais do novo corona-
virus podem ser expelidas nas fezes e urina dos
contaminados antes mesmo do surgimento de
sintomas e do diagndstico clinico de COVID-19,
os dados obtidos durante a analise desses virus
em 4guas residuarias podem ser utilizados como
indicadores Uteis, permitindo a adogcdo de me-
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didas que visem a diminui¢do de casos de con-
taminacao pelas autoridades sanitéarias. A partir
do monitoramento epidemioldgico de esgoto
(do inglés wastewater-based epidemiology (WBE)),
é possivel avaliar a circulacdo do SARS-CoV-2
entre as populagdes, além de a técnica desem-
penhar a funcdo de monitoramento precoce,
antecipando e alertando um aumento sibito de
incidéncia de casos de COVID-19 numa deter-
minada localidade (LODDER; DE RODA HUSMAN,
2020; SIMS; KASPRZYK-HORDERN, 2020).

Paises emergentes, como o Brasil, muitas ve-
zes ndo contam com redes coletoras de esgoto
abrangentes em suas cidades ou municipios, o
que seria fundamental para uma avaliagédo epi-
demioldgica precisa. Desse modo, investimen-
tos nos sistemas de saneamento bdsico urbanos
podem ser traduzidos em novas possibilidades
de acompanhamento e monitoramento da sau-
de publica da populagdo. Portanto, estudos que
apontam os beneficios da WBE sdo essenciais
para incentivar e nortear projetos de implemen-
tacdo da ferramenta pelos érgaos sanitarios e de
salide responsaveis.

Com base nesse contexto, este artigo apresen-
ta uma revisdo de literatura sobre a presenca de
SARS-CoV-2 e outros virus em esgotos domés-
ticos e as técnicas de inativacdo/remocao des-
ses patdégenos nas ETEs (Fig. 1), bem como os
métodos de concentragdo viral em amostras de
esgoto e detecgao/quantificacao para analise do
material genético. Ao final, foi proposto um es-
tudo de caso acerca dos principais beneficios e
desafios no que se refere a inser¢cdo do monito-
ramento do SARS-CoV-2 em esgotos como for-
ma de predi¢cdo da COVID-19 em um municipio
brasileiro, com foco na comparagao financeira
entre a testagem individual da populagdo e o
monitoramento do esgoto bruto em pontos es-
tratégicos de amostragem.
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Figura 1 - Rota do SARS-CoV-2 nas ETEs e as vias de transmissédo de doengcas de veiculagdo hidrica. A WBE é uma ferramenta

epidemioldgica de baixo custo que pode fornecer suporte para o monitoramento precoce dos casos de COVID-19
Fonte: Elaboragao prépria.

2 VIRUS NO ESGOTO

Virus sdo particulas pequenas (< 0,2 um) com-
postas por material proteico (DNA, RNA ou am-
bos) com capacidade de infectar organismos
vivos. Sdo considerados parasitas intracelulares
obrigatérios, ou seja, a replicacédo desses micror-
ganismos depende do controle da capacidade de
autorreproducédo da célula. O material genético
do virus esta sempre envolto por uma cépsula
proteica (capsideo), formando o nucleocapsideo.
Alguns virus sdo formados apenas por nucleo-
capsideo, enquanto outros possuem ainda um
envoltdério ou envelope externo. Esses ultimos
sdo denominados virus encapsulados ou envelo-
pados (GELDERBLOM, 1996).

Os virus sdo particulas coloidais que apresen-
tam cargas elétricas em sua superficie, poden-
do ser adsorvidos a particulas presentes em
diferentes tipos de ambientes. A interacdo que
ocorre entre os virus e as particulas sélidas é
relevante para o entendimento do comporta-
mento desses parasitas, proporcionando dados
importantes para a adogao de técnicas que vi-
sem a sua eliminagdo (LAHRICH et al., 2021).
Alguns estudos demonstraram que os virus en-
velopados tém uma capacidade maior de adsor-
cdo a fracdes sélidas quando comparados com
os virus ndo envelopados, sendo que os sélidos
suspensos podem auxiliar na prote¢ao dos virus
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contra a inativacao (GUNDY et al., 2009; SCHA-
AR et al,, 2013; BARRETT et al., 2016; YE et al.,
2016; RUSINOL et al., 2020).

Muitos paises destinam as aguas residuédrias
brutas ou tratadas para a fertirrigacédo e lodos/
biossélidos gerados durante o tratamento como
fertilizantes em seus campos agricolas. No Bra-
sil, por exemplo, had normatizacées que definem
critérios e procedimentos para uma aplicagdo
segura de tais praticas, tais como as resolucdes
CONAMA n° 498/2020 e n° 503/2021 (BRASIL,
2020;2021). No entanto, os patégenos que estdao
presentes nesses subprodutos liquidos ou sélidos
sdo depositados diretamente na espécie vegetal
e no solo, podendo-se gerar um risco para a sat-
de publica e para o meio ambiente caso lancados
em desconformidade com os érgdos sanitarios
responsaveis (LAHRICH et al., 2021).

Dentre os patdgenos encontrados no esgoto ou
em lodos/biossélidos, os virus entéricos deman-
dam atencdo em virtude da resisténcia a dife-
rentes condicdes ambientais. A inexisténcia de
camada lipidica externa e estrutura de simetria
icosaédrica sao caracteristicas preponderantes
que conferem aos virus entéricos boa adaptabi-
lidade e persisténcia por longos periodos quan-
do submetidos a baixas temperaturas e a uma
ampla faixa de pH (3,0-10,0) (KOCWA-HALUCH,
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2001; THONGPRACHUM et al., 2018). Ademais,
ha em sua superficie a presenca de proteinas S
devidamente ancoradas, tendo como principal
objetivo a protecdo da infectividade do virus (YE
et al.,, 2016; ROLLEMBERG et al., 2020). Eventu-
almente, caso essas proteinas sejam alteradas, a
infectividade e sobrevivéncia podem ser extintas
(LAHRICH et al., 2021). Segundo Kosarewicz et al.
(1999), a infectividade de Poliovirus, Coxsackievi-
rus e Echovirus foi mantida por até 6 meses sob
temperaturas de 4a 10 °C.

Virus entéricos provocam doengas graves, cau-
sando uma série de sintomas intestinais, res-
piratérios, conjuntivos e também acarretam
infecgcdes hepdticas (KITAJIMA et al., 2020). Per-
tencentes a diversas classes taxondmicas, eles se
apresentam em grandes concentra¢des no es-
goto e, caso ndo haja saneamento basico apro-
priado ou um sistema de tratamento que remova
ou inative totalmente esses microrganismos, o
risco de infecgdes por transmissao fecal-oral é
potencializado (PRADO; MIAGOSTOVICH, 2014).
Os principais virus causadores de doencas de
veiculacdo hidrica — por transmisséo fecal-oral —
sdo os virus de hepatite A, virus da poliomielite,
virus Norwalk, rotavirus, astrovirus, parvovirus,
adenovirus e calcivirus (LAVERICK et al., 2004;
HELLMER et al., 2014; WANG et al., 2018).

As familias de virus entéricos usualmente repor-
tadas na literatura por meio de monitoramentos
epidemioldgicos sdo Astroviridae, Caliciviridae,
Hepeviridae, Papillomaviridae, Picobirnaviridae,
Picornaviridae, Reoviridae, Adenoviridae, Anello-
viridae e Parvoviridae (YANG et al,, 2021). Com
relacdo aos géneros, os de recorrente deteccédo
no esgoto sdo Norovirus, Hepatovirus, Hepevirus,
Alphatorquevirus, Adenovirus, Astrovirus, Sapovi-
rus, Bocavirus, Parechovirus, Enterovirus, Salivi-
rus, Rotavirus, Kobuvirus e Polyomavirus (CASAS;
SUNEN, 2002; KAMEL et al., 2011; PRADO; MIA-
GOSTOVICH, 2014; IBRAHIM et al., 2017; THON-
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GPRACHUM et al., 2018; DI PROFIO et al., 2019;
LEVICAN et al., 2019).

O esgoto bruto contém, além dos virus entéricos,
microrganismos de todos os dominios filogené-
ticos e também outros tipos de virus (mimivirus,
coronavirus, reovirus e poliovirus) (CHATTERJEE
et al,, 2016; DI PROFIO et al., 2019; ALI et al.,
2021). A baixa eficiéncia de remocgédo de paté-
genos nas ETEs convencionais, as quais ndo sao
projetadas para esse propésito em particular (ver
detalhes na Secao 3), somada ao alto potencial
de bioacumulac¢do desses microrganismos, fize-
ram com que a comunidade cientifica voltasse
a atencgdo para patégenos especificos com alto
impacto socioambiental, os denominados paté-
genos emergentes.

Ao final de 2019, o grupo de patégenos emer-
gentes ganhou mais um integrante de destaque,
o Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
2 (SARS-CoV-2, também chamado de novo co-
ronavirus), que é um virus envelopado, com ge-
noma constituido de fita simples de RNA, e que
pode causar infecgdo respiratéria aguda deno-
minada COVID-19 (HU et al., 2021). Apresenta
similaridade genética com o SARS-CoV — aproxi-
madamente 82% — e ambos sdo integrantes da
familia Coronaviridae e do género 3 (CHAN et al.,
2020; FORSTER et al., 2020; ROLLEMBERG et al.,
2020; WAN et al., 2020).

A principal forma de contaminacéo pelo novo co-
ronavirus ocorre a partir da inalacdo de particu-
las virais provenientes de espirros e tosses (WHO,
2020b; LAHRICH et al., 2021). E possivel que haja
ainda a contaminacgao por fdmites e maos, prin-
cipalmente por meio de contatos pessoais e com
objetos ou superficies contaminadas, apesar
de o risco ser consideravelmente mais baixo se
comparado a contaminacgéao pela via respiratéria
(CDC, 2021; GONCALVES et al., 2021; CHU et al.,
2022). O SARS-CoV-2 invade as células humanas
através da enzima conversora de angiotensina 2
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(ACE2, do inglés angiotensin-converting enzyme
2), que funciona como receptor. Essas enzimas
estdo localizadas no epitélio respiratério inferior
e nas células da mucosa do intestino delgado do
corpo humano (CESPEDES; SOUZA, 2020).

Diferentemente das doencas de veiculagdo hi-
drica tradicionais, o novo coronavirus pode ser
introduzido no esgoto, além das vias fecais e
urinarias, por secregdes respiratérias de indivi-
duos contaminados (WANG et al., 2018; ALl et
al.,, 2021). Rapidamente, esse virus de RNA se
espalhou e pode ser detectado no esgoto de pa-
ises como Australia, China, Francga, Japao, Italia,
Espanha, Holanda, EUA, Turquia, india, Arébia
Saudita, Cazaquistdo e Brasil (BHATT et al., 2020;
COLLIVIGNARELLI et al., 2020). Apesar da via de
transmissao prioritaria do virus ocorrer por meio
de goticulas respiratérias e do contato com pes-
soas/objetos contaminados, estudos alertam
sobre o potencial de transmissdo secundaria
através do esgoto (LIU et al.,, 2020; DHAMA et
al., 2021). Contudo, cabe ressaltar que a presen-
¢a do material genético de SARS-CoV-2 no es-
goto ndo sugere necessariamente a viabilidade
de transmissdo ou infeccdo humana (ALl et al.,
2021; LAHRICH et al., 2021).

A sobrevivéncia dos coronavirus em agua e es-
gotos depende de vérios parametros, tais como
temperatura, pH, tempo de retencdo, matéria
organica, exposicdo a luz e presencga de organis-
mos aerdébios (ACHAK et al., 2021; FOLADORI et
al., 2022). Em geral, em areas sob maior exposi-
¢do a luz e temperaturas mais elevadas, a capa-
cidade de sobrevivéncia de virus envelopados di-
minui. Além disso, em comparagdo aos virus ndao
envelopados, sdo mais susceptiveis a inativagéo
em esgotos, haja vista a presenca de solventes,
detergentes e desinfetantes no meio, substén-
cias que podem comprometer rapidamente o
envelope lipidico ou as proteinas que constituem
a camada superficial desses organismos (CASA-
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NOVA et al., 2009; WIGGINTON et al., 2015; YE et
al., 2016; CORPUZ et al., 2020).

Em contrapartida, a matéria organica em sus-
pensdo pode fornecer a esses microrganismos
abrigo contra a luz, afetar o comportamento de
sedimentacéo e influenciar o coeficiente de difu-
sdo viral, resultando, potencialmente, na forma-
¢do de aglomerados virais (CORPUZ et al., 2020;
ACHAK et al., 2021). Wang et al. (2005) avaliaram
a persisténcia do SARS-CoV em fezes, urina, es-
goto e agua residuaria hospitalar, e os resultados
demonstraram que o virus persistiu por dois dias
nas aguas residuérias (hospitalar e doméstica),
trés dias nas fezes e dezessete dias em amostras
de urina a 20 °C. No entanto, a 4 °C, o SARS-CoV
persistiu por até quatorze dias nos efluentes ava-
liados e cerca de dezessete dias na urina (WANG
et al., 2005). Quanto ao SARS-CoV-2, esse virus
tem se mostrado estavel numa ampla faixa de
pH (de 3 a 10), o que pode favorecer também sua
sobrevivéncia em esgotos (BHATT et al., 2020;
CORPUZ et al., 2020).

Sob essa 6tica, as ETEs podem ser potenciais pon-
tos de disseminacdo de SARS-CoV-2. As tubula-
¢Oes de coleta e transporte de esgoto conduzem
0s microrganismos presentes na agua residuaria
as ETEs, podendo ocorrer a liberacdo de gases ge-
rados em algumas etapas do processo de depura-
¢do, além da movimentacao turbulenta do esgoto
nas tubulagoes. Os aerossoéis gerados podem con-
ter microrganismos patogénicos que, caso ativos,
representam riscos a saide humana (KITAJIMA et
al., 2020; GWENZI, 2021). Dessa forma, os opera-
dores das ETEs possuem maiores chances de con-
taminacdo, uma vez que estdo diretamente ex-
postos aos patégenos presentes no ar (GORMLEY
et al., 2020; ROLLEMBERG et al., 2020; ELSAMA-
DONY et al.,, 2021; THAKUR et al., 2021).

Gholipour et al. (2021), por exemplo, detectaram
a presenca de RNA de SARS-CoV-2 em 40% das
amostras de ar coletadas em ETEs de Isfahan, Ir3,
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ao longo de periodos de pico de contaminagao
de COVID-19 pela populagdo local. Ademais, os
autores estimaram um risco de infecgéo relati-
vamente alto de até 2,3x10°2 por pessoa por ano
(GHOLIPOUR et al., 2021). Portanto, ainda que
o potencial infectivo dos aerosséis dispersados
nas etapas de tratamento ndo seja um consenso
cientifico, as ETEs devem ser consideradas como
provaveis fontes de transmissdo secundaria de
SARS-CoV-2 (ARSLAN et al., 2020; HAJI ALl et al.,
2021; GHOLIPOUR et al., 2021; CHU et al., 2022).

3 MECANISMOS DE REMOCAO NO
TRATAMENTO CONVENCIONAL E AVANCADO

DE ESGOTO

Os processos convencionais de tratamento de
esgoto apresentam uma baixa eficiéncia quanto
a remocao de organismos patogénicos, uma vez
que as ETEs tradicionais ndo sdo projetadas es-
pecificamente para esse fim (BHATT et al., 2020).
No Brasil, a maior parte das ETEs atingem até o
nivel secundario de tratamento, no qual predo-
minam mecanismos biolégicos de remocdo de
poluentes e objetiva-se principalmente a remo-
¢do de matéria organica e, em menor quantida-
de, nutrientes (VON SPERLING, 2014).

Normalmente, os niveis primario e secundario
de tratamento ndo sdo eficientes para remogéo
de virus em esgoto, seja pela impossibilidade de
separacdo fisica entre as particulas virais e a fase
liquida, seja pela dificuldade de desnaturagdo
de genomas virais e proteinas extracelulares (LI
et al., 2022). Por outro lado, uma reducdo sig-
nificativa de carga viral pode ser alcancada em
sistemas terciarios ou avangados de tratamento
(JORDAO; PESSOA, 2016; Ll et al., 2022).

Nesse sentido, diferentes técnicas tém sido apli-
cadas para aremocao de SARS-CoV-2 do esgoto,
incluindo processos fisicos, como sedimentagao
e filtracdo em membranas; e quimicos e bioqui-
micos que resultam na inativagdo do virus, como
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desinfeccao por radiacao ultravioleta (UV) ou
agentes oxidantes como cloro e ozbnio, e degra-
dacgdo enzimética (ZHANG et al., 2021). Outras
tecnologias efetivas na remocao de SARS-CoV-2
do esgoto incluem filtracdo por osmose reversa,
adsorcao em carvéao ativado, coagulagdo-flocu-
lagdo a base de zirconio, quitosana ou cloreto
de polialuminio, e oxidagao por UV/H,0, ou fo-
to-Fenton (ACHAK et al., 2021; ESPINOSA et al.,
2021; Ll et al., 2022).

A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) in-
dica que processos de desinfeccdo simples
como a cloracdo podem inativar rapidamente o
SARS-CoV-2 (WHO, 2020a). Wang et al. (2020),
por exemplo, sugeriram que as tecnologias de
desinfeccdo adotadas durante a epidemia de
SARS (2002-2004) poderiam ser usadas como
referéncia para a inativacdo do SARS-CoV-2 em
efluentes hospitalares, devido as semelhancas
entre o SARS-CoV e 0 SARS-CoV-2. Os virus SARS
podem serinativados em exposicdo a pelo menos
0,5 mg L de cloro livre residual ou de 2,79 mg L™
de didxido de cloro residual durante 30 minutos
a20°C (ACHAKet al., 2021).

Em outra perspectiva, a aplicagdo do processo
de ozonizagao na desinfeccdo tem se mostrado
uma alternativa eficiente para a remocgao de vi-
rus em tratamentos de agua e esgotos (KIM et al.,
1999; FERREIRA FILHO, 2017). Isso porque o 0z6-
nio é um agente oxidante extremamente reativo,
que pode provocar uma mudancga na conforma-
¢do das proteinas do capsideo viral, promoven-
do a lise do envoltério proteico (SHANNON et
al., 2008). Como o envelope viral é vulneravel a
oxidagcdo quimica, a inativacdo do SARS-CoV-2
por ozonizagdo também pode ser mais eficiente
do que em virus entéricos (KUMAR et al., 2021a).
Apesar da elevada eficiéncia, a sua aplicacdo em
tratamento de esgotos é menos usual por tor-
nar o sistema de tratamento consideravelmen-
te mais oneroso (VON SPERLING, 2014; BHATT
et al., 2020).
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Quanto a avaliagao de sistemas de tratamento
em escala plena, Arora et al. (2020) avaliaram
sistemas de tratamento biolégicos seguidos
ou ndo por tratamento terciario na remocao de
SARS-CoV-2 em ETEs municipais de diversas
localidades de Jaipur, india, sendo eles: reator
de biofilme de leito mével seguido de desinfec-
¢do por cloro ou UV e reator de sequenciamen-
to em lote seguido ou ndo por desinfec¢cdo com
cloro. Os sistemas avaliados se mostraram efi-
cientes na remocado de RNA de SARS-CoV-2 em
efluentes sanitéarios terciarios, uma vez que, di-
ferentemente dos esgotos ndo tratados, houve
reducdo de particulas virais abaixo do limite de
deteccgdo. O estudo destacou a eficacia do hipo-
clorito de sédio, bem como de outros compostos
a base de cloro, na inativagdo ou atenuacéo do
SARS-CoV-2, que apresentou sucesso na deses-
tabilizacdo do envelope viral (ARORA et al., 2020).

Kumar et al. (2021b) também verificaram a redu-
¢do de RNA de SARS-CoV-2 abaixo do limite de
quantificagdo em esgoto pés-tratado por uma
ETE municipal de Ahmedabad, india, compos-
ta por tratamento primario, seguido de reator
anaerébio de fluxo ascendente e manta de lodo
(upflow anaerobic sludge blanket (UASB)), tanque
de aeracao e lagoa de polimento. Foi observada
diminuicdo gradual do virus ao longo das uni-
dades, indicando que algumas configuragées de
sistemas de tratamento convencionais podem
ser eficientes na remocgao de SARS-CoV-2 de es-
goto, como reatores UASB, com reducdes de pelo
menos 1,3 log. O estudo apontou ainda que o re-
ator UASB avaliado, operando com um tempo de
detencao hidraulica (TDH) de 20 d, aumentou a
deterioracdo da carga genética de SARS-CoV-2
em pelo menos 1,3 log (KUMAR et al., 2021).

Em contraste, Foladori et al. (2022) verificaram
reducées em cargas de CoVs e SARS-CoV-2 de,
no méaximo, 1,0 log ("90%) em sistemas de lodos
ativados convencionais.Desse modo, os autores
destacaram a necessidade de um tratamento
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tercidrio ap6s esses sistemas para potencializar
a remocao desses virus (FOLADORI et al., 2022).
Em outra pesquisa, Serra-Compte et al. (2021)
avaliaram 16 ETEs (8 na Franc¢a e 8 na Espanha),
compostas por unidades primarias, secundarias
(sistemas de lodos ativados e biorreatores de
membrana) e algumas com tratamento terciario
(como micro e ultrafiltracao, desinfeccdo com
UV e cloragéo). A configuracao das ETEs conten-
do tratamento primdario e secundario eliminou
76,7% do RNA de SARS-CoV-2. Dessa remocao,
uma parte significativa foi atribuida ao trata-
mento primario que obteve remocdo de 60%.
Enquanto isso, nas ETEs com unidades terciarias,
ndo houve deteccdo de RNA de SARS-CoV-2 no
efluente (SERRA-COMPTE et al., 2021).

Paralelamente, Wang et al. (2022a) avaliaram a
remocdo de SARS-CoV-2 em uma ETE no Japao
composta por trés sistemas paralelos seguidos
por cloracdo (lodos ativados, reator anaeré-
bio-anéxico-6xico (A20) e biorreator de mem-
brana). Houve reducées de SARS-CoV-2 de 2,7
+ 0,86 log no sistema de lodos ativados; 1,6
0,50 log no A20; e 3,6 + 0,62 log no biorreator
de membrana. Durante o periodo de amostra-
gem, foi observado um desempenho mais esta-
vel do biorreator de membrana na remocao do
virus. No efluente final de todas as unidades,
apés a cloragdo, a carga de RNA do SARS-CoV-2
ficou abaixo do limite de detecgdo (10 cépias L)
(WANG et al., 2022a).

Outras técnicas para remocao do SARS-CoV-2 em
esgotos também tém sido exploradas como, por
exemplo, a ficorremediacdo. A ficorremediacéo
envolve a utilizagdo de micro ou macroalgas na
remocdo de contaminantes presentes em residuos
sélidos, liquidos ou gasosos (BHATT et al., 2020).
Nesse aspecto, Zhang et al. (2021) investigaram a
remocao de SARS-Cov-2 em um sistema biohibri-
do composto por microrrobds ativos associados a
algas e verificaram remocéo de 95% da proteina
de pico viral do SARS-CoV-2, além de 89% de re-
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mocao de pseudovirus. Esses resultados sugerem
que algas funcionalizadas podem ser promissoras
na remocao de virus em esgotos.

Outro ponto que deve ser destacado é a afinida-
de observada entre o SARS-CoV-2 e biossélidos
ou lodos de sistemas de tratamento de esgoto.
Isso porque virus envelopados, em virtude da
bicamada lipidica que circunda o capsideo pro-
teico, apresentam maior tendéncia de se adsor-
verem em particulas sélidas e/ou coloidais (COR-
PUZ et al., 2020; ESPINOSA et al., 2021; PECCIA
et al., 2020). De acordo com Balboa et al. (2021),
foram observadas uma maior concentracao viral
e uma maior estabilidade de SARS-CoV-2 em lo-
dos primarios e/ou espessados do que em rela-
¢do aos resultados verificados no efluente liqui-
do. Desse modo, ha indicativos de que lodos e/
ou biossélidos também podem ser utilizados no
monitoramento da incidéncia de COVID-19.

Quanto astécnicas de tratamento de residuos s6-
lidos provenientes de ETEs, Foladori et al. (2022)
relataram que a aplicagdo de digestdo anaerébia
sob condigdes termofilicas (755 °C) pode inati-
var significativamente os CoVs e SARS-CoV-2 de
lodos/biossélidos. Em contrapartida, sistemas
anaerdbios operando sob temperaturas mesofi-
licas (33-37 °C), assim como técnicas como es-
pessamento, ndo se mostraram eficientes para
este fim (SERRA-COMPTE et al,, 2021; FOLADO-
Rl et al., 2022). De forma a atingir a eliminagéo
completa de SARS-CoV-2 de lodos/biossélidos
tratados em reatores anaerdbios mesofilicos, a
aplicacao prévia do processo de hidrélise térmica
tem garantido resultados satisfatérios (BALBOA
etal, 2021; SERRA-COMPTE et al., 2021).

4 TECNICAS DE RECUPERACAO/
CONCENTRACAO

A tipologia da matriz amostral implica em ade-
quagbes nos métodos analiticos de deteccdo
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e quantificacdo de patégenos. Em compara-
cdo com outras amostras ambientais, o esgoto
afluente as ETEs apresenta turbidez superior e
maiores concentragdes de virus, sélidos suspen-
sos, matéria organica, acidos himicos e metais
pesados, o que pode interferir na precisdo das
técnicas, tais como as de base molecular (COR-
PUZ et al., 2020; WANG et al., 2022b).

Atualmente, a maior parte dos métodos uti-
lizados para concentragdo de virus em aguas
residudrias ndo é aplicdvel a grandes volumes
de amostra, tendo em vista a baixa concentra-
¢do viral, a co-concentration de inibidores da
Polymerase Chain Reaction (PCR, ou reacdo em
cadeia da polimerase), a presenca de sélidos
suspensos, além dos custos e logistica (CUE-
VAS-FERRANDO et al., 2021). Ainda assim, au-
tores como McMinn et al. (2021), por exemplo,
tém direcionado suas pesquisas no sentido de
validar métodos de concentracdo em larga es-
cala e obtido resultados promissores.

No intuito de concentrar os virus em volumes
adequados aos métodos de detecgao (ver Secado
5) e amenizar as interferéncias ambientais, faz-
se necessaria a aplicagdo de etapas de concen-
tracdo com a utilizacdo de métodos primérios e
secundarios, os quais permitem a deteccdo de
fragmentos moleculares de material genético
viral (DNA ou RNA) na amostra de esgoto. O em-
prego de técnicas que garantam eficientes taxas
de recuperacao viral é essencial para viabilizar,
por exemplo, uma aplicagdo precisa e bem-suce-
dida da WBE, ferramenta de vigilancia epidemio-
lédgica que sera discutida e analisada na Secéo 6.

De acordo com a literatura, os métodos de con-
centracdo e recuperagdo costumam ser pro-
blematicos, podendo causar perda considera-
vel de particulas virais durante a execucdo da
técnica (RUSINOL et al., 2020). Somado a isso,
alguns microrganismos ndo conseguem ser
avaliados adequadamente em vista de sua estru-
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tura, a exemplo dos virus envelopados (como o
SARS-CoV-2), sendo necessaria a utilizacdo de
substitutos entéricos para os quais ja existem
métodos validados (IBRAHIM et al., 2022; HAO et
al., 2022; ZAMHURI et al., 2022).

Os métodos de concentragdo de virus mais apli-
cados a amostras de dguas superficiais sao: fil-
tracio em membrana eletronegativa, precipi-
tacdo com polietilenoglicol (PEG), ultrafiltragdo
e ultracentrifugacdo (BOFILL-MAS; RUSINOL,
2020; MORESCO et al., 2022). Como exemplo,
Fonseca et al. (2022) avaliaram quatro meto-
dologias distintas (membrana eletronegativa +
MgCl,, precipitacdo com Al(OH),, precipitacdo
com PEG e ultrafiltracdo) combinadas com cen-
trifugacgdo ou filtracédo prévias e obtiveram efi-
ciéncias de concentracdo de SARS-CoV-2 entre
2,4-100% em amostras de aguas superficiais e
3,5-100% em aguas residudrias.

Para aguas residuérias, a floculagéo por adicdo
de cloreto/hidréxido de magnésio ou aluminio
associada a precipitacdo com PEG e adsorgéo
em membrana eletropositiva/eletronegativa
tem sido uma combinacdo de técnicas ampla-
mente aplicada (CALGUA et al., 2013; BOFILL-
MAS; RUSINOL, 2020; CORPUZ et al.,, 2020;
CUEVAS-FERRANDO et al., 2021; ZHENG et al.,
2022; ZAMHURI et al., 2022; TORII et al., 2022).
Outros estudos combinam a precipitagdo com
PEG com técnicas como filtragcdo em la de vidro,
ultrafiltragao, filtracao eletropositiva/eletrone-
gativa ou ultracentrifugacéo para recuperacao
de material genético de SARS-CoV-2 em amos-
tras de dgua e fezes humanas (CUEVAS-FER-
RANDO et al., 2021; TORIl et al., 2022.; WANG et
al., 2022b). Na Tabela 1 sdo apresentadas algu-
mas das técnicas mais comuns de concentracao
de virus em aguas residuarias, bem como as ta-
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xas de recuperagdo reportadas em pesquisas e
revisoes previamente realizadas.

Uma das técnicas comumente utilizadas atual-
mente para recuperagao de virus em amostras
ambientais é a filtragdo em membrana eletro-
negativa. A aplicacdo desse método, além de ser
considerada de baixo custo e de elevada efici-
éncia, permite a passagem de grandes volumes
de liquido com alta turbidez pelo filtro antes de
colmatd-lo, sendo especialmente indicada para
amostras de esgoto doméstico. Em contraparti-
da, Cashdollar e Wymer (2013) apontam a neces-
sidade de pré-filtragdo da amostra como princi-
pal desvantagem do método.

Sob a premissa da facilidade de padronizagéo,
processamento simultaneo de amostras em
massa e aperfeicoamento da precisdo dos méto-
dos analiticos, novas técnicas consideradas pro-
missoras sdo desenvolvidas, tais como filtracdo/
cromatografia monolitica e novos métodos de
ultrafiltracdo, ultracentrifugacdo e eluicdo em
tampéo glicina seguida de floculacdo organica
em leite desnatado (CALGUA et al, 2013; BO-
FILL-MAS; RUSINOL, 2020; AHMED et al., 2021a,
PHILO et al., 2021; ZHENG et al., 2022).

Embora a metodologia PEG tenha apresenta-
do resultados acima de 50% na recuperacédo do
SARS-CoV-2 em amostras de esgoto doméstico
nao tratado (Tabela 1), os dados quantitativos
reportados na literatura indicam que a eficién-
cia de concentracao e recuperagao do virus CoV
humano nao tende a ultrapassar 40% de suces-
so. Por outro lado, as eficiéncias de recuperagao
do virus substituto ao CoV humano (virus da he-
patite murina — MHV) geralmente tendem a ser
superiores (765%) as dos demais virus avaliados
(AHMED et al., 2020b).

Revista DAE | Sao Paulo | v. 71, n 242 / pp 67-92 | Out a Dez, 2023



Metodologia

Adsorgdo-Extracao

Ultrafiltracao

Ultracentrifugagao

Floculagdo-
precipitacao

Tratamento

Preacidificagdo + Membrana eletronegativa
MgCl, + Membrana eletronegativa

Membrana eletronegativa

Membrana eletronegativa + MgCl,

Compostos a base de Aluminio
(AICL, e Al(OH),) + Centrifugagéo

Membrana eletropositiva + Elui¢do com PEG

Pipeta de Concentragdo Automatica (CP

Select™)

Centricon® Plus-70

Amicon® Ultra-15

100,000 xg por 60 min /
12,000 g por 15 min
100,000 xg durante 60 min
150,000 xg durante 60 min
150,000 xg durante 90 min

MgCl,
AlCL,
Al(OH),
PEG + NaCl

Leite desnatado

Precipitagao com Polietilenoglicol (PEG)

Virus

MHV
MHV
MHV
MHV

BCoV

EV
Hadv 40/41
Bacteriéfago MS2

SARS-CoV-2

MgV

SARS-CoV-2
Bacteriéfago MS2

MHV

BCoV

EV
Hadv 40/41
HCoV-0C43

Bacteriéfago MS2

MHV

HCoV-0C43
SARS-CoV-2
Bacteriéfago MS2
MHV
SARS-CoV-2

MHV

SARS-CoV-2

SARS-CoV-2
SARS-CoV-2
MgV e PEDV
SARS-CoV-2
HAdv
JCPyV
NoV GGlI
HCoV-0C43
Bacteriéfago MS2

MHV
PEDV
HCoV-0C43

SARS-CoV-2
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Taxa de
recuperagao viral

26,7%
65,7%
60,5%
65,7%
17,3%
4,8%
3,6-4,8%
6,3-6,5%
31,6%
0,7%-8,5%
7-26%
0,02-4,3%
6,8%
30,2%
1,6%-17,1%
24%
7.5%
25%
36,8%
5,5%
4,8-5,7%
3,4-4,9%
22%
27,7%
51%
28%
24,1%
1%
3,5-13%
26,3%
56%
6,5-17,5%
35,5%
33,5%
20,5-33,4%

12%

6,1-23,8%
4,9-14,8%
11%
5,8-23,6%
30-95%
55-90%
45-90%
9,1%
29%
44%
0,1-2,6%
27,5-43,5%
3,2%
57%
52,8%
27,5-56,7%

Tabela 1 - Técnicas de concentragéo e recuperagao de virus em aguas residuarias

Referéncia

AHMED et al. (2020b)
IBRAHIM et al. (2021)
AHMED et al. (2020b)
AHMED et al. (2020b)
JUEL etal. (2021)
GONZALEZ et al. (2020)
AHMED et al. (2021a)
AHMED et al. (2021a)
WANG et al. (2022b)
ZHENG et al. (2022)
AHMED et al. (2021a)
RANDAZZO et al. (2020a)
PEREZ-CATALUNA et al. (2021)
PEREZ-CATALUNA et al. (2021)
ZHENG et al. (2022)
WANG et al. (2022b)
FORES et al. (2021)
AHMED et al. (2020b)
JUEL etal. (2021)
GONZALEZ et al. (2020)
AHMED et al. (2021a)
AHMED et al. (2021a)
MCMINN et al. (2021)
FORES et al. (2021)
RUSINOL et al. (2020)
AHMED et al. (2020b)
FORES et al. (2021)
PHILO et al. (2021)
ZHENG et al. (2022)
FORES et al. (2021)
AHMED et al. (2020b)
ZHENG et al. (2022)
AHMED et al. (2021b)
AHMED et al. (2020b)
ZHENG et al. (2022)
YAO et al. (2021)
WILDER et al. (2021)
ZHENG et al. (2022)
ZHENG et al. (2022)
RANDAZZO et al. (2020a)
ZHENG et al. (2022)
CALGUA et al. (2013)
CALGUA et al. (2013)
CALGUA et al. (2013)
PHILO et al. (2021)
RUSINOL et al. (2020)
AHMED et al. (2020b)
TORIl et al. (2022)
PEREZ-CATALUNA et al. (2021)
PHILO et al. (2021)
ALEXANDER et al. (2020)
PEREZ-CATALUNA et al. (2021)
SAPULA et al. (2021)

Legenda: BCoV = coronavirus bovino; EV = enterovirus; HAdV = adenovirus humano; HIN1 = virus da influenza A; JCPyV = poliomavirus JC; MHV = virus da hepa-
tite murina; NoV GGlII = norovirus do genogrupo Il; HCoV-OC43 = betacoronavirus; PEDV = virus da diarreia epidémica porcina; RV-A = rotavirus; SARS-CoV =
coronavirus da sindrome respiratdria aguda grave; SARS-CoV-2 = coronavirus 2 da sindrome respiratéria aguda grave.
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5 METODOS DE DETECCAO

O procedimento de caracterizacao bioldgica da
amostra de esgoto é uma das etapas primordiais
da WBE (COLLIVIGNARELLI et al., 2020). A sen-
sibilidade, a especificidade e a automagdo sédo
pré-requisitos implicitos aos métodos de detec-
¢do dos virus em aguas residuarias que, adicio-
nalmente, estao sujeitos aos desafios de diluicao
da amostra, influéncia da matriz ambiental nos
resultados analiticos, variabilidade mutagéni-
ca dos virus e quantidade de microrganismos
amostrada (LAHRICH et al., 2021). A precisdo na
deteccao estd significativamente atrelada ao vo-
lume da amostra, a eficacia de extracdo do acido
nucleico e a pureza do material extraido (COR-
PUZ et al., 2020), o que reflete a importancia da
etapa de concentracao/recuperacgéo viral da ma-
trizambiental discutida na segéo anterior.

A seguir sdo elencados alguns métodos que ini-
cialmente sdo empregados no diagnéstico cli-
nico e sofreram adaptagdes para analise micro-
bioldgica de virus em amostras ambientais: PCR,
Real Time Quantitative PCR (qPCR, ou PCR quan-
titativa em tempo real), Reverse Transcriptase
Quantitative PCR (RT-qPCR, ou reagdo da trans-
criptase reversa seguida pela gPCR), Enzyme
Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA), Nucleic Acid
Sequence-Based Amplification (NASBA), micros-
copia de fluorescéncia, técnica de microarranjos
e citometria de fluxo (PILEVAR et al., 2021).

Tais métodos fornecem informacgdes distintas
(qualitativas e quantitativas) sobre a presenga
dos virus e se juntam aos demais métodos de de-
teccdo e quantificacao reportados na literatura:
adsor¢cdo em membrana eletronegativa, sequen-
ciamento de acidos nucleicos, eletroforese em
gel de campo pulsado, microscopia eletrénica
de transmissdo, meios de cultura, microscopia
de forca atémica, biosensores e métodos mole-
culares (BHATT et al., 2020; CORPUZ et al., 2020;
HARAMOTO et al., 2020; LAHRICH et al., 2021;
PILEVAR et al,, 2021). Os métodos moleculares
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sdo baseados na determinagcdo do nimero de
fragmentos especificos do material genético vi-
ral, ao passo que os métodos imunolégicos e de
cultivo séo aplicados no estudo de viabilidade do
virion (ALl et al., 2021).

As técnicas de PCR tém sido mais utilizadas na
avaliacdo de amostras de agua e esgoto. A PCR
consiste basicamente na amplificagdo de uma
regido alvo especifica do acido nucleico com
intuito de aumentar o nimero de cdpias deste
material genético (KASVI, 2015, 2017; LUPERINI;
SANTOS, 2021). O gPCR, por outro lado, é uma
variagdo mais recente da técnica de PCR conven-
cional que utiliza um equipamento com sistema
de fluorescéncia, o qual emite uma luz a cada
ciclo de amplificacdo, permitindo a quantifica-
¢do e, consequentemente, a deteccdo do ma-
terial genético com maior precisao e velocidade
se comparado a PCR convencional. Por sua vez, a
RT-gPCR é utilizada quando o material genético
alvo é uma molécula de RNA, como no caso do
SARS-CoV-2. A transcriptase reversa é uma en-
zima comumente encontrada em virus, respon-
savel pela sintese de um DNA complementar a
partir de um RNA molde (BUSTIN, 2004; KASVI,
2015, 2017; CORPUZ et al., 2020; PILEVAR et al.,
2021; LUPERINI; SANTOS, 2021).

A maioria dos ensaios de gPCR utilizam como
molécula alvo o gene das proteinas N, E, ORF1ab,
ORF1b e S (KITAJIMA et al., 2020). Ensaios reali-
zados com efluente bruto de Brisbane, Australia,
e cidades da Holanda, dentre estas, Amsterda,
utilizaram N-Sarbeco NIID_2019-nCOV e/ou
oligonucleotideos para as regides N1, N2 e N3
no qPCR e detectaram, respectivamente, 22% e
58% de amostras positivas para o SARS-CoV-2
(AHMED et al., 2020a, MEDEMA et al.; 2020). Nos
estados de Massachusetts e de Montana, EUA,
amostras de efluente ndo tratado também foram
avaliadas, mostrando a presencga de SARS-CoV-2
em 71% e 100% das amostras avaliadas com
concentragdo na ordem de 2x10° e 3x10* cdpias
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de RNA L, respectivamente (NEMUDRYI et al.;
2020; WU et al.; 2020b).

As técnicas baseadas na PCR podem coletar da-
dos genotipicos e informagdes epidemioldgicas
que podem ser vinculados a programas de vaci-
nagdo. Em vista do aprimoramento na resposta
de deteccdo, o método de PCR passou ainda a ser
associado a outras tecnologias, por exemplo, o
ensaio de PCR digital (dPCR) com a tecnologia de
placas microfluidicas (LAHRICH et al., 2021; PI-
LEVAR et al., 2021) e a Reverse transcription loo-
p-mediated isothermal amplification (RT-LAMP, ou
amplificacdo isotérmica mediada por alca prece-
dida por transcrigao reversa).

O RT-LAMP tem o potencial de se tornar uma
opcao rapida e econémica para monitorar in-
feccoes por COVID-19 via WBE. A técnica, criada
em 2012, é utilizada para estudos dos virus da
dengue, zika e chikungunya. Similar a RT-qPCR,
0 RT-LAMP também utiliza a transcriptase re-
versa para a sintese de DNA complementar. No
entanto, na etapa de amplificacdo, o RT-LAMP
utiliza apenas uma faixa de temperatura de 60 a
65 °C. Nessa andlise, sédo utilizados de quatro a
seis primers, onde dois sdo internos e base para
a enzima polimerase sintetizar a fita de DNA; ao
passo que os externos reconhecem a fita molde e
realizam a extensao da fita de DNA complemen-
tar (cDNA) (ONGERTH; DANIELSON, 2021; DONIA
etal, 2022).

Amoah et al. (2021) investigaram ETEs por
quatro semanas aplicando protocolos otimiza-
dos para a técnica RT-LAMP para deteccao de
SARS-CoV-2 com limite de 10 cépias (25 uL)™",
obtendo resultado positivo em 35 minutos. O RT-
-LAMP teve prevaléncia de 31% e 47% de amos-
tras positivadas para, respectivamente, moldes
iniciais de 92,7 e 480 ng uL" do RNA extraido,
mostrando o potencial da técnica para estudo
de efluentes. Vale destacar que os resultados da
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RT-LAMP detectaram ovirussob baixa concentra-
cdo de copias do genoma por mililitro (gc mL7), a
20,7 gc mL" de SARS-CoV-2, 0 que mostra a téc-
nica como promissora (AMOAH et al., 2021).

A dPCR também é uma abordagem promissora
para a detec¢do/quantificacdo do novo corona-
virus. E uma técnica sensivel, capaz de detectar
concentracdes menores (até 10x menor quando
comparada a RT-PCR) e capaz de resistir melhor
a contaminantes da matriz ambiental. Existem
ainda variantes da dPCR como a droplet digital
PCR (ddPCR), que apresenta um limite de de-
teccdo ainda menor (AMOAH et al,, 2021; MA et
al., 2022). Ma et al. (2022) demonstraram pela
primeira vez o uso de RT-dPCR baseado em chip
(duplex) para WBE, e os resultados apresentados
sugerem que o ensaio possibilitou diagnosticar
SARS-CoV-2 em mais amostras do que o ensaio
RT-gPCR durante periodos de menor incidéncia
de COVID-19.

Embora as técnicas moleculares baseadas em
RT-gPCR sejam as mais utilizadas para detecgao
de SARS-CoV-2, o uso de biossensores nanotec-
nolégicos também deve ser explorado em fungéo
da facil aplicagéo, detectagao rapida e baixo cus-
to. Um biossensor consiste em um biorreceptor
e um transdutor fisico (eletroquimico, éptico ou
piezoelétrico). O biorreceptor, em geral, é uma
molécula semelhante a anticorpos, acidos nu-
cleicos, enzimas, fagos ou células. As interagdes
entre o biorreceptor e o alvo sdo convertidas em
sinais elétricos pelo transdutor. Os circuitos de
leitura processam esses sinais e os transmitem
para um computador ou similar, disponibilizando
rapidamente os resultados. Assim, além de uma
deteccao rapida, ndo sdo necessarios grandes
volumes de amostra ou reagentes, o que torna
a técnica interessante do ponto de vista da WBE
(ZAMHURI et al., 2022).
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6 MONITORAMENTO DO SARS-COV-2 EM
ESGOTO E PREDICAO EPIDEMIOLOGICA:
INVESTIMENTOS EM SAUDE E SANEAMENTO

A partir dos resultados de ensaios de concentra-
¢do e deteccdo/quantificacéo viral em amostras
de esgoto, cujas técnicas tipicamente ou recen-
temente empregadas foram revisadas nas Se¢oes
4 e 5, é possivel proceder a aplicagdao da WBE. A
WBE é uma ferramenta de vigilancia epidemiolé-
gica que consiste na verificagdo da presenca de
material genético de patégenos em amostras de
esgoto, o que permite rastrear sua circulagao e
estimar a populagao infectada de uma determi-
nada localidade (AGUIAR-OLIVEIRA et al., 2020;
KUMBLATHAN et al., 2021; ABREU et al., 2022).
O cruzamento dessas informagoées aos casos da
doenca reportados na regional de saide permite
desenvolver correla¢des acerca da prevaléncia de
uma doenca e da forma que os microrganismos
patogénicos se propagam na comunidade, pro-
vendo suporte as politicas publicas para emissao
de alertas.

Desde o inicio da pandemia de COVID-19, estu-
dos tém sido desenvolvidos no sentido de inves-
tigar a correlagdo entre concentracdo de RNA
viral do SARS-CoV-2 no esgoto bruto/tratado
e a prevaléncia da doenca (ARORA et al., 2020;
GONAZALEZ et al., 2020; PRADO et al., 2021;
LAZUKA et al., 2021; SANJUAN; DOMINGO-CA-
LAP,2021; MCMAHAN et al., 2021; MONTEIRO et
al., 2022; MAIDA et al., 2022; SOSA-HERNANDEZ
et al., 2022; ABREU et al., 2022; JOSEPH-DURAN
et al,, 2022). Além de realcarem a eficiéncia de
aplicacdo do monitoramento epidemioldgico
associado ao SARS-CoV-2, os pesquisadores re-
comendam que, para o aumento da precisdo das
correlagdes, as seguintes agdes devem ser rea-
lizadas: a integracdo de dados normalizados de
cargaviral e dados de prevaléncia aguda e cumu-
lativa da doenca; estimativas de prevaléncia de
pesquisas soroldgicas e modelos epidemiolégi-
cos; e delimitagdo da populagédo correspondente
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aos dados coletados (BHATT et al., 2020; HARA-
MOTO et al., 2020; LA ROSA et al., 2020; MEDE-
MA et al., 2020; RANDAZZO et al., 2020b).

Além da correlagdo com o grau de contaminagéo
por SARS-CoV-2 em uma comunidade inteira,
outro aspecto relevante sobre a WBE é a possi-
bilidade de identificacdo de parte dos infectados
assintomaticos ou pré-sintomaticos, uma vez
que os contaminados podem evacuar particulas
virais do novo coronavirus pelas fezes e urina an-
tes mesmo do aparecimento de sintomas de CO-
VID-19 (HATA et al., 2020; KITAJIMA et al., 2020;
SCHMITZ et al., 2021). De acordo com Johansson
et al. (2021), cerca de 30% dos portadores do
novo coronavirus nunca desenvolvem sintomas
da COVID-19 e podem apresentar uma transmis-
sibilidade 75% maior se comparada com pessoas
sintomaticas. E importante salientar que, com o
desenvolvimento de variantes do SARS-CoV-2 —
e.g., Alfa, Beta, Gama, Delta, Deltacron, Omicron,
XF, XE, Epsilon, dentre outras (BUTANTAN, 2022;
CDC, 2022; WHO, 2022) -, o desenvolvimento de
sintomas da doenca e a transmissibilidade do vi-

rus podem ter sido efetivamente alterados.

E evidente, entdo, a necessidade de adotar téc-
nicas alternativas e de baixo custo visando iden-
tificar a circulagdo desse patégeno em uma po-
pulacéo, o que possibilita reduzir, dessa maneira,
0s gastos com testes convencionais individuais.
A WBE tem se mostrado um método passivo efe-
tivo no rastreamento do SARS-CoV-2, e pode
prever ondas de contaminacdo em locais com
capacidade limitada de testes clinicos ou onde
infeccdes assintomdticas prevalecem (BIBBY et
al., 2021; LAHRICH et al., 2021). Dessa maneira,
faz-se necesséario aumentar os investimentos em
saneamento basico (UCKER et al., 2012), visto
que a cada US$ 1 investido em saneamento é ge-
rada uma economia de US$ 6 na area da salde
(WHO, 2018).
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O primeiro estudo que relatou a presenca de
SARS-CoV-2 em esgoto foi desenvolvido na Ho-
landa (MEDEMA et al., 2020). Em seguida, pes-
quisas com a mesma premissa foram executa-
das por outros paises, como Israel (BAR-OR et
al., 2020), Australia (AHMED et al., 2020a), Tur-
quia (KOCAMEMI et al., 2020), Franca (WURTZER
et al,, 2020), Italia (LA ROSA et al., 2020) e EUA
(SHERCHAN et al., 2020). Atualmente, cerca de
70 paises adotaram a estratégia de WBE para
rastrear o novo coronavirus (NAUGHTON et al.,
2021; NAUGHTON, 2022). A Tabela 2 exibe a dis-
tribuicdo global de centros de pesquisa, ou seja,
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universidades e laboratdrios publicos e privados
que utilizam WBE para rastrear o SARS-CoV-2.

De acordo com Naughton et al. (2021), alguns
paises nacionalizaram ou adotaram uma rede de
coordenacgdo nacional para o monitoramento de
esgoto para SARS-CoV-2, tais como o Brasil, a par-
tir da Rede Monitoramento Covid Esgotos (CHER-
NICHARO et al., 2020), além de Espanha, Holanda,
Turquia, Finlandia, Hungria, Luxemburgo, EUA e
Canada. Enquanto isso, o monitoramento regional
ocorre em paises como Franca, Australia, Africa do
Sul, Reino Unido e Suica (NAUGHTON et al., 2021).

Tabela 2 - Paises que adotaram a WBE para rastrear a propagacao de SARS-CoV-2 e as respectivas quantidades de
centros de pesquisa (universidades e laboratérios) que analisam e detectam o patdgeno via esgoto

Nimero de centros de pesquisa

por pais Paises
101-1000 EUA, Reino Unido, Holanda, Australia
11-100 Brasil, Canada, Africa do Sul, Espanha, Franga, Hungria, Finlandia, Estonia, Luxemburgo, Turquia

México, Argentina, Chile, Costa Rica, Coldmbia, Equador,’Gana, Nigéria, Quénia, Arabia Saudita, Israel, Emirados Arabes
1-10 Unidos, Portugal, Bélgica, Irlanda, Itélia, Grécia, Suica, Austria, Republica Tcheca, Eslovaquia, Alemanha, Dinamarca,
Suécia, Letonia, Chipre, Russia, India, Paquistao, Bangladesh, China, Nepal, Japao, Nova Zelandia, Malasia, Filipinas

Fonte: Naughton et al. (2021) e Naughton (2022).

6.1 Estudo de caso: analise econdmica da
aplicacdo da WBE a um municipio brasileiro

Parte-se agora para a andlise econémica da uti-
lizagcdo da técnica de WBE para estimativa de
circulacdo de SARS-CoV-2 em uma determina-
da populagdo urbana, em comparagéo aos cus-
tos da testagem convencional individual para
COVID-19. Foi feita a avaliagdo do municipio de
Lavras (21°14'42" S, 45°0'0" 0), localizado no
interior do estado de Minas Gerais, Brasil, com
uma populagdo estimada em 105.756 habitan-
tes (IBGE, 2022). A Tabela 3 apresenta os mé-
todos/técnicas laboratoriais considerados para
emprego no estudo de caso proposto, com base
na Nota Técnica elaborada pela Rede Monitora-
mento Covid Esgotos (INCT; ANA, 2020), assim
como os custos estimados para aplicagdo tanto
da WBE por amostra de esgoto (CHERNICHARO
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etal,, 2020) como da testagem massiva da popu-
lagdo com exames convencionais de COVID-19.

Destaca-se que, para os célculos, ndo serao con-
sideradas despesas como: instalagdo e manuten-
cao de laboratérios para analise das amostras de
esgoto; transporte e distribuicdo de testes indi-
viduais para a populagéo; pagamento da méao de
obra de profissionais técnicos para testagem do
esgoto e também da populagdo; dentre outras.
Apenas os custos para deteccdo de particulas
virais de SARS-CoV-2 nas amostras de esgoto e
para compra de testes individuais para COVID-19
foram levados em conta.

O municipio conta com 16 estagdes elevatérias
de esgoto e 2 ETEs. Assim, tem-se um total de 18
potenciais pontos de coleta, representativos de
diferentes regides da cidade, que permitem uma
“testagem massiva” da populacdo pela andlise
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da 4gua residuéaria. De acordo com Chernicha-
ro et al. (2020), o custo estimado da analise por
amostra (levando em conta os reagentes quimi-
cos e duas repeti¢cdes por amostra) varia entre
R$ 350 e R$ 450. Assim, o custo total para ana-
lise — de uma Unica vez — de todos as amostras
oriundas dos pontos de coleta ficaria em torno
de R$ 6.300 a R$ 8.100.

Em contrapartida, cada teste individual para CO-
VID-19 do tipo RT-PCR-ICB (menor custo) cus-
ta cerca de R$ 15 (INPI, 2021) variando até R$
80,00 (RT-PCR “convencional”) (JORNAL DA USP,

2020). Nesse sentido, ainda que se aplicassem os
custos do PCR de menor valor desenvolvido no
Brasil, para uma testagem de toda a populagéo
do municipio, o gasto estimado seria de aproxi-
mados R$ 1.586.340, podendo chegar ao custo
de até R$ 8.460.480,00 utilizando a testagem
mais onerosa. Desse modo, em comparagdo com
o valor do monitoramento dos pontos de coleta
de esgoto do municipio, pode-se calcular uma
reducdo no valor de mais de R$ 1,5 milhdo até
R$ 8,4 milhdes utilizando-se a WBE para analise
do SARS-CoV-2.

Tabela 3 - Condigdes de contorno para a estimativa de custos financeiros para a implementacdo da WBE em um
municipio brasileiro e os valores para a testagem massiva via exame convencional para COVID-19

Aplicagao da WBE

Custo por amostra de esgoto

Etapa - Método (INCT; ANA, 2020) (CHERNICHARO et al.,, 2020)

Concentragdo - Filtragdo em
membrana eletronegativa

Extragdo de RNA - Método de
adsorgdo-extragdo direta

Detecgdo/Quantificagao - RT-qPCR

R$ 350 - R$ 450/ amostra

Nimero de pontos de coleta de

esgoto em Lavras-MG Cdmmsl

18 amostras R$ 6.300 - R$ 8.100

Testagem massiva convencional

Exame (INPI, 2021) 2020; INPI, 2021)

RT-PCR R$ 15 -R$ 80/ hab.

Diante do exposto, é possivel afirmar que a WBE
é uma ferramenta promissora para o monitora-
mento epidemioldgico de uma localidade, trazen-
do beneficios econémicos para o setor publico em
comparacao a testagem individual da populacéo.
No entanto, é importante ressaltar que existem
incertezas na utilizagdo dessa estratégia que po-
dem comprometer o monitoramento de uma epi-
demia em uma certa localidade. A presenca de
turistas ou viajantes, por exemplo, pode alterar
os resultados da real situacdo epidemiolégica da
populagéo residente (SIMS; KASPRZYK-HORDERN,
2020). Outros desafios incluem a capacidade pre-
caria de diagndstico e, consequentemente, a su-
bestimacédo da populacgéo infectada.
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Custo individual (JORNAL DA USP,

Populagao de Lavras-MG (IBGE,
2022)

105.756 hab.

Custo total

R$ 1.586.340 -R$ 8.460.480

Do ponto de vista epidemioldgico, a WBE permite
a sinalizagdo precoce do aumento do nimero de
casos da doenca, permitindo assim que as auto-
ridades sanitarias municipais/regionais balizem
de maneira mais assertiva as acées de combate a
pandemia de COVID-19, evitando assim a sobre-
carga do sistema de saude. Apesar de sua apli-
cacdo nao substituir a necessidade de testagem
individual, a WBE pode direcionar a testagem a
localidades de carga viral no esgoto mais eleva-
da, gerando-se menos gastos para o poder pu-
blico e, em funcédo da predicao epidemioldgica,
detectar antecipadamente possiveis aumentos
de incidéncia de COVID-19.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo de revisdo abordou a presenca de
SARS-CoV-2 e outros virus infectocontagiosos
em esgoto e as técnicas de inativagcdo/remocdo
desses patégenos nas ETEs, bem como os méto-
dos de concentracao e detecgdo/quantificacdo
viral nesse tipo de amostra. Aspectos como o po-
tencial de transmissdo secundéaria da COVID-19
via esgoto e os métodos de recuperacdo viral
aplicados a grandes volumes de amostras am-
bientais devem ser avaliados com profundidade
em pesquisas futuras. Todo esse arcabouco rela-
ciona-se a técnica de vigilancia epidemioldgica
conhecida como WBE.

Conforme demonstrado na literatura cientifica, a
WBE constitui uma ferramenta promissora para
o rastreamento da situagdo epidemioldgica da
COVID-19, por meio da utilizacdo de métodos de
concentracgdo, deteccdo e quantificagao do ma-
terial genético do SARS-CoV-2 em amostras de
esgoto. Esses métodos ja eram utilizados para
o estudo de virus entéricos em aguas residua-
rias, ao passo que foram adaptados para anélise
do novo coronavirus no decorrer da pandemia
de COVID-19.

Com a constante adogéo global da WBE, pesquisas
sobre o monitoramento do SARS-CoV-2 no esgoto
avanc¢am rapidamente. O estudo de caso proposto
no presente artigo demonstrou beneficios finan-
ceiros da implementacao dessa estratégia em um
municipio brasileiro. Uma economia varidvel de
R$ 1,5 milhdo a R$ 8,4 milhdes seria alcancada
em relacdo a testagem individual convencional de
COVID-19. Entretanto, salienta-se que a adogao
da WBE né&o dispensa a necessidade da testagem
individual. Por outro lado, a técnica pode direcio-
nar a testagem a localidades do municipio/regido
com carga viral no esgoto mais elevada.

Ademais, a anélise do material genético de SAR-
S-CoV-2 presente no esgoto permite rastrear
parte dos assintomaticos e pré-sintomaticos, os
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quais possivelmente ndo seriam detectados nos
testes convencionais. Portanto, a adog¢ao de WBE
pode auxiliar na criacdo e no gerenciamento de
medidas preventivas e mitigadoras pelos 6rgdos
de vigilancia sanitaria para o controle da epide-
mia de COVID-19 em uma determinada locali-
dade, evitando-se, de antemao, a sobrecarga do
sistema de salde.

Em suma, a estratégia de vigilancia epidemiolé-
gica baseada em esgoto evidencia a necessidade
de investimentos no sistema de saneamento de
forma a estabelecer uma rede coletora de esgoto
abrangente nas cidades, principalmente em pa-
{ses emergentes como o Brasil, garantindo uma
aplicabilidade efetiva da técnica. Além disso, a
WBE néo se restringe apenas ao acompanha-
mento da COVID-19, mas também de outras do-
encas infectocontagiosas causadas por patdge-
nos que podem ser detectados no esgoto. Dessa
forma, a ampliacédo e a melhoria no saneamento
basico urbano se traduzem diretamente no diag-
néstico da saude da populagéo.
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