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RESUMO 

 
A doença do coronavírus 2019 (COVID-19) é uma doença infecciosa causada pela 
síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV-2) e tem como principais sintomas 
febre, cansaço e tosse seca e problemas gastrointestinais. O RNA do SARS-CoV-2 
pode ser detectado em fezes de indivíduos sintomáticos e assintomáticos e pode ser 
transportado indiretamente para ambientes aquáticos e estações de tratamento de 
águas residuais. O estudo de vírus em águas residuais é uma ferramenta útil 
conhecida como Wastewater Based Epidemiology (WBE) e tem o potencial de atuar 
como uma abordagem complementar aos atuais sistemas de vigilância genômica 
clínica, atuando como uma abordagem promissora capaz de fornecer informações 
importantes sobre a disseminação e mutações do SARS-CoV-2, além de gerar alerta 
precoce para identificar novos surtos da doença. O objetivo deste estudo foi avaliar a 
diversidade genética de SARS-CoV-2 em duas estações de tratamento de águas 
residuais no município do Rio de Janeiro por meio da vigilância genômica ambiental 
utilizando a abordagem de WBE. Para isso, foram selecionadas duas estações de 
tratamento de águas residuais hospitalar (ETAR1) e mista (ETAR2). Durante o período 
de janeiro a dezembro/2021 foram realizadas coletas semanais, totalizando 152 
amostras, 76 da ETAR1 e 76 da ETAR2. As amostras foram submetidas a 
concentração com PEG8000 e a detecção do RNA do SARS-CoV-2 foi realizada 
utilizando iniciadores do gene E e N1. Na ETAR1, 47,4% (36/76) das amostras do 
afluente e efluente apresentaram o gene E. As amostras negativas para o gene E 
(n=40), foram avaliadas quanto a presença do gene N1, onde 11,6% (13/40) das 
amostras da ETAR1 apresentaram o gene N1 afluente e efluente. A ETAR2 teve 
apenas 5,3% (4/76) de amostras positivas onde o gene E e foi o único presente. As 
amostras semanais da ETAR1 foram agrupadas de acordo com o mês de coleta 
durante todo o período do estudo. Não foi possível recuperar o genoma completo de 
nossas amostras, entretanto, análises realizadas em software Viralflow e banco de 
dados como o Pango, GISAID, Nextclade e OMS, sugerem possíveis variantes do 
SARS-CoV-2 com base nas mutações características. A detecção de SARS-CoV-2 
em águas residuais, pode servir como ferramenta para monitorar a prevalência e a 
epidemiologia em determinada comunidade, auxiliando a compreensão da 
disseminação do vírus entre a população. Sendo assim, a vigilância epidemiológica 
baseada em águas residuais, serve como uma abordagem complementar no 
monitoramento de sua prevalência, diversidade genética e distribuição geográfica.  
 
Palavras-Chave: Sars-CoV-2; Vigilância Genômica Ambiental; Epidemiologia 
Baseada em Águas Residuais. 
  



 

   

 

 

ABSTRACT 

 

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is an infectious disease caused by severe 
acute respiratory syndrome (SARS-CoV-2), its main symptoms are fever, tiredness 
and dry cough and gastrointestinal problems. SARS-CoV-2 RNA can be detected in 
feces of symptomatic and asymptomatic individuals and can be transported indirectly 
to aquatic environments and wastewater treatment plants. The study of viruses in 
wastewater is a useful tool known as Wastewater Based Epidemiology (WBE) and has 
the potential to act as a complementary approach to current clinical genomic 
surveillance systems, acting as a promising approach capable of providing important 
information on the spread and mutations of SARS-CoV-2, in addition to generating 
early warning to identify new outbreaks of the disease. The aim of this study was to 
evaluate the genetic diversity of SARS-CoV-2 in two wastewater treatment plants in 
the city of Rio de Janeiro through environmental genomic surveillance using the WBE 
approach. For this, two hospital (WWTP1) and mixed (WWTP2) wastewater treatment 
plants were selected. During the period from January to December/2021, weekly 
collections were carried out, totaling 152 samples, 76 from WWTP1 and 76 from 
WWTP2. The samples were concentrated with PEG8000 and detection of Sars-CoV-
2 RNA was performed using E and N1 gene primers. In WWTP1, 47.4% (36/76) of the 
influent and effluent samples presented the E gene. The negative samples for the E 
gene (n=40) were evaluated for the presence of the N1 gene, where 11.6% (13/40) of 
the WWTP1 samples showed the N1 gene affluent and fluent. ETAR2 had only 5.3% 
(4/76) of positive samples where the E gene was the only one present. The weekly 
samples from WWTP1 were grouped according to the month of collection throughout 
the study period. It was not possible to recover the complete genome of our samples, 
however, analyzes carried out in Viralflow software and databases as Pango, GISAID, 
Nextclade and WHO, suggest possible variants of Sars-CoV-2 based on the 
characteristic mutations. The detection of SARS-CoV-2 in wastewater can serve as a 
tool to monitor the prevalence and epidemiology in each community, helping to 
understand the spread of the virus among the population. Being a complementary 
approach in monitoring its prevalence, genetic diversity and geographic distribution. 
 

Keywords: Sars-CoV-2; Environmental Genomic Surveillance; Wastewater Based 

Epidemiology. 
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1 Introdução 

 

1.1 Vigilância em Saúde 

 

A Vigilância em Saúde é caracterizada por um conjunto de ações no âmbito 

individual e coletivo que abrange a promoção e a proteção da saúde, a prevenção de 

agravos, o diagnóstico, o tratamento, a reabilitação e a manutenção da saúde. O 

conceito de Vigilância em Saúde inclui: a vigilância e o controle de doenças 

transmissíveis; a vigilância de doenças e agravos não transmissíveis; a vigilância 

epidemiológica, vigilância ambiental em saúde, vigilância da saúde do trabalhador e a 

vigilância sanitária (Ministério da Saúde, 2010). 

A Lei n. 8080/1990 define a Vigilância Epidemiológica como um conjunto de ações 

que proporciona o conhecimento, a detecção ou prevenção de qualquer mudança nos 

fatores determinantes e condicionantes de saúde individual ou coletiva, com a 

finalidade de recomendar e adotar as medidas de prevenção e controle das doenças 

ou agravos. Seu principal objetivo é fornecer orientação técnica para os profissionais 

de saúde, que têm a responsabilidade de decidir sobre a execução de ações de 

controle de doenças e agravos, tornando disponíveis, para esse fim, informações 

atualizadas sobre a ocorrência dessas doenças e agravos, bem como dos fatores que 

a condicionam, numa área geográfica ou população definida (Brasil, 1990). 

A Lei Orgânica da Saúde nº 8.080/1990 define também a Vigilância Sanitária 

(VISA) como um conjunto de ações capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos à 

saúde e de intervir nos problemas sanitários decorrentes do meio ambiente, da 

produção e circulação, abrangendo: 1 - o controle de bens de consumo que, direta ou 

indiretamente, se relacionem com a saúde, compreendidas todas as etapas de 

processo, da produção ao consumo; 2 - o controle da prestação de serviços que se 

relacionam direta ou indiretamente com a saúde (Brasil,1990).  

Já a Vigilância em Saúde Ambiental (VSA) é um conjunto de ações que 

proporciona o conhecimento e detecção de mudanças nos fatores determinantes e 

condicionantes do meio ambiente que interferem na saúde humana, com a finalidade 

de identificar as medidas de prevenção e controle dos fatores de risco ambientais 

relacionados às doenças ou outros agravos à saúde (Franco Netto et al., 2002). Para 

o desenvolvimento da VSA, alguns instrumentos e métodos de vigilância e controle 
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são necessários, como: Epidemiologia ambiental que utiliza os efeitos adversos à 

saúde relacionados à exposição a fatores de risco ambientais, além da avaliação e 

gerenciamento de risco; Indicadores de saúde e ambiente; Sistemas de Informação 

de Vigilância Ambiental em Saúde; e Estudos e pesquisas (Ministério da Saúde, 

2002). 

 

1.2 Águas Residuais 

 

A água residual, também conhecida como efluente, é formada pelo conjunto de 

substâncias químicas, físicas e biológicas, gerado por atividades humanas. O 

esgotamento sanitário pode ser definido como o conjunto de atividade, infraestruturas 

e instalações operacionais de coleta, transporte, tratamento e disposição final dos 

esgotos sanitários, desde as ligações prediais até o seu lançamento final no meio 

ambiente (BRASIL, 2007). 

Um relatório produzido pelo Fundo das Nações Unidas para a Infância 

(UNICEF) e pela Organização Mundial da Saúde (OMS) demonstrou que cerca de 3 

bilhões de pessoas não possuem instalações básicas para a higienização pessoal, e 

4,2 bilhões de pessoas possuem acesso a serviços de saneamento básico adequado. 

Os casos de precariedade no saneamento atingem especialmente as pessoas em 

situação de pobreza, e os avanços são lentos para estas regiões (WHO; UNICEF, 

2022). À medida que a infraestrutura urbana aumenta, eleva-se a geração de resíduos 

sólidos e líquidos, que se não forem tratados de forma adequada, podem impactar a 

qualidade do meio ambiente além de afetar a saúde da população. O impacto do 

despejo inadequado de águas residuais nos corpos hídricos é uma questão crítica na 

maioria dos países que não possui serviços de saneamento básico adequado. Nesse 

sentido, se faz necessária a busca por tratamentos mais eficientes de águas residuais 

(Mello et al., 2020). Os processos utilizados para tratamento de água residual levam 

em conta as características da matriz a ser tratada, bem como o corpo hídrico onde 

ela será lançada após o tratamento (Carvalho, 2016).  

As águas residuais são divididas em 3 grupos: industrial, hospitalar e doméstica. 

O industrial é proveniente das áreas de processamento industrial, incluindo os 

originados nos processos de produção, as águas de lavagem de operação de limpeza 

e outras fontes, que comprovadamente apresentem poluição por produtos utilizados 
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ou produzidos no estabelecimento industrial. As águas residuais hospitalares 

caracterizam-se como possíveis veículos de disseminação de inúmeros 

microrganismos patogênicos como vírus, bactérias, fungos, protozoários, que 

ocasionam muitas doenças com implicações em saúde pública (Carvalho, 2016). O 

doméstico é proveniente de residências, estabelecimentos comerciais, instituições ou 

edifício que dispõe de instalações de banheiros, lavanderias e cozinhas. Compõem-

se de água de banho, excretas, papel higiênico, restos de comida, águas de lavagem, 

sabão e detergente (Funasa, 2018). 

Enquanto isso, o processo de tratamento de água residual é classificado em 

quatro níveis: Preliminar, Primário, Secundário, Terciário. O nível preliminar tem como 

principal função a separação de sólidos, utilizando gradeamento. O nível primário 

assim como o preliminar, visa a retirada de partículas solidas em suspensão por 

floculação e ação gravitacional, onde é gerado o lodo como produto (Von Sperling et 

al., 2014). No nível secundário, após os processos físicos dos dois níveis anteriores, 

ocorre um processo biológico, convertendo a matéria orgânica como em tanques de 

aeração. Também são utilizados reatores aeróbios com biofilme, com biofiltros 

aerados ou biodiscos, por fim, os sistemas de lodos ativados, que podem ser 

convencionais, de aeração prolongada ou de fluxo intermitente (Von Sperling et al., 

2014). Algumas estações utilizam o reator biológico de leito móvel – (Moving Bed 

Biofilm Reactor – MBBR) que consiste em uma tecnologia de tratamento que emprega 

uma cultura de microrganismos retida dentro de um reator na superfície de material 

inerte. No processo aeróbio do MBBR o meio suporte para desenvolvimento do 

biofilme é aerado por meio da introdução de ar difuso. O reator MBBR vem ganhando 

popularidade devido sua estabilidade, tamanho compacto, eficiência na remoção de 

matéria orgânica, além da baixa produção de lodo (Melchiors, 2019). O nível terciário 

é conduzido principalmente por processos físico-químicos. Nesse nível ocorre a 

retirada dos sólidos sedimentáveis e do material orgânico, onde visa a retirada de 

organismos patogênicos por desinfecção do efluente através de processos como 

cloração, ozonização, radiação ultravioleta e/ou desinfetantes químicos (Von Sperling 

et al., 2014). 

Um processo de tratamento de água residual inadequado pode desencadear 

uma série de impactos ambientais, como os riscos de contaminação e transmissão de 

doenças, maus odores, mortalidade de peixes, toxicidade das algas, aumento da 
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complexidade e custos do tratamento de água. Em função destes impactos, o 

gerenciamento de águas residuais é um grande desafio (Kalbar et al., 2016). 

As águas residuais podem conter diversos microrganismos que se não forem 

tratados adequadamente, podem entrar em contato de forma direta ou indireta com o 

ser humano. Entre esses organismos transmitidos pela via hídrica, podemos destacar 

bactérias e vírus, que por sua vez, podem sobreviver de maneira diferente, em relação 

as bactérias, quando submetidos ao tratamento em estações de tratamento de água 

residuais (ETARs) (Zhang et al., 2016). Um estudo realizado por Gundy e 

colaboradores (2009) investigou a sobrevivência do Sars-CoV-1 em águas residuais 

e revelou que a presença de sólidos suspensos e a matéria orgânica presentes na 

água, podem favorecer proteção ao vírus que se adere a estas partículas. O vírus se 

manteve detectável em águas residuais entre 2 e 3 dias. Alguns pesquisadores 

levantaram a possibilidade de que os sistemas de esgotamento sanitário podem atuar 

como vetores de microrganismos patogênicos causadores de coronavisores. No ano 

de 2003, a OMS emitiu um relatório onde constatou que um defeito na tubulação no 

sistema de esgotamento sanitário de um condomínio localizado em Hong Kong pode 

ter facilitado o transporte do SARS-CoV-1 através de encanamentos dos sanitários 

(Gormley et al., 2020). 

 

1.3 Pandemia da COVID-19 

 

No final de 2019, em Wuhan, na província de Hubei, República Popular da 

China, frequentadores de um mercado atacadista de animais, deram entrada em um 

hospital local com sintomas de pneumonia (Achak et al., 2021). Em 31 de dezembro 

de 2019 as autoridades chinesas enviaram um alerta à Organização Mundial da 

Saúde (OMS), informando que a pneumonia viral detectada, cuja causa ainda era 

desconhecida, precisavam de atenção. No dia 3 de janeiro, foram reportados 44 

pacientes suspeitos de ter a doença e em 7 de janeiro de 2020, após o resultado do 

primeiro sequenciamento de genoma completo, foi revelada que o agente causador 

da doença é um novo coronavírus. Inicialmente, a OMS denominou o novo vírus como 

2019-nCov (coronavírus). No dia 12 de fevereiro de 2020 a doença foi oficialmente 

nomeada como doença coronavírus 2019 (COVID-19). O Comitê Internacional de 

Taxonomia de Vírus nomeou o vírus como Síndrome Respiratória Aguda Grave 2 
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(SARS-CoV-2) com base na taxonomia e filogenia (Farias et al., 2020; Wu, F. et al., 

2020a). 

A China registrou mais de 9 mil casos confirmados e 213 mortes até o dia 30 

de janeiro de 2020. No dia seguinte os países começaram a controlar suas fronteiras 

e atividades internas. A COVID-19 foi considerada como uma emergência de saúde 

em escala global pela OMS no final de janeiro de 2020 (Grunig, G. et al., 2020). A 

disseminação global do SARS-CoV-2 e as milhares de mortes causadas pela COVID-

19 levaram a OMS a declarar uma pandemia em 11 de março de 2020, no dia 13 a 

Europa se tornou o epicentro da doença. Em abril de 2020, o número de casos no 

mundo ultrapassou os 3 milhões, sendo distribuídos em 185 países (Casaca et al., 

2020; Valdes et al., 2020). 

A transmissão do SARS-CoV-2 ocorre através do ar, pelo contato direto com 

secreções como gotículas respiratórias e saliva, ou pelo contato indireto através de 

superfícies contaminadas (Morawaska et al., 2020). Com o avanço da doença, foi 

necessário aumentar as medidas de restrições ao redor do mundo como da 

implementação de práticas recomendadas com o intuito de diminuir o contágio da 

doença através da implementação de medidas de proteção, como a higiene pessoal, 

utilização de máscaras faciais, protetores oculares, desinfecção de superfícies e 

distanciamentos físicos, além da corrida pelo desenvolvimento de testes, tratamentos, 

vacinas e métodos de controle e rastreamento da doença (Li et al., 2020; Valdes et 

al., 2020; Ding Z. et al., 2021). 

Em junho de 2020, o mundo ultrapassou 10 milhões de casos e 500 mil mortes 

por coronavírus, onde os Estados Unidos e o Brasil se tornaram os países com mais 

mortes. A Índia entrou para a lista dos países com um alto número de mortes 

registradas entre julho e agosto de 2020 (Silva et al., 2020; Gomes et al., 2020). O 

mundo registrou 33 milhões de casos e 1 milhão de mortes em setembro de 2020. 

Alguns países já enfrentavam a segunda onda da pandemia, no entanto, a maioria 

dos países ainda vivia a primeira onda (Leeb et al., 2020; Díaz-Pinzón, 2020). O 

mundo contabilizou mais de 162 milhões de casos confirmados, incluindo mais de 3 

milhões de mortes pela doença em maio de 2021. Os países da América contribuíram 

com 40% dos casos e 47% das mortes em todo o mundo. Em junho de 2021, o mundo 

registrou mais mortes por COVID-19 do que todo o ano de 2020, sendo o Brasil e Índia 

os principias países a terem o maior crescimento nos números de mortes causadas 
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pela doença (Ribeiro et al., 2021). Até início de outubro de 2021, já havia acumulado 

cerca de 235 milhões de casos de COVID-19, os três continentes mais afetados foram: 

as Américas com 90 milhões, Europa com 70 milhões e na Ásia com 43 milhões 

(Dovbysh et al., 2021; Cardoso et al., 2021). 

O avanço da pandemia e o surgimento de novas variantes do SARS-CoV-2 

levaram à corrida para o desenvolvimento uma vacina. Em 31 de dezembro de 2020, 

a vacina desenvolvida pela Pfizer foi autorizada pela OMS para uso emergencial. Em 

seguida, em 15 fevereiro de 2021, a vacina AstraZeneca/Oxford, em 12 de março 

2021 a vacina desenvolvida pela Janssen e em 30 de abril de 2021 a vacina da 

Moderna (Francis et al., 2022). Em 29 de maio de 2022, mais de 526 milhões de casos 

confirmados e mais de seis milhões de mortes foram relatadas globalmente. 

Entretanto, esses dados devem ser interpretados com cautela, pois vários países vêm 

mudando progressivamente as estratégias de teste de COVID-19, o que resulta em 

números gerais mais baixos de testes realizados e consequentemente menor número 

de casos detectados (WHO, 2022a). O segundo semestre de 2022(julho-dezembro) 

contabilizou mais de 111 milhões de casos da COVID-19 em todo o mundo (Mathieu, 

2022) 

 

 

1.4 COVID-19 no Brasil 

 

No dia 26 de fevereiro de 2020, foi confirmado o primeiro caso da COVID-19 no 

Brasil. Posteriormente, o país apresentou um crescimento no número de casos nos 

meses subsequentes. Após a confirmação dos primeiros casos da doença no país, o 

Ministério da Saúde implementou medidas de prevenção e controle de transmissão 

do coronavírus, incluindo a lavagem das mãos com água e sabão; uso de álcool 70%; 

uso de máscaras foi implantado em abril de 2020 em locais fechados que logo em 

seguida foi sugerido o uso em todos os locais; e o distanciamento social (Oliveira et 

al., 2020). A pandemia provocou diversos desafios aos setores de administração 

pública nas cidades do Brasil, podendo destacar a manutenção do fornecimento de 

serviços essenciais à população, os serviços do Sistema Único de Saúde (SUS), 

telecomunicações, econômico, educação, energia elétrica e os serviços de 

saneamento (Capodeferro et al., 2020). A disseminação da COVID-19 no Brasil está 
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relacionada a diversos fatores incluindo a densidade urbana, demora no tempo de 

implementação de políticas de distanciamento social e baixa disponibilidade de testes 

(Monteiro de Oliveira et al., 2020). 

O Brasil foi considerado o segundo país com o maior número de mortes por 

COVID-19. O país registou três ondas da doença desde o início da pandemia, a 

primeira em 2020, associada à linhagem B.1, B.1.1.28 e B.1.1.33, onde o país 

apresentou um pico entre o número de morte entre os meses de junho e julho, 

registrando quase 30 mil mortes (Martins-Filho et al., 2022). A segunda onda ocorreu 

entre março e abril de 2021 devido à disseminação da variante Gama (P.1), 

totalizando mais de 78 mil mortes. Até 10 de agosto de 2021 foram registradas mais 

de 564 mil mortes no país (Martins-Filho et al., 2022). 

Entre a segunda metade de 2021 e o início de 2022 a variante Delta se 

disseminou e apesar disso, o país registrou uma redução significativa nos números 

de casos e óbitos após a introdução da campanha de vacinação. A vacinação contra 

a COVID-19 tem sido uma das principais medidas para combater a pandemia no 

Brasil. Desde o início da campanha de imunização em janeiro de 2021, o país tem 

avançado na distribuição das doses para a população (Ministério da Saúde, 2022). De 

acordo com o Ministério da Saúde, até o momento, mais de 70 milhões de doses de 

vacinas já foram aplicadas no Brasil (Ministério da Saúde, 2022). Apesar dos avanços, 

ainda há desafios a serem superados na campanha de vacinação. A falta de confiança 

da população em relação às vacinas e a desinformação são obstáculos significativos 

na adoção da vacinação contra a COVID-19 (Domingues et al., 2021).  

A terceira onda da pandemia da COVID-19 foi causada pela variante Ômicron 

no início de 2022, com de cerca de 3.500.000 casos registrados entre e 30 de janeiro 

a 26 de fevereiro de 2022 (Martins-Filho et al., 2022). Foram registrados mais de 31 

milhões casos de COVID-19 com mais de 668 mil óbitos desde 3 de janeiro de 2020 

e até o junho de 2022 foram distribuídas cerca de 430 milhões de doses da vacina 

contra a COVID-19 (WHO, 2022a).  Foram contabilizados mais de 3 milhões de casos 

no país entre junho e dezembro de 2022 (Mathieu, 2022). 
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1.5 SARS-CoV-2 

 

O SARS-CoV-2 pertence à família Coronaviridae, subfamília Orthocoronavirinae 

e gênero Betacoronavirus. Os coronavírus (CoVs) são vírus de ácido ribonucleico 

(RNA) de fita positiva, envelopados e com um genoma de cadeia única, considerados 

vírus com o maior genoma viral de RNA variando entre 26-30 kb, e infectam inúmeras 

espécies de animais, incluindo os humanos (Munster et al., 2020; Mordecai et al., 

2020; Naqvi et al., 2020). De acordo com as características do genoma, o coronavírus 

é dividido em quatro gêneros: Alphacoronavirus, Betacoronavírus, Gamacoronavírus 

e Deltacoronavírus (Hong et al., 2020). 

Existem sete coronavírus humanos (hCoV), incluindo dois alphacoronavírus 

(hCoV-229E e hCoV-NL63) e cinco betacoronavírus (hCoV-HKU1, hCoV-OC43, 

SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2). O SARS-CoV-2 foi recentemente 

identificado como o sétimo coronavírus a infectar humanos (Yang et al., 2015; Naqvi 

et al., 2020; Yang et al., 2020). Acredita-se que os coronavírus que infectam humanos 

surgiram devido ao transbordamento zoonótico a partir o contato direto ou indireto de 

animais infectados com os seres humanos (Rodriguez-Morales et al., 2020). O 

sequenciamento do genoma revelou que o novo coronavírus isolado de amostras do 

trato respiratório inferior de pacientes com COVID-19 pertence ao β-CoV 

(Betacoronavírus) de linhagem B assim como o SARS-CoV-1 (Naqvi et al., 2020; Yang 

et al., 2020; Zhu et al., 2020). 

O genoma do SARS-CoV-2 possui quatorze fases de leitura aberta (ORF– 

open-reading frames): A ORF1a/b representa dois terços do genoma do SARS-CoV-

2, a ORF1a codifica o poliproteína PP1a e a poliproteína PP1ab, que é resultado da 

tradução sobreposta de ORF1a e ORF1b. Ambas as poliproteínas (PP1a e PP1ab) 

são clivadas em 16 proteínas não estruturais (NSPs 1 a 16) (Kim et al., 2020; Finkel 

et al., 2021). As quatro proteínas estruturais principais são: a proteína Spike (S), 

relacionada a ligação ao receptor; proteína da membrana (M), define a forma do 

envelope viral; proteína do envelope (E), juntamente com a M formam o envelope viral 

estrutural essencial para patogenicidade e exibe importante função na produção e 

maturação viral; e a proteína do nucleocapsídeo (N), que é a proteína estrutura que 

se liga ao genoma viral atuando na formação completa do vírus (Figura 1) (Carvalho 

et al; 2021; Khailanyet al., 2020; Wang, H. et al., 2020; Wu, A. et al., 2020). 
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Figura 1. Representação esquemática do SARS-CoV-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora, 2022. 

 

Além das proteínas estruturais, o SARS-CoV-2 contém 6 proteínas acessórias, 

codificadas pelos genes ORF3a/b, ORF6, ORF7a e ORF8, ORF10 e suas funções 

ainda são pouco exploras. A maioria das proteínas codificadas por ORF1a e ORF1ab 

é essencial para a replicação do vírus e para a adaptação do vírus a um novo 

hospedeiro (Figura 2) (Wu, F. et al 2020). 

 

Figura 2. Estrutura genômica do SARS-CoV-2 

Fonte: Adaptada de PALACIOS CRUZ et al., 2021. 

 

Além do Sars-CoV-2, outros dois coronavírus que infectam humanos causaram 

surtos em pais da Ásia; a Síndrome Respiratória Aguda Grave (SARS-CoV-1) surgiu 

na China e causou mais de 8 mil infecções com mais de 900 mortes em 32 países no 

período de 2002–2004 (Magro et al., 2020), e a Síndrome Respiratória do Oriente 

Médio (MERS-CoV) surgiu na Arábia Saudita e causou epidemias em mais de 20 
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países desde 2012 (Algaissi et al., 2020). Assim como o SARS-CoV-1, o SARS-CoV-

2 utiliza a enzima conservadora da angiotensina 2 (ECA2) como receptor para entrada 

nas células do hospedeiro. Apesar de infectar principalmente as células pulmonares, 

o vírus pode infectar o trato gastrintestinal, que também possui receptores ECA2 na 

mucosa intestinal devido a abundante expressão da enzima na superfície em seu 

endotélio (Xiao et al., 2020; Huang et al., 2020). 

Apesar dos principais sintomas da COVID-19 serem caracterizados pela 

presença de febre, tosse seca, dispneia e perda do olfato, alguns estudos apontam 

que os pacientes podem apresentar sintomas relacionados ao trato gastrintestinal e 

relatam a presença do vírus em células epiteliais do trato gastrintestinal além da 

presença de seu RNA nas fezes que podem ser transportados de forma indireta para 

ambientes aquáticos e estações de tratamento de águas residuais (Kitajima et al., 

2020; Xiao et al., 2020). Em 30 de março de 2020, o SARS-CoV-2 detectado em águas 

residuais na Holanda (Medema et al., 2020). Nas semanas seguintes, estudos da 

Austrália, China, Itália e Espanha, relataram a presença de SARS-CoV-2 em águas 

residuais (Ahmed et al., 2020; La Rosa et al., 2020; Randazzo et al., 2020; Zhang, D. 

et al., 2020). 

 

1.6 Mutações virais 

 

Desde o início da pandemia, análises genômicas do SARS-CoV-2 realizadas em 

vários países revelaram que o vírus sofreu diversas mutações. As mutações são 

eventos naturais da replicação viral, sendo mais frequentes em vírus que possuem o 

RNA como seu material genético. Isto ocorre em virtude de falhas que são geradas 

pelo sistema de reparo de erros de síntese da fita de RNA, durante a replicação viral 

(Fiocruz, 2021). Vírus como o SARS-CoV-2 pode sofrer mutações ao longo do tempo, 

essas mutações podem causar ou não algum impacto nas propriedades do vírus. 

Entretanto, algumas mutações podem conferir novas propriedades químicas às 

proteínas virais, resultando em mudanças na forma como o vírus se comporta nas 

infecções, além de influenciar a capacidade do vírus se espalhar e a gravidade da 

doença associada ao vírus, o desempenho de vacinas, e pode afetar também no 

diagnóstico da doença (Faria et al., 2021; WHO, 2022). 
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As mutações podem ocorrer em qualquer região do genoma do SARS-CoV-2 

(Hirabara et al., 2022), no entanto, o surgimento de novas variantes foi atribuído 

principalmente as mutações na proteína S, que é proteína responsável pelo 

reconhecimento do alvo e pela entrada na célula do hospedeiro (Xia et al., 2021; Malik 

et al., 2021; Huang et al., 2020; Magazine et al., 2022). A proteína S compreende duas 

subunidades, S1 e S2 que desempenham papéis distintos durante processo de 

entrada na célula do hospedeiro: a subunidade S1 é responsável pelo reconhecimento 

e ligação do alvo, enquanto o S2 está envolvido na fusão da membrana. A subunidade 

S1 contém um domínio N-terminal (NTD) e um domínio C-terminal de ligação ao 

receptor (RBD). Os NTDs dos coronavírus estão relacionados a capacidade de facilitar 

a infecção através do reconhecimento de moléculas contendo açúcar, como 

glicoproteínas, embora o papel exato dessa ligação potencial seja debatido no 

contexto de SARS-CoV-2. O RBD reconhece e se ligar à ECA2 e é necessário para a 

fixação do vírus e entrada nas células hospedeiras (Ou et al., 2020; Abdel-Moneim et 

al., 2021). A subunidade S2 contém um subdomínio de peptídeo de fusão (PF), dois 

subdomínios de repetição heptada (HR1 e HR2), um subdomínio transmembranar e 

uma cauda C-terminal (Abdel-Moneim et al., 2021). As mutações na proteína S 

aumentam a afinidade do vírus pelo receptor celular do hospedeiro ou a quantidade 

de vírus eliminada durante o curso da infecção que podem estar associadas ao 

aumento da transmissão do vírus (Volzet al., 2021 Xia et al., 2021).  

As variantes que têm recebido maior atenção científica e clínica são as que 

afetam as regiões da proteína Spike, uma vez que é onde ocorre a ligação aos 

receptores ACE2 e pode modificar seu impacto clínico, bem como sua capacidade de 

infecção e a possibilidade de transmissão. O surgimento de variantes, especialmente 

as que abrigam mutações na região RBD, são de grande preocupação, principalmente 

quanto à eficácia das vacinas e com a reincidência infecções relatadas e são 

consideradas variantes de importância clínica, epidemiológica e sanitária (Lauring et 

al., 2021; Tillett et al., 2021). 

 

1.7 Variantes e linhagens virais 

 

As variantes virais são o resultado de mutações que ocorrem durante a 

replicação viral. O SARS-CoV-2 sofreu diversas mutações desde sua descoberta 
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original em 2019 e a alta taxa de mutação está correlacionada com um aumento na 

capacidade de evolução, virulência aprimorada e sobrevivência, o que proporciona 

características benéficas para vírus (Corey, L et al. 2021).  Os vírus tendem a sofrer 

mutações de acordo com a forma que se disseminam, podendo mudar suas 

características iniciais da cepa original. Quando a variante se dissemina rapidamente 

entre a população e em diferentes territórios, ela se torna uma linhagem, adquirindo 

novas características que podem torná-la mais infecciosa ou mais resistente às 

vacinas. Estas características podem aumentar a transmissão e dificultar o controle 

da doença (Butantan, 2022). 

Os sistemas de nomenclatura estabelecidos para nomear e rastrear variantes 

e linhagens genéticas SARS-CoV-2 é realizada pelo GISAID, OMS, NextStrain e 

Pango. O surgimento de variantes no final de 2020 representou um alerta para a saúde 

pública global e levou à caracterização de Variantes de Preocupação (VOCs – sigla 

em inglês para Variants of Concern) e Variantes de Interesse (VOIs –sigla em inglês 

para Variants of Interest), a fim de priorizar o monitoramento e a pesquisa mundial, 

possibilitando a informar a resposta em andamento à pandemia de COVID-19 (WHO, 

2022b). 

São consideradas VOCs (Tabela 1 e 2) as variantes que possuem o aumento 

da transmissibilidade ou mudança prejudicial na epidemiologia do COVID-19; 

aumento da virulência ou alteração na apresentação clínica da doença; diminuição da 

eficácia das medidas de saúde pública e sociais ou diagnósticos, vacinas, terapêuticas 

disponíveis (WHO, 2022b). 

 

Tabela 1. Variantes de preocupação circulantes  

Identificação 

da OMS  

Linhagem do 

Pango   
Identificação Nextstrain Registro mais antigo  

Ômicon B.1.1.529 21K, 21L, 21M, 22A, 22B, 22C, 22D Vários países nov-2021 

Ômicron BF.7 22B Jan-2022 

Ômicon BQ.1  22E Fev-2022  

Ômicon BA.2.75  22D  Dez-2021 

Ômicon XBB 22F Ago-2022 

Fonte: Adaptado de Tracking SARS-CoV-2 Variants. WHO, 2022, disponível Fonte: Adaptado de 

Tracking SARS-CoV-2 Variants WHO, 2022, disponível em:https://www.who.int/en/activities/tracking-

SARS-CoV-2-variants/ 
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Tabela 2. Variantes de preocupação circulantes anteriormente 

Identificação da 

OMS  
Linhagem do Pango   Identificação Nextstrain Registro mais antigo  

Alfa  B.1.1.7  20I (V1) Reino Unido, set-2020  

Beta  B.1.351  20H (V2) África do Sul, maio- 2020  

Gama  P.1  20J (V3)  Brasil, nov-2020 

Delta  B.1.617.2 21A, 21I, 21J Índia, out-2020 

Fonte: Adaptado de Tracking SARS-CoV-2 Variants. WHO, 2022, disponível 

em:https://www.who.int/en/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants/ 

 

As VOIs (Tabela 3) são variantes que possuem alterações genéticas previstas 

ou conhecidas por afetarem as características do vírus, como transmissibilidade, 

gravidade da doença, escape imunológico, escape diagnóstico ou terapêutico; é 

identificada através da comparação com a variante original, seu genoma possuir 

mutações que mudem o fenótipo do vírus e se tiver sido identificada como causadora 

de transmissão comunitária, de múltiplos casos ou de clusters (agrupamentos de 

casos) de COVID-19 ou tiver sido detectada em vários países, juntamente com o 

aumento do número de casos ao longo do tempo, ou outros impactos epidemiológicos 

aparentes que sugerem um risco emergente para a saúde pública global (WHO, 

2022). 

 

Tabela 3. Variantes de Interesse circulantes 

Identificação da 

OMS  
Linhagem do Pango   Identificação do Nexstrain Registro mais antigo  

Épsilon 
B.1.427 

21C EUA, março-2020 
B.1.429 

Zeta P.2 20 B Brasil, abril-2020 

Eta B.1.525 21D Vários países, dez-2020 

Iota B.1.526 21F EUA, nov-2020 

Lambda C.37 21G Peru, dez-2020 

Mu B.1.621 21H Colômbia, jan-2021 

Fonte: Adaptado de Tracking SARS-CoV-2 Variants. WHO, 2022. Disponível em: 

https://www.who.int/en/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants/ 
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1.8 Disseminação de variantes no Brasil 

 

O aumento de casos de COVID-19 no final de 2020 fez do Brasil o novo 

epicentro da pandemia de SARS-CoV-2. Segundo a Rede Genômica Fiocruz, foram 

registradas mudanças nas linhagens dominantes no Brasil. Inicialmente, a variante 

B.1 tornou-se a variante mais frequente detectada nos estudos de prevalência durante 

a primeira onda em 2020, especialmente aquelas que continham a mutação D614G 

na proteína Spike, principalmente as linhagens B.1.1.28 e B.1.1.33, que se 

mantiveram em circulação até novembro de 2020 (Candido et al., 2020). Após esse 

período, destaca-se a circulação de duas variantes de origem nacional, Gama (P.1) e 

Zeta (P.2), originadas da linhagem B.1.1.28, identificadas pela primeira vez em 

Manaus e no Rio de Janeiro, respectivamente, têm sido associados a alta as taxas de 

transmissão no país (Rede Genômica, 2022). Ambas as linhagens evoluíram dentro 

da linhagem B.1.1.28 carregando a mutação E484K no domínio de ligação ao RBD da 

proteína Spike. A variante P.1 também abriga as mutações N501Y e K417T na região 

RBD e ambas as mutações foram encontradas nas variantes preocupantes do Reino 

Unido (B.1.1.17) e África do Sul (B.1.351) (WHO, 2022; Magazine et al., 2022). 

A variante de preocupação Gama também conhecida como P.1 ou 

GR/501Y.V3, foi identificada no final de 2020 no Brasil e se manteve 

predominantemente em circulação até julho de 2021. A variante Delta (B.1.617.2) foi 

registrada inicialmente em junho de 2021 e se manteve predominante até o final de 

2021 (Rede Genômica, 2022; Faria et al., 2021). Em dezembro de 2021, a variante 

Ômicron (B.1) foi registrada pela primeira vez no país e a primeira morte causada pela 

variante foi relata no dia 7 de janeiro de 2022 onde houve o aumento significativo no 

número e casos (Rede Genômica, 2022) (Figura 3). 
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Figura 3. Linhagens circulantes no Brasil de Nov-2020 a Jun-2022. 

 

Fonte: Rede Genômica Fiocruz, 2022. Disponível: http://www.genomahcov.fiocruz.br/dashboard/ 

 

1.9 Vigilância Genômica 

 

A Vigilância Genômica serve como uma ferramenta para detectar possíveis 

surtos epidemiológicos utilizando a determinação da variação genética, melhoramento 

de vacinas, investigação de gene resistência a antimicrobianos e a detecção de novos 

agentes patogênicos (Chan et al., 2013). Nos últimos anos foram desenvolvidos 

diversos estudos voltados a análises genômicas e desenvolvimentos de ferramentas 

capazes de processar os dados obtidos. No contexto da epidemiologia, a vigilância 

genômica foi proposta como ferramenta que integra dados genômicos com dados 
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clínicos e ambientais, capaz de modelar padrões de evolução e dispersão geográfica 

de agentes etiológicos de interesse (Nunes, 2022). 

Com o início da pandemia e o surgimento de variantes do SARS-CoV-2, a 

comunidade científica passou a realizar o rastreamento e monitoramento de 

alterações genômicas presentes no vírus através da Vigilância Genômica (Cyranoski 

D, 2021). A vigilância é importante para intensificação das ações de monitoramento 

de casos e contatos visando conter a transmissão, bem como apoiar no conhecimento 

da dinâmica da COVID-19 (Ministério da Saúde, 2021). A implementação da vigilância 

foi impulsionada principalmente pela urgência em obter informações sobre o avanço 

da doença, além de compreender o surgimento de novas variantes virais através de 

estudos genômicos (Hu T. et al., 2021). 

Em março de 2020 foi criada a Rede Genômica Fiocruz, onde reúne 

especialistas de todas as unidades da Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz) no Brasil e 

de institutos parceiros. A Rede inclui o Laboratório de Referência Nacional em vírus 

respiratórios junto ao Ministério da Saúde e de referência para a Organização Mundial 

da Saúde em COVID-19 nas Américas, está atuando ativamente na vigilância 

genômica do SARS-CoV-2 no Brasil (Fiocruz, 2020). 

A implementação da vigilância genômica de SARS-CoV-2 no Brasil é 

extremamente necessária para entender a dinâmica de transmissão da COVID-19 no 

país. O município do Rio de Janeiro possui aproximadamente 6 milhões de habitantes 

(IBGE, 2022). O primeiro caso da COVID-19 neste município foi registrado no dia 5 

de março de 2020 e até o presente momento foram registrados mais de 2 milhões de 

casos e mais de 74 mil mortes causadas pela doença (Brasil, 2022). Os dados gerados 

pela vigilância genômica no município do Rio de Janeiro vem avaliando a propagação 

de novas variantes circulantes e gerando dados valiosos no que se refere o 

acompanhamento da dinâmica de transmissão e disseminação dessas variantes no 

Rio de Janeiro. 

 

 

1.10 Epidemiologia baseada em águas residuais (Wastewater Based 

Epidemiology — WBE) 

 

O conceito denominado Epidemiologia Baseada em Águas Residuais (Wastewater 

Based Epidemiology- WBE), foi proposto pela primeira vez em 2001 (Daughton et al., 
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2001) e foi implementado inicialmente em 2008 para estimar o abuso de drogas na 

comunidade, analisando a presença e concentração dessas substâncias em águas 

residuais (Zuccato et al., 2008). A WBE é uma metodologia bem estabelecida utilizada 

para monitorar vírus como os da hepatite A e E, poliovírus, astrovírus e norovírus 

(Farkas et al., 2020), e tem sido aplicado com sucesso na vigilância mundial de SARS-

CoV-2 realizando o monitoramento de seu material genético presente em amostras 

de águas residuais (Ahmed et al., 2020; Sherchan et al., 2020). 

A epidemiologia convencional depende muito de sintomas, amostras de 

excreção e do diagnóstico, o que é substancialmente difícil para a detecção de uma 

doença altamente infecciosa de um grande número indivíduos em tempo hábil, além 

da capacidade limitada de testes de diagnóstico em alguns locais e infecções 

assintomáticas que podem prejudicar o rastreamento da disseminação da COVID-19 

(Lu et al., 2020). A forma mais comumente utilizada para detecção de SARS-CoV-2 é 

através da reação em cadeia da polimerase com transcriptase reversa em tempo real 

(RT-qPCR). Este ensaio tem a capacidade de detectar e quantificar o RNA do vírus 

em diferentes tipos de amostras (clínica e ambiental) (Ahmed et al., 2022). Entretanto, 

esta abordagem não fornece dados sobre a infecciosidade do vírus, levando em 

consideração que presença de fragmentos de RNA viral em águas residuais não 

implica necessariamente que o vírus está viável e estruturalmente intacto (Foladori, et 

al., 2022). 

Além do monitoramento geral do número de indivíduos infectados pelo SARS-CoV-

2 é necessário realizar o monitoramento genômico de variantes que circulam numa 

determinada comunidade para entender a dinâmica de sua transmissão e tomar as 

medidas de saúde pública apropriadas, especialmente quando as variantes começam 

a se espalhar de forma acelerada (Lu et al., 2020; Wurtz et al., 2021). A vigilância de 

variantes é conduzida principalmente usando sequenciamento do genoma de 

amostras da nasofaringe de pacientes infectados. Embora eficiente, possui uma 

problemática, uma vez que apenas genomas de pacientes sintomáticos que foram ao 

hospital ou a um laboratório para realizar um teste de triagem são analisados (Wurtz 

et al., 2021). 

De acordo com Casanova et al. (2009); Hung (2004) e Leung et al. (2003), a 

secreção fecal de pacientes infectados pela SARS-CoV-1 levou à persistência do vírus 

no esgoto. Para esta consideração, uma atenção crescente foi relatada a fim de 
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destacar a presença e persistência do vírus em ambiente aquático. Pesquisas 

indicaram que a presença de SARS-CoV-2 em águas residuais foi confirmada por 

vários estudos em várias regiões (Tai et al., 2020; Green et al., 2020; Sharif et al., 

2020). A sobrevivência do SARS-CoV-2 e sua transferência dos sistemas de águas 

residuais, especialmente unidades de doenças infecciosas, como hospitais, requerem 

investigação mais aprofundada. Alguns estudos relataram que a sobrevivência do 

SARS-CoV-2 pode ser influenciada por diferentes parâmetros como temperatura, pH, 

tempo de retenção, matéria orgânica, exposição à luz e organismos aeróbios, bem 

como pelas vias utilizadas para quantificação de vírus de RNA (Wang et al., 2005a; 

Rollemberg et al., 2020). 

Devido à presença de SARS-CoV-1 nas fezes e águas residuais no passado 

(Cheng et al., 2004; Hung et al., 2004; Wang, et al., 2005b) e após o primeiro relato 

de caso da presença de SARS-CoV-2 nas fezes (Holshue et al., 2020), a comunidade 

científica começou a investigar a possibilidade de disseminação desse vírus no meio 

ambiente. A detecção do RNA de SARS-CoV-2 em águas residuais na Holanda, 

indicou que a vigilância de águas residuais é uma ferramenta sensível para avaliar a 

circulação do vírus nesses ambientes (Medema, et al., 2020). Apesar do material 

genético deste vírus ser encontrado em fezes, a via fecal-oral ainda não foi confirmada 

como uma possível rota de transmissão do vírus (Chernicharo et al., 2021; Ding, et 

al., 2020; Wu Y. et al, 2020; Zhang et al., 2020). Em resposta, a vigilância sanitária e 

a vigilância epidemiológica passaram a utilizar a detecção de SARS-CoV-2 em 

sistema de tratamento de águas residuais para estudar a dinâmica de disseminação 

deste vírus (Anand et al., 2021; Peccia et al., 2020). O aumento da circulação do vírus 

na população aumenta a carga viral nos sistemas de esgoto sanitários. É importante 

coletar informações sobre a ocorrência e o destino desse vírus nas águas residuais 

para entender se não há risco para os trabalhadores das estações de tratamento de 

esgoto, mas também para determinar se a vigilância desses efluentes poderia ser 

usada para monitorar a circulação do SARS-CoV-2 nas comunidades. Estes dados 

podem complementar a vigilância clínica atual, que se limita aos pacientes com 

COVID-19. A vigilância em águas residuais também pode servir como alerta precoce 

de reemergência de COVID-19 nas cidades, assim como a vigilância para poliovírus 

que tem sido usada para esse fim (Ahmed et al., 2020; Hellmér et al.,2014; Hovi T et 

al., 2012).   
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Os dados de vigilância clínica e ambiental podem ser combinados para criar 

modelos robustos a fim de estudar a dinâmica de infecção por COVID-19 e fornecer 

um alerta precoce para aumento das internações hospitalares. Portanto, a WBE pode 

se tornar uma ferramenta extremamente importante no gerenciamento da saúde 

pública durante e após a pandemia de COVID-19, capaz de obter informações 

epidemiológicas e sinalizando sobre possíveis fatores de risco para o meio ambiente 

e saúde pública (Cervantes-Avil et al., 2021). 
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2 Justificativa 

 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) saneamento é o 

controle de todos os fatores do meio físico dos seres humanos que exercem ou podem 

exercer efeitos nocivos sobre o bem-estar físico, mental e social, ou seja, é um 

conjunto de ações sobre o ambiente que visam à salubridade ambiental na prevenção 

e controle de doenças, promoção de saúde e qualidade de vida (Who, 2018). A Lei 

Federal nº 11.445 de 2007, chamada de Lei Nacional do Saneamento Básico, 

estabelece as normas nacionais para a organização dos serviços de saneamento no 

país. A lei estabelece as diretrizes nacionais para o saneamento básico, tendo como 

alguns dos seus objetivos a qualidade infraestrutura e instalações operacionais de 

abastecimento de água, esgotamento sanitário, limpeza urbana, drenagem urbana, 

manejos de resíduos sólidos e de águas pluviais (Brasil, 2020). 

O Projeto de Lei n° 4.162/2019 da Câmara dos Deputados gerou a Lei nº 

14.026/2020, que determina as novas regras do novo marco regulatório de 

saneamento básico.  O novo marco legal altera duas leis principais e outras leis 

correlatas, sendo as duas leis principais voltadas para a alteração do marco legal de 

saneamento de 2007, a Lei nº 11.445/2007, e a Lei nº 9.984/2000, que agora é 

atribuída a Agência Nacional de Águas e Saneamento Básico (ANA) (Brasil, 2020). 

Nos últimos dados sobre o saneamento no Brasil, constatou-se que cerca de 35 

milhões de brasileiros não têm acesso ao serviço de abastecimento de água potável 

e quase 100 milhões de pessoas não possuem rede de esgotamento sanitário 

(Ministério da Saúde, 2021). 

 As condições de moradia, especialmente no que se refere a segregação 

socioespacial das moradias em periferia e nos bairros populares, implicam como um 

dos principais fatores para aumento de casos da Covid-19 no país, uma vez que a 

disseminação do vírus pode estar interligada à habitação precária, com uma elevada 

densidade populacional e às péssimas condições de infraestrutura urbana e sanitária 

(Macedo et al., 2020). O tratamento adequado de águas residuais é um passo 

importante para evitar a contaminação da água potável, especialmente em 

comunidades de baixa renda, onde não há acesso e disponibilidade de saneamento 

básico e o esgoto muitas vezes é despejado de forma irregular nos corpos hídricos. 
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Já foi comprovado que o coronavírus pode ser detectado em amostras de fezes e em 

estações de tratamento de águas residuais, contudo, a transmissibilidade do vírus de 

forma fecal-oral ainda não foi testada, levantando ainda mais a importância de ter o 

monitoramento nesses ambientes (Who, 2020; Nogueira et al., 2022). 

Além do monitoramento de águas residuais, nenhuma medida específica foi 

identificada em termos de ampliação de acesso a serviços de esgotamento e 

instalações sanitárias durante o período de distanciamento social no Brasil. A falta de 

medidas ativas voltadas ao esgotamento sanitário e instalações, especialmente para 

aqueles que usam banheiros públicos e compartilhados, podem aumentar o risco de 

transmissão de doenças (UNICEF, 2020). 

O SARS-CoV-2 pode apresentar manifestações graves, como fadiga, febre, tosse 

seca, mialgia e dispnéia, com sintomas menos comuns como a congestão nasal, dor 

de cabeça, coriza, dor de garganta, vômito e diarréia (Li et al., 2020). A detecção do 

RNA viral nas fezes de indivíduos sintomáticos e assintomáticos implica que o SARS-

CoV-2 pode ser excretado pelas fezes e outras secreções corporais, e 

consequentemente transportada de forma indireta para ambientes aquáticos e 

estações de tratamento de esgoto (Kitajima et al., 2020; Xiao et al., 2020). Por este 

motivo, muitos cientistas se concentraram em encontrar uma detecção rápida e 

precisa do SARS-CoV-2 no meio ambiente, notadamente em águas residuais 

hospitalares, a fim de controlar seu desenvolvimento e determinar suas diferentes 

formas de transmissão. A detecção de SARS-CoV-2 em águas residuais pode ser um 

indicador eficiente, rápido e representativo para monitorar o surgimento e 

disseminação de novas variantes dentro de uma comunidade (Wurtz et al., 2021). 

Um estudo recente sugere que pelo menos um terço das infecções por SARS-

CoV-2 são assintomáticas, o que dificulta ainda mais a questão do monitoramento de 

variantes (Oran et at., 2021). A detecção de SARS-CoV-2 em águas residuais pode 

servir como ferramenta para monitorar a prevalência e a epidemiologia em 

determinada comunidade, auxiliando a compreensão da disseminação do vírus entre 

a população. Sendo assim, a vigilância sanitária e a vigilância epidemiológica baseada 

em águas residuais servem como uma abordagem complementar no rastreamento da 

circulação do vírus, proporcionando oportunidades de estimar sua prevalência, 

diversidade genética e distribuição geográfica, fazendo a comparação entre os 

genomas circulantes (Kitajima et al., 2020). 
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3 Objetivos 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a diversidade genética de SARS-CoV-2 em duas estações de tratamento de 

águas residuais no município do Rio de Janeiro por meio da vigilância genômica 

ambiental  

 

 

3.2 Objetivos Específicos  

 

• Determinar a melhor metodologia de concentração e extração de SARS-CoV-2; 

 

• Pesquisar a presença do RNA de SARS-CoV-2 em afluentes e efluentes de 

ETARs;  

• Determinar as variantes de SARS-CoV-2 por meio do sequenciamento genômico; 

 

• Avaliar a variabilidade genética, bem como, possíveis mutações e ou deleções ao 

longo do genoma viral. 
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4 Metodologia 

 

4.1 Locais de Estudo 

 

As coletas foram realizadas em duas Estações de Tratamento de Água 

Residual (ETAR) através de parceria pré-estabelecida (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Estações de Tratamento de Águas Residuais 

ETAR Localização Tipo de Água Residual Ponto de coleta Período 

ETAR1 
Rio de Janeiro 

Hospitalar 
Entrada e Saída Jan à Dez/ 2021 

ETAR2 Mista 

 

A ETAR1 está localizada em um centro hospitalar na cidade o Rio de 

Janeiro. A estação possui um fluxo médio diário de efluentes brutos composto 

por água residual hospitalar. Possui um sistema de tratamento terciário, com 

tratamento biológico pelo processo Moving Bed Biofilm Reactors (MBBR) 

seguido por desinfecção com hipoclorito de sódio. Possui as seguintes unidades: 

gradeamento, tanque retentor de sólidos, reator MBBR, decantador secundário 

e desinfecção. 

A ETAR2 está localizada em uma instituição de pesquisa na cidade do Rio 

de Janeiro. A estação possui um fluxo médio diário de efluentes brutos composto 

por uma mistura de águas residuais de laboratório e domésticas. A estação conta 

com o sistema de tratamento biológico a nível secundário com o processo de 

lodos ativados, variante aeração prolongada e possui as seguintes unidades: 

gradeamento, elevatória de esgoto bruto, desarenador, tanque de aeração, 

decantador secundário, elevatória de recirculação de lodo, tanque digestor e 

leitos de secagem. 

 

4.2 Amostragem 

 

Foram realizadas coletas semanais em duas ETARs, entre os meses de 

janeiro a dezembro/2021, onde foram coletados 500mL de cada ponto das 

estações (afluente e efluente), por meio de amostragem composta por alíquotas 
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de 50mL a cada 1 hora. As amostras foram transportadas sob refrigeração para 

o Setor de Archaea do Laboratório de Microrganismos de Referência do 

Departamento de Microbiologia no Instituto Nacional de Controle de Qualidade 

em Saúde (INCQS) onde foram processadas em menos de 24 horas. 

 

4.3 Concentração das amostras de águas residuais 

 

Foram utilizadas duas metodologias de concentração viral: Metodologia 

A (membrana eletronegativa), onde as amostras foram filtradas e concentradas 

em membranas eletronegativas de porosidade 0,45μm e armazenadas em tubos 

de 1,5mL com adição 1mL de tampão salina-fosfato (PBS 0,1M, pH 7,2) (Ahmed, 

2020b). Metodologia B (polietilenoglicol 8000), amostras foram filtradas em 

membrana de 0,22μm (Wu, 2020). Foi utilizada uma alíquota de 40mL do filtrado, 

onde foi adicionado 4g de PEG 8000 (8% w/v, Sigma) e 0,9g de Cloreto de Sódio 

(NaCl). As amostras foram homogeneizadas para dissolução dos solutos e então 

submetidas à centrifugação à 15.000G por 2 horas à 4°C. Após a centrifugação, 

o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em 1mL de 

solução tampão salina-fosfato (PBS 0,1M, pH 7,2) (LU, 2020; WU, 2020). 

 

 

4.4 Extração de RNA viral 

 

4.4.1 Extração com Trizol 

 

O RNA foi extraído utilizando Trizol seguindo será utilizado o protocolo 

descrito previamente por Huanca (2018), com modificações. Foi utilizado 200μL 

do produto da concentração com PEG 8000 e uma membrana eletronegativa. 

Em um tudo de 15mL foi adicionado 1,5mL de Trizol e homogeneizado 

vigorosamente por pelo menos 45 segundos. O conteúdo ressuspenso foi 

dividido em duas porções iguais e transferidos para microtubos. Foi adicionado 

300μL de clorofórmio e o conteúdo foi homogeneizado e centrifugado em 

12.000G por 15 min em 4°C. Após a centrifugação a fase aquosa foi retirada dos 

tubos e foram reunidas em um único tubo. Foi adicionado 600μL de isopropanol 

na fase aquosa e o tubo foi homogeneizado. As amostras foram incubadas em 
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temperatura ambiente por 15 minutos e centrifugadas à 12.000G por 10 minutos 

em 4°C. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1mL de etanol 75% para 

lavar o pellet. Essa lavagem foi realizada mais uma vez após a centrifugação à 

12.000G por 3 minutos em 4°C. O sobrenadante foi descartado e passou por 

secagem entre 5-10 minutos com tubo inclinado para retirar o excesso de etanol. 

Após essa etapa o pellet foi ressuspenso em 30μL água nuclease-free e deixar 

descansar em temperatura ambiente por 5 minutos antes de realizar etapas 

seguintes. 

 

4.4.2 Extração com RNeasy Power Water Kit (Qiagen). 

 

A membrana 0,45μm e 200μL do concentrado PEG foram utilizados para 

extração de RNA utilizando RNeasy Power Water Kit (Qiagen) de acordo com o 

fabricante (Ahmed et al., 2020; Lu, 2020; Wu, 2020). 

 

4.4.3 Extração com Kit Bio Gene Extração de DNA/RNA Viral (Bioclin) 

 

Foi utilizado 200μL do concentrado de PEG para realização da extração 

de RNA utilizando o kit Bio Gene Extração de DNA/RNA Viral (Bioclin). A 

extração foi realizada em um fluxo de 5 passos: 1. lise celular; 2. precipitação; 3. 

ligação; 4. lavagem e 5. Eluição; conforme o protocolo descrito pelo fabricante. 

 

4.4.4 Avaliação da concentração e qualidade do RNA extraído 

 

 A concentração e a pureza do RNA extraído foram avaliadas no 

equipamento NanoDrop (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE). Foram 

consideradas adequadas as concentrações de RNA acima de 30ng/µL com grau 

de pureza acima de 1,8 (Peccia et al., 2020). 

 

4.5 Detecção de SARS-CoV-2 por RT-qPCR 

 

Para a detecção de SARS-CoV-2 através da RT-qPCR foi utilizado o kit 

molecular SARS-CoV-2 (Biomanguinhos) para detecção do gene E utilizando os 
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iniciadores E_Sarbeco_F (5’ - ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT - 3’) e 

E_Sarbeco_R (5’- ATATTGCAGCAGTACGCACACA - 3’) e a sonda 

E_Sarbeco_P1 (5’ - FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BBQ - 3’) 

(Corman et al., 2020). Amostras negativas para o gene E foram submetidas a 

RT-qPCR para amplificação do gene N1 utilizando iniciadores 2019-nCoV_N1 

(5’ GACCCCAAAATCAGCGAAAT 3’) e 2019-nCoV_N1-R (5’ 

TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG 3’), e sonda 2019-nCov_N1-P (FAM-

ACCCCGCAT/ZEN/TACGTTTGGTGGACC-3IABkFQ) (CDC, 2020). 

 

4.6 Sequenciamento do genoma viral e análise bioinformática 

 

O genoma foi sequenciado na plataforma MiSeq no Instituto Nacional de 

Controle de Qualidade em Saúde (INCQS) utilizando três protocolos: protocolo 

de sequenciamento genoma de SARS-CoV-2 estabelecido pelo Laboratório de 

Vírus Respiratórios e Sarampo do Instituto Oswaldo Cruz (Resende et al., 2020); 

Protocolo de sequenciamento QIAseq SARS-CoV-2; e CovidSeq (Illumina) 

(Bhoyar et al., 2021).  Os kits comerciais foram utilizados conforme descrito pelos 

fabricantes. As bibliotecas foram sequenciadas em cartucho do tipo V2-300 

ciclos de acordo com os protocolos dos kits.  

Após o sequenciamento, as sequências obtidas foram analisadas e anotadas 

utilizando o software Viralflow e Genome Detective 1.126. (Dezordi et al., 2022; 

Cleemput et al., 2020). Para a classificação da linhagem, o arquivo FASTA foi 

submetido a análise no NextClade (https://clades.nextstrain.org) e Pangolin 

(Phylogenetic Atribuição de Linhagens de Surtos Globais Nomeados) 

(https://github.com/cov-lineages/pangolin) (Rambaut et al., 2020; Cleemput et 

al., 2020). Para comparação de mutações encontradas nas amostras 

sequenciadas com as mutações características das variantes depositadas nos 

bancos de dados, foi utilizado o site (https://outbreak.info/) utilizado e 

recomendado pela OMS (WHO, 2022).  
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5 Resultados  

 

5.1 Otimização da metodologia de concentração das amostras de águas 

residuais e extração de RNA viral 

 

Durante o período de janeiro a dezembro/2021 foram realizadas coletas 

semanais, totalizando 152 amostras, 76 da ETAR1 (38 no afluente e 38 no 

efluente) e 76 (38 no afluente e 38 no efluente) da ETAR2. A metodologia A, foi 

utilizada de janeiro a junho/2021 e apresentou baixas concentrações e ou 

qualidade de RNA em todas as amostras analisadas, sendo assim, foi 

considerada insatisfatória para detecção do RNA viral. A metodologia B foi 

utilizada tanto nas amostras de janeiro a junho/2021, como nas amostras 

coletadas até dezembro/2021, apresentando resultados satisfatórios na 

concentração de RNA nas amostras. O kit Bio Gene Extração de DNA/RNA Viral 

(Bioclin) foi considerado o melhor kit de extração de RNA e apresentou o melhor 

desempenho. 

 

5.2 Detecção do RNA viral 

 

Na ETAR1, 47,4% (36/76) das amostras apresentaram o gene E (22 no 

afluente e 14 no efluente). As amostras negativas para o gene E (n=40), foram 

avaliadas quanto à presença do gene N1, onde 11,6% (13/40) das amostras da 

ETAR1 apresentaram o gene N1 (5 no afluente e 8 no efluente) (Figura 4).  

Já na ETAR2 apenas 5,3% (4/76) das amostras apresentaram o gene E de 

SARS-CoV-2. Por outro lado, nenhuma amostra apresentou o gene N1.  
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Figura 4. Porcentagem de amostras positivas e negativas na ETAR1. 

 

Após a avaliação da presença de SARS-CoV-2, as amostras semanais da 

ETAR1 foram agrupadas de acordo com o mês de coleta. O SARS-CoV-2 foi 

detectado na entrada e na saída da ETAR1 durante todo o período do estudo 

(Figura 5). 

 

Figura 5. Detecção de SARS-CoV-2 -2 ao longo do ano de 2021 na ETAR1. 

 

 

5.3 Sequenciamento de genoma viral 

 

As 18 amostras mensais que apresentaram o gene E ou N1 foram 

sequenciadas e analisadas nos bancos de dados propostos. Não foi possível 
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recuperar nenhum genoma completo, entretanto foi possível identificar possíveis 

variantes presentes nas amostras por meio de análise de mutações em 

fragmentos de genomas de SARS-CoV-2 (Tabela 5).  

 

Tabela 5. Resultado da análise de sequenciamento 
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Mês da 
coleta  

Ponto 
de 

coleta 

Variante sugerida pelos 
bancos de dados 

Gene/Mutação 

Janeiro afluente 

B ORF1a:M3269S, ORF1a:A3270T, ORF1a:F3271L, ORF1a:S3273D, ORF1a:V3388L 

XK ORF1b:A854R, ORF1b:Y954A 

B.1.1.176 ORF1a:G3002F, ORF1a:R3003T 

B.1.1.228 
N:G137S, N:A138I, N:N140K, N:A156P, N:I157L, N:V158A, N:L159Q, N:L161R, N:Q163F, 
N:T165E, ORF9b:S50R, ORF9b:P51A, ORF9b:L52Q, ORF9b:S53G, ORF9b:L54P, ORF9b:N55Q, 
ORF9b:D66H 

Fevereiro afluente B N:A220K, N:L221 

Março afluente 

P.1 (gama) ORF1a:G3846P, ORF1a:G3848V 

B.1.402 
ORF1a:L1457V, ORF1a:N1458L, ORF1a:L1459E, ORF1a:S1666G, ORF1a:I1667T, 
ORF1a:K1668G 

B.1.630 N:R185L, N:S187E, N:R191I 

B.1.618 N:A119S, ORF9b:Y42N 

XBJ (BA.2.3.20 e BA.5.2) ORF1a:A1708S, ORF1a:N1709P, ORF1a:F1710A, ORF1a:C1711L 

AY.34.1.1 (Delta) ORF1a: T609V, ORF1a: Q611P, ORF1a: W612S, ORF1a: L613K, ORF1a: T614K 

AY.22 (Delta) ORF3a:G224C, ORF3a:S253P 

B 
E:V24L, E:V47T, E:V49P, E:S50R, E:V52S, E:P54S, E:S55T, E:S67R, E:S68Q, E:R69G, E:V70Q, 
E:P71T, E:D72I, E:L74M, E:*76T 

XA (B.1.1.7 e B.1.177) ORF1b:D249N, ORF1b:P314L, ORF1b:L379S, ORF1b:L380N 

Março efluente B.1.561 S:V16G 

Maio afluente 

B.1.22 ORF1a:A3610C, ORF1a:F3611V, ORF1a:L3612R, ORF1a:P3613G 

BF.24 (Ômicron) 
ORF1a:D629L, ORF1a:W630G, ORF1a:E632L, ORF1a:K636A, ORF1a:E637*, ORF1a:G638V, 
ORF1a:V639G, ORF1a:E640Q 
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XD (Delta + BA.1) 
ORF1b:M592K, ORF1b:L593S, ORF1b:K594E, ORF1b:T595S, ORF1b:Y597*, ORF1b:D599S , 
ORF1b:E601V 

B.1.621 (M u) S:E484K, S:N501Y 

B.1.409 ORF1a:S2433T, ORF1a:V2453G, ORF1a:N2454S, ORF1a:E2585D 

Junho afluente 

B.1.619 ORF1a:K1529N, ORF1a:R1530F, ORF1a:G1531N 

B.1.469 ORF1b:K2557R 

P.1 ORF3a:S253P 

B.1.409 
ORF1a:N2439G, ORF1a:G2440S, ORF1a:G2441C, ORF1a:K2442D, ORF1a:G2443T, 
ORF1a:C2452A, ORF1a:V2453G, ORF1a:N2454S 

Junho efluente B ORF1a:D4218G 

Agosto afluente 

XBA (BA.2 + AY.45) 
ORF7a:A106L, ORF7a:I107G, ORF7a:V108N, ORF7a:F109A, ORF7a:I110P, ORF7a:T111S, 
ORF7a:C113A, ORF7a:F114P, ORF7a:T115R, ORF7b:L6R, ORF7b:T40I 

AY.99 (Delta) ORF1b:G662S 

B.1.1.413 ORF1b:Q1837* 

AY.32 (Delta) ORF1a:V2930L 

AY.99.2 (Delta) ORF1a:F1642*, ORF1a:L1643M, ORF1a:N1662S, ORF1a:G1663P, ORF1a:L1664V 

Setembro afluente XD (Delta + BA.1) N:D63G, ORF9b:T60A 

Dezembro afluente 

XD (Delta + BA.1) N:D63G, ORF9b:T60A, ORF8:S69L 

B S:A1025D, S:A1026I, S:T1027S, S:K1028H, S:S1030Q, S:I1169V, S:S1170T, S:G1171* 

B.1.617.2 ORF1a:Y4227R, ORF1a:Y4229C, ORF1a:I4231*, ORF1a:K4232V, ORF1a:G4233*, ORF1a:L4234N 

XAA (BA.1+BA.2) ORF1a:K856R, ORF1a:A903V 

BF.24 (Ômicron) 
ORF1a:D629L, ORF1a:W630G, ORF1a:E632L, ORF1a:K636A, ORF1a:E637*, ORF1a:G638V, 
ORF1a:V639G, ORF1a:E640Q, ORF1a:V774S, ORF1a:E775T, ORF1a:P777S 
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XAW (BA.2 + AY.122) ORF1a:A1306S 

A.28 ORF3a:S171L, ORF3a:T170K 

A.2.5 
ORF1b:I623F, ORF1b:A625R, ORF1b:L627F, ORF1b:T634P, ORF1b:C636F, ORF1b:S638F, 
ORF1b:L639R, ORF1b:S640H, ORF1b:H641K, ORF1b:R642N 

XBA (BA.2 + AY.45) M:I82T 

BA.5.2.41 (Ômicron) ORF1a:S2661H, ORF1a:D2662L 

B.1.398 ORF1a:Y3822*, ORF1a:M3823*, ORF1a:N3824F, ORF1a:V3870A 

AY.33.1 (Delta) ORF1b:H1807R, ORF1b:F1764L 

 
Genes/Mutações marcadas em vermelho representam mutações características de variantes depositadas em bancos de dados 
(https://outbreak.info/); Variantes de Preocupação (marcadas em amarelo); Variante de Interesse (marca em azul).
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6 Discussão 

 

Durante a pandemia de COVID-19, a epidemiologia baseada em águas 

residuais (WBE) tornou-se uma ferramenta eficaz no monitoramento de SARS-CoV-

2, levando em consideração que o RNA do SARSCoV-2 pode ser detectado em fezes 

de indivíduos sintomáticos e assintomáticos. Desta forma, o vírus pode atingir as 

redes de esgotamento sanitário e pode ser posteriormente detectado em estações de 

águas residuais (Sherchan et al., 2020; Kitajima et al., 2020). WBE pode promover 

dados de forma rápida e econômica com sensibilidade para detectar o RNA do SARS-

CoV-2, além de fornecer informações precoces e atuar como um sistema de alerta 

sobre a circulação da COVID-19 em uma comunidade, permitindo que as autoridades 

locais possam monitorar a disseminação da doença e tomar medidas de saúde pública 

eficazes para gerenciar possíveis surtos (Ahmed et al., 2022; Dzinamarira et al., 

2022). Para isso, é necessário o desenvolvimento e aplicação de métodos eficazes 

na concentração e detecção de SARS-CoV-2 de águas residuais, que é identificado 

como uma necessidade chave na pesquisa da WBE (Ahmed et al., 2020).  

Muitas técnicas utilizadas para monitoramento de vírus em ambientes 

aquáticos foram desenvolvidas para a concentração de vírus entéricos não 

envelopados, cuja fisiologia e estruturas virais se diferem significativamente dos vírus 

respiratórios envelopados, como o SARS-CoV-2 (Philo et al., 2021). Anteriormente, 

Cashdollar e Wymer (2013) avaliaram que métodos de absorção e eluição, incluindo 

a filtração em membrana eletronegativa foram eficazes na concentração de vírus não 

envelopados, no entanto, não foram eficientes na recuperação de vírus envelopados. 

No presente estudo, a concentração com PEG8000 apresentou resultados superiores 

em relação à filtração em membrana eletronegativa na concentração e detecção de 

SARS-CoV-2, em conformidade com outros estudos, onde essa concentração 

também foi eficaz na recuperação de vírus envelopados em amostras de águas 

residuais (Ahamed et al., 2020; Kumar et al., 2020; Torii et al., 2021). Além disso, Hata 

e colaboradores (2021) também revelaram alta eficiência na recuperação de 

partículas virais sinalizando a ausência de perda substancial de SARS-CoV-2 durante 

a precipitação de PEG8000. 



 

   

 

49 

O desenvolvimento e aplicação de métodos de concentração de vírus 

contribuíram significativamente para a detecção viral a partir de cultura de células e 

ou ensaios moleculares (Torii et al., 2021). O avanço de abordagens moleculares, 

como a transcriptase reversa seguida pela reação em cadeia da polimerase (RT- 

qPCR) permitiu obter informações sobre a presença de vírus em diferentes ambientes, 

incluindo águas residuais (Haramoto et al., 2018). É importante ressaltar que muitos 

ensaios foram desenvolvidos para amostras clínicas e desta forma, podem apresentar 

resultados falso negativos quando realizados em efluentes, pois estes ambientes 

podem conter inibidores além serem enriquecidos com muitos outros vírus (Ahamed 

et al., 2022). Apesar de não haver um consenso sobre os melhores alvos para a RT- 

qPCR, a detecção de SARS-CoV-2 vem sendo realizada a partir dos genes N, E, ORF, 

M e S, de acordo com iniciadores e especificações propostos pelo CDC da China e 

dos EUA e do Charité Institute of Virology, Universitätsmedizin Berlin (Vogels et al., 

2020; Corman et al., 2020, CDC 2020).  

No presente estudo, a presença de SARS-CoV-2 foi detectada pela busca dos 

genes E e N1. Embora o gene E tenha sido detectado em número maior de amostras, 

não é possível afirmar que o gene N1 foi menos eficiente, uma vez que foi testado 

apenas nas amostras negativas para o gene E (Figura 4). O ensaio sugerido pelo 

CDC/ EUA utilizando a detecção do gene N1 superou o ensaio proposto pelo Instituto 

Charité de Berlin que utiliza o gene M em ensaios direcionados da detecção de SARS-

CoV-2 de águas residuais na Espanha (Kim et al, 2020; Perez-Catalunset al., 2021). 

Por outro lado, um outro estudo realizado por Corman e colaboradores (2020) relatou 

que as análises utilizando o gene E foram superiores as análises utilizando o gene N. 

Os resultados do estudo de Zhang e colaboradores (2020) em amostras clínicas 

sugeriram que o principal fragmento positivo foi o gene N, e a proporção daqueles 

positivos para a ORF1ab foi relativamente baixa. Durante o processo de 

monitoramento viral, foi observado que a detecção dos genes ORF1ab e N poderia 

ser substituída apenas pela detecção do gene N. Os resultados do último teste positivo 

de ácido nucleico foram os mesmos em todos os pacientes que preencheram os 

critérios de alta (Zhang et al.,2020). Recentemente, Wang e colaboradores (2020) 

relataram que a variação de nucleotídeos foi mais frequente em ORF1ab do que no 

gene N. Além disso, as variações de nucleotídeos entre as sequências de 

iniciador/sonda publicadas e as sequências de referência também foram mais 
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frequentes em ORF1ab do que em N (Wang et al., 2020). Assim, o fato de o gene N 

ter menos variação de nucleotídeos que o ORF1ab pode tornar a detecção do gene N 

mais estável do que a do ORF1ab, o que poderia explicar em parte porque o gene N, 

em vez do ORF1ab, foi detectado com mais frequência nos resultados do último teste 

positivo (Wang C. et al., 2020; Zhang X. et al., 2020). Sendo assim, diferentes autores 

relatam a importância de analisar o desempenho da RT-qPCR utilizando diferentes 

alvos, podendo minimizar o potencial de resultados ambíguos e a falha na detecção 

do RNA viral (Corman et al., 2020; Albastaki et al., 2021; Bivins et al., 2021). 

Um aspecto relevante em relação à concentração viral presente nas nossas 

amostras de águas residuais, pode estar relacionada aos diferentes processos de 

tratamento utilizados nas ETARS.  No presente estudo, foi possível detectar SARS-

CoV-2 na ETAR1 durante todos os meses analisados de 2021 (Figura 5). Esta estação 

recebe descarga unicamente de água residual hospitalar e realiza tratamento terciário 

utilizando MBBR seguido por desinfecção com hipoclorito de sódio. Embora o 

tratamento utilizando MBBR seja considerado um procedimento eficiente na redução 

do RNA do SARSCoV-2, ele não garante que remoção completa dos fragmentos do 

RNA viral, o que possibilita sua deteção (Kostrytsia et al., 2022). Já a ETAR2, que 

apresentou SARS-CoV-2 somente no mês de janeiro/2021 recebe esgoto sanitário 

misto e tratamento secundário, onde há formação de lodo, podendo levar a baixa 

concentração do RNA na parte líquida e alta concentração na parte sólida. Westhaus 

e colaboradores (2021), revelaram que o RNA do SARS-CoV-2 foi detectado no lodo, 

enquanto a fase aquosa foi negativa, sugerindo que uma possível adesão de 

partículas virais aos sólidos decantados. É importante ressaltar que a detecção do 

vírus está correlacionada com a prevalência do número de casos de infecção pela 

COVID-19 em determinado local (Medema et al, 2020). Esses aspectos associados 

ao decreto do “lockdown” em 2021 e início da vacinação contra COVID-19, 

provavelmente contribuíram para a acentuada redução de detecção de SARS-CoV-2 

nas amostras da ETAR2. 

Os efeitos da diluição do RNA viral em águas residuais, em grande parte devido 

à mistura com outros fluxos de águas residuais, infiltração de águas pluviais, variação 

no tempo do sistema de coleta da amostra, também podem afetar a probabilidade de 

detectar o RNA do SARS-CoV-2 (Ahmed et al., 2020). Além disso, apesar de vírus 

possuir a capacidade de se manter no ambiente aquático ao se aderirem a sólidos 
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suspensos no ambiente, fatores como temperatura, alteração de pH e presença de 

outros microrganismos, também podem afetar a detecção viral (Rollemberg et al., 

2020).  Foram realizadas diferentes abordagens de concentração e extração de RNA 

das nossas amostras, onde foi necessário realizar descongelamentos sucessivos, o 

que pode ter interferido na integridade do material genético das nossas amostras. Um 

estudo realizado por Steele e colaboradores (2021), revelaram que o armazenamento 

de amostras de águas residuais em temperaturas de congelamento e 

descongelamento pode levar à degradação do RNA do SARS-CoV-2, influenciando 

na possibilidade de erros e possíveis falso-negativos na RT-qPCR. Além disso, um 

estudo relatou a perda de aproximadamente 90% da concentração de RNA do SARS-

CoV-2 após armazenamento a -80 °C por uma semana, sugerindo que as condições 

de armazenamento são importantes e contribuí na qualidade da concentração do RNA 

presente nas amostras (Weidhaas et al., 2020; Ahmed et al., 2022). 

A genética e a evolução viral têm sido os principais temas investigados desde 

o primeiro genoma do Sars-CoV-2 publicado, o que impulsionou a investigação do 

genoma viral por meio de sequenciamento (Zhu et al., 2020). Os dados gerados a 

partir do sequenciamento genômico das amostras da ETAR1, não resultaram na 

recuperação de genomas completos. No entanto, foi possível identificar algumas 

mutações características de diferentes variantes de SARS-CoV-2 a partir de análises 

em banco dados (Tabela 5).  É necessário considerar que o RNA do SARS-CoV-2 

presente em águas residuais pode estar inserido à um conjunto complexo de RNA 

genômico das variantes circulantes em uma determinada comunidade. Esse RNA 

pode estar presente em capsídeo viral intacto ou fragmentado no ambiente, podendo 

inviabilizar a recuperação dos genomas (Wurtzer et al., 2021; Robinson et al., 2022). 

Por outro lado, uma amostra clínica pode conter numerosas cópias do RNA de uma 

determinada variante do SARS-CoV-2. Devido à complexidade do RNA do SARS-

CoV-2 de águas residuais, a presença de uma única mutação característica nesses 

ambientes, pode não indicar definitivamente que uma variante está presente, 

considerando que uma variante pode ser definida pela presença de múltiplas 

mutações em um único genoma. Desse modo, a detecção de mutações 

características de uma variante específica em águas residuais nos permite apenas 

sugerir a presença da variante, considerando que essas mutações podem ter origem 

em genomas diferentes (Wolfe et al., 2022). 
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No presente estudo, foi possível detectar mutações sugestivas das variantes 

VOCs Delta, Gama e Ômicron. A variante P1 (Gama) foi detectada em genomas de 

amostras clínicas de dezembro de 2020 a agosto de 2021 (Fiocruz, 2021). No entanto, 

essa variante só foi detectada na ETAR1 nos meses de março e junho de 2021, 

período em que foi verificado o aumento no número de depósito de genomas clínicos 

na Rede Genômica da Fiocruz (Fiocruz, 2021).  A variante AY.99.2 (Delta) foi revelada 

em agosto de 2021 (Tabela 5), e no período em que foi observado um aumento de 

depósito de genomas de amostras clínicas na rede genômica da Fiocruz (Rede 

Genômica, 2022). Lamarca e colaboradores (2022) revelou que mais 98% das 

sequências de genomas clínicos do estado do Rio de Janeiro originaram-se de um 

único evento introdutório da linhagem AY.99, que divergiu em linhagens AY.99.1 e 

AY.99.2, entre maio e junho de 2021. Ambas as linhagens se espalharam pelo estado 

a partir deste ponto, com AY.99.2 sendo dominante. A linhagem foi predominante, 

principalmente entre os meses de julho e agosto de 2021 (Lamarca et al., 2022). Uma 

outra variante Delta, AY.32 detectada em água residual, em agosto apresentou a 

mutação ORF1a:V2930L, descrita como mutação característica pela OMS (WHO, 

2022). Além da variante Delta AY.32, outras variantes Delta, Mu, B.1.618, B.1.469, 

XD (variante recombinante Delta + BA.1) e XBA (Tabela 5) também apresentaram 

mutações características de variantes definidas pela OMS. 

Um outro dado significativo foi a detecção de uma possível variante B.1.621 

(Mu) contendo mutações características descritas pela OMS (S:E484K, S:N501Y) na 

entrada da ETAR1, em maio de 2021. Em junho de 2021, uma variante B.1.621, com 

as mesmas mutações, recuperada de amostra clínica teve seu genoma depositado no 

banco de dados GISAID. É importante ressaltar que a amostra da ETAR1 é oriunda 

do mesmo hospital onde foi detectada a variante B.1.621 depositada do GISAID. Estes 

dados nos permitem sugerir que essa variante estava presente nas águas residuais 

um mês antes de ser detectada na amostra clínica. Assim como no presente estudo, 

Karthikeyan e colaboradores (2022) detectaram a variante B.1.621 por meio da 

vigilância genômica de águas residuais aproximadamente 4 semanas antes de sua 

primeira detecção por meio da vigilância genômica clínica. Foi possível detectar 

mutações sugestivas da variante Ômicron em maio/2021 em nossas amostras de 

águas residuais, a variante em questão só foi detectada em amostras clínicas no Brasil 

em dezembro de 2021 (Butantan, 2021). 
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A evolução contínua do SARS-CoV-2 e o aparecimento de variantes 

preocupantes (VOC), como a Ômicron VOC destacam a importância de se manter 

uma vigilância ativa para o surgimento de novas variantes inesperadas (Martin et al., 

2021; Callaway et al.,2021). O fato das origens e a disseminação inicial das VOCs 

Alpha e Ômicron não terem sido observadas justifica os esforços para detectação e 

monitoramento de novas variantes (Herold et al., 2021). No entanto, conforme dito 

anteriormente, o sequenciamento completo do genoma do SARS CoV-2 RNA isolado 

de águas residuais geralmente sofre de baixa profundidade de cobertura de 

sequenciamento em áreas epidemiologicamente relevantes do genoma, como o 

domínio de ligação do receptor Spike (RBD) (Swift et al., 2021; Fontenele et al., 2021). 

Além disso, como as águas residuais podem conter uma mistura de linhagens virais e 

o sequenciamento completo do genoma depende do sequenciamento de pequenos 

fragmentos do genoma, estratégias computacionais para identificar variantes com 

mutações ligadas muitas vezes falham em identificar linhagens presentes em baixas 

concentrações (Baaijens et al., 2021). Para resolver essas questões, pesquisadores 

desenvolveram uma abordagem de sequenciamento “direcionada” que amplifica e 

sequência a região RBD da proteína Spike do genoma do SARS-CoV-2 como um 

único fragmento (Smyth et al., 2022; Gregory et al., 2021). A região RBD é relevante 

para a infecciosidade, transmissão e neutralização mediada por anticorpos do SARS-

CoV-2, com isso, a aplicação dessa abordagem pode garantir que o RBD receba alta 

cobertura de sequenciamento. Um estudo recente descreveu um conjunto de 

linhagens desconhecidas de vários locais nos Estados Unidos. Enquanto as águas 

residuais apresentam suas próprias linhagens, o estudo apresentou evidências de que 

algumas linhagens poderiam compartilharam o mesmo ancestral comum (Gregory et 

al., 2022). É importante ressaltar que no presente estudo também foram reveladas 

linhagens desconhecidas não relatadas em amostras ambientais e ou clínicas em 

banco de dados globais, apesar de algumas dificuldades e limitações na anotação e 

interpretação dos genomas de SARS-CoV-2.  Um outro estudo, também utilizando 

essa mesma abordagem, demostrou que as frequências de variantes nessas águas 

residuais, acompanharam de perto as estimativas de frequência de VOCs a partir de 

amostragem clínica nas mesmas áreas (Gregory et al., 2021; Smyth et al., 2022). 

Porém, em alguns locais, foi demonstrada a presença de linhagens desconhecidas 

não observados em amostras clínicas em qualquer parte do mundo. Várias dessas 
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linhagens continham substituições de aminoácidos raramente relatadas em bancos 

de dados globais, como GISAID (por exemplo, N460K, Q493K, Q498Y e N501S) 

(Smyth et al., 2022). Alterações na circulação de VOCs de SARS-CoV-2 podem exigir 

mudanças nas respostas da saúde pública à pandemia de COVID-19, pois têm o 

potencial de escapar de vacinas e intervenções farmacêuticas e podem ser mais 

transmissivas do que outras variantes do SARS-CoV-2. Como tal, é essencial rastrear 

e prevenir sua propagação em comunidades suscetíveis (Wurtz et al., 2021). 

Os dados obtidos no presente estudo nos permitem sugerir que a vigilância 

genômica de Sars-CoV-2, por meio da epidemiologia baseada em águas residuais, 

pode ser considerada uma abordagem promissora e inovadora capaz de fornecer 

informações importantes sobre a persistência do vírus em amostras ambientais, além 

de possibilitar a investigação do surgimento e circulação de variantes antes mesmo 

da revelação das mesmas em pacientes infectados pela COVID-19.  
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7 Conclusão 

 

Os dados obtidos no presente estudo nos permitiram concluir que: 

• Dentre as abordagens adotadas para precipitação e recuperação de RNA viral, 

a que se baseia na utilização de polietilenoglicol (PEG8000) demonstrou 

melhor desempenho na concentração do vírus nas amostras de esgoto 

sanitário das ETARs analisadas. 

• Com base nos resultados obtidos na deteção do RNA de SARS-CoV-2 

concluímos ser recomendável analisar o desempenho da RT-qPCR utilizando 

diferentes alvos, com objetivo de minimizar o potencial de resultados ambíguos 

e a falha na detecção do RNA viral. 

• A detecção de uma possível variante B.1.621 (Mu) um mês antes mesma 

variante ser recuperada de amostra clínica, demonstra a importância dessa 

ferramenta na investigação do surgimento e circulação de variantes antes 

mesmo da revelação das mesmas em pacientes infectados pela COVID-19.  

• A vigilância genômica de águas residuais ainda é tecnicamente desafiadora, 

considerando baixas cargas virais, RNA altamente fragmentado e inibidores de 

PCR em amostras ambientais complexas que dificultam o sequenciamento. 

Além disso, ferramentas para classificação de variantes de SARS-CoV-2 nos 

bancos de dados, foram projetadas para amostras clínicas e o que dificulta a 

estimativa de abundâncias relativas das variantes em amostras mistas, como 

águas residuais.  

• A epidemiologia baseada em águas residuais, pode ser considerada uma 

abordagem promissora e inovadora capaz de fornecer informações relevantes 

sobre o monitoramento de vírus em amostras ambientais, além de possibilitar 

a investigação do surgimento e circulação de variantes antes mesmo da 

revelação das mesmas em pacientes infectados pela COVID-19. 
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