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APRESENTAÇÃO 

Essa Nota Técnica foi elaborada tomando por base um dos protocolos que estão sendo utilizados no 

âmbito do Projeto-piloto: Detecção e quantificação do novo coronavírus em amostras de esgoto nas 

cidades de Belo Horizonte e Contagem, que é uma iniciativa conjunta da Agência Nacional de Águas 

(ANA) e do Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia em Estações Sustentáveis de Tratamento de 

Esgoto (INCT ETEs Sustentáveis - UFMG), em parceria com a Companhia de Saneamento de Minas 

Gerais (Copasa), o Instituto Mineiro de Gestão das Águas de Minas Gerais (Igam) e a Secretaria de 

Estado de Saúde de Minas Gerais (SES).  

Esta Nota Técnica busca contribuir para o estabelecimento de protocolo referente à concentração e 

quantificação do novo coronavírus em amostras de água e esgoto por técnicas moleculares. O protocolo 

proposto se baseia na experiência acumulada no âmbito do projeto piloto em referência.  

1 INTRODUÇÃO 

O monitoramento do esgoto como ferramenta de vigilância epidemiológica é conhecido desde a década 

de 1940, quando utilizado para detectar o poliovírus (causador da poliomielite) nos Estados Unidos 

(Paul & Trask, 1941). Desde então essa ferramenta tem sido usada para o monitoramento de vírus 

entéricos, como norovírus, rotavírus, adenovírus e picornavirus (como os vírus da hepatite) em 

diferentes partes do mundo (Hellmér et al., 2014; Asghar et al., 2014; Berchenko et al., 2017),  incluindo 

no Brasil (Teixeira et al., 2017). 

A quantificação e o mapeamento do novo coronavírus (SARS-CoV-2) a partir de amostras de esgoto 

vêm sendo realizados em diferentes partes do mundo. Até o momento, tem-se informações da detecção 

do SARS-CoV-2 no esgoto da Holanda  (Medema et al., 2020), Estados Unidos (Wu et al., 2020a, 

Nemudryi et al., 2020, Peccia et al., 2020), Austrália (Ahmed et al., 2020a), França (Wuertzer et al., 

2020a; Wuertzer et al., 2020b), Espanha (Randazzo et al., 2020a; Randazzo et al., 2020b), Itália (La 

Rosa et al., 2020; Rimoldi et al., 2020), Israel (Bar-Or et al., 2020), Turquia (Kocacemi et al., 2020), 

Japão (Haramoto et al., 2020) e Brasil (Chernicharo et al., 2020; Prado et al., 2020). Não existe, até o 

momento, um protocolo padrão para determinar a concentração das partículas virais do SARS-CoV-2 

em esgoto (Kitajima et al., 2020). Entretanto, existem diversos artigos publicados, baseados na 

concentração e detecção de vírus entéricos a partir de amostras de esgoto (Symonds et al., 2014; Ahmed 

et al., 2015). Também estão disponíveis informações recentes sobre a aplicação desses protocolos para 

vírus envelopados como o SARS-CoV-2 (Ahmed et al., 2020a), e a comparação da eficiência de 

recuperação do vírus por diferentes protocolos de concentração de amostras (Ahmed et al., 2020b). 

Assim, a presente Nota Técnica busca contribuir para o estabelecimento de uma metodologia,  

relativamente simples, para concentração e quantificação do novo coronavírus por técnicas moleculares, 

que possa ser utilizada em vários laboratórios de países em desenvolvimento, já que utiliza 

equipamentos convencionais para filtração de amostras de água e esgoto.  Nesse protocolo, são descritas 

as etapas de processamento das amostras de água e esgoto para: i) concentração do vírus; ii) extração 

do RNA viral; e iii) detecção e quantificação do vírus através da reação de transcrição reversa e PCR 

em tempo real (RT-qPCR).  
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2 PROTOCOLO PARA CONCENTRAÇÃO E DETECÇÃO DO MATERIAL 

GENÉTICO VIRAL  

2.1 Escolha do método utilizado no projeto 

A escolha do método para concentração e extração do RNA viral considerou artigos científicos, que 

usaram a mesma metodologia para concentração de vírus entéricos em esgoto, e posterior detecção via 

análise molecular por PCR quantitativo-qPCR (Symonds et al., 2014; Ahmed et al., 2015; Ahmed et 

al., 2020a). Assim, o protocolo escolhido, de filtração em membrana eletronegativa e extração do RNA 

viral diretamente da membrana, baseia-se no método de adsorção-eluição modificado, também 

conhecido como método de adsorção-extração direta (Ahmed et al., 2020b). 

As membranas eletronegativas são tipicamente usadas para a concentração de vírus entéricos em 

amostras de esgoto e outros efluentes (Symonds et al., 2014; Teixeira et al., 2017), com eficiência de 

recuperação de 31% a 78% para adenovírus humano e poliomavirus (Ahmed et al., 2015). Vírus 

envelopados, como o SARS-CoV-2, apresentam alta afinidade de adsorção à membrana eletronegativa 

(Haramoto et al., 2009) e à fração sólida presente no esgoto, quando comparado aos vírus não-

envelopados (Ye et al., 2016).   

Importante destacar que, em publicação recente, Ahmed et al. (2020b) compararam sete métodos 

diferentes para concentração de vírus e posterior detecção via RT-qPCR baseada na recuperação do 

vírus da hepatite murina (MHV- murine hepatitis virus), que também é um coronavírus, para avaliar a 

detecção do SARS-CoV-2 a partir de esgoto. Os autores reportaram que os dois métodos  mais eficientes 

foram o método de adsorção-extração (sem acidificação) com adição de MgCl2 (concentração final de 

25mM) (65,7% de eficiência de recuperação do MHV) e o mesmo método em pH neutro (sem adição 

de MgCl2) (com recuperação de 56,0% do vírus MHV). 

Portanto, como destacado no estudo de Ahmed et al. (2020b) e comprovado no presente projeto, o 

método de adsorção em membrana eletronegativa e extração do RNA viral diretamente da membrana é 

um método simples, de baixo custo e relativamente rápido para processar grande número de amostras, 

se comparado a outros métodos. Por exemplo, os métodos de ultrafiltração usando os dispositivos 

Centricon ou Amicon são caros e requerem várias etapas de centrifugação. Já o método de 

ultracentrifugação, muito usado em laboratórios de virologia, requer uma ultracentrífuga, equipamento 

de custo elevado e usualmente não disponível em laboratórios menos especializados.   

2.2 Metodologia para concentração do vírus em amostras de água e esgoto 

A etapa inicial de processamento das amostras consiste na concentração das partículas virais, pois 

amostras de água e esgoto costumam apresentar concentrações virais relativamente baixas. O método 

utilizado no projeto é uma modificação do método de adsorção-eluição em membranas eletronegativas 

de Katayama et al. (2002) e Symonds et al. (2014). Neste método, não se realiza a eluição dos vírus 

retidos na membrana, mas faz-se a extração do material genético diretamente da membrana, usando kit 

comercial para extração de ácidos nucleicos virais (detalhado a seguir). 

No laboratório, as amostras de esgoto e/ou água coletadas em campo (mantidas a 4°C durante todo o 

tempo de coleta) passam pelas seguintes etapas de processamento (ver nota ao final sobre protocolo de 

biossegurança para manipulação das amostras):  
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• Medir e transferir um volume de 100 mL para um becker contendo barra magnética, ambos 

previamente esterilizados por autoclavação.  

• Adicionar à amostra 1 mL de MgCl2 (2.5M), para obter a concentração final de 25 mM. 

Homogeneizar a amostra com o auxílio de agitador magnético durante 3 min e depois medir o pH.  

• Acidificar a amostra usando ácido acético (1M) até pH entre 3 e 3,5. Para esgoto bruto, o volume de 

ácido adicionado usualmente varia entre 8 e 20 ml.  

• Filtrar a amostra através de membrana eletronegativa, HAWP04700 de éster de celulose, com poro 

de 0,45µm, diâmetro de 47mm (MILLIPORE, Darmstadt, Alemanha), previamente autoclavada, 

conectada a um suporte de filtro de vidro estéril. Filtrar o maior volume possível, até a membrana 

colmatar (filtrar mínimo 10mL para esgoto e 100mL para água de rios). Geralmente a filtração de 

30 mL de esgoto leva de 20 a 30 minutos. 

• Remover a membrana do suporte do filtro (com pinça estéril). 

• Colocar a membrana (dobrada) dentro do tubo PowerBead, específico do kit de extração de DNA, 

AllPrep PowerViral DNA/RNA (Qiagen®, Hilden, Alemanha).  

• Adicionar 600µL da solução PM1 do kit de extração AllPrep PowerViral DNA/RNA (Qiagen®, 

Hilden, Alemanha) e 6µL de 2-mercaptoetanol, a fim de minimizar riscos de degradação do RNA. 

Este passo deve ser realizado dentro de capela de exaustão, pois o 2-mercaptoetanol tem odor muito 

forte.  

• Armazenar a membrana (no tubo com as soluções) à -20°C até posterior extração do RNA.  Caso o 

kit de extração de RNA com a solução PM1 não se encontre disponível, armazenar a membrana em 

tubo Eppendorf de 2ml à -80°C. 

Na Figura 1 são ilustradas as etapas e procedimentos para concentração de RNA viral usando o método 

de filtração em membrana eletronegativa. 

 
Figura 1: Processo de concentração de RNA viral pelo método de filtração com membrana eletronegativa.  

Fonte: Figura elaborada por Espinosa M. F.  
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2.3 Extração do material genético do vírus 

A extração do RNA é realizada seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante do kit AllPrep 

PowerViral DNA/RNA (Qiagen®, Hilden, Alemanha). Ao final de cada extração, o RNA é eluído em 

100µL de água ultra pura (livre de RNA). Em seguida, o RNA total da amostra é quantificado usando o 

NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, Califórnia, Estados Unidos). 

Finalmente, a amostra é congelada a -80°C até a quantificação por RT-qPCR. 

2.4 Detecção e quantificação do SARS-COV-2 por RT-qPCR 

A detecção do SARS-CoV-2 em amostras de esgoto é realizada pela técnica da PCR (Reação em Cadeia 

da Polimerase) em tempo real com transcrição reversa (RT-qPCR). Os primers e sondas 

(oligonucleotídeos marcados com fluorescência) para a detecção do SARS-CoV-2 foram selecionados 

a partir de regiões do gene da Nucleocapsídeo (N) do vírus. O princípio da técnica consiste na transcrição 

reversa do RNA isolado das amostras de esgoto para cDNA e posterior amplificação do material 

genético no equipamento de PCR em Tempo Real. A Técnica RT-qPCR é considerada padrão ouro pela 

Organização Mundial da Saúde para a detecção do novo coronavírus (SARS-CoV-2) causador da 

Covid19. 

O protocolo apresentado a seguir foi adaptado para as amostras de esgoto e é baseado no Protocolo do 

Center for Disease Control and Prevention (2019). 

2.4.1 Materiais e reagentes necessários 

• 7500 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems, n° catálogo # 4351104).  

• Água para PCR, grau molecular, livre de nucleases. 

• Centrífuga para microplacas. 

• Luvas nitrílicas ou de látex sem talco. 

• MicroAmp Optical adhesive Film PCR/Real time PCR compatível com equipamento 7500 (Applied 

Biosystems ref 4311971). 

• Microcentrífuga. 

• Micropipetas (10 μL, 200 μL e 1000 μL). 

• Microplaca de PCR 96 Poços, borda elevada, compatível com equipamento 7500 Applied 

Biosystems, ref PCR-96-AB-C). 

• Microtubos, estéril, livres de DNAse e RNAse (0,2ml, 1,5ml e 2,0ml). 

• Ponteiras com filtro, estéril, livres de DNAse e RNAse. 

• Racks para microtubos (tipo Eppendorfs). 

• Solução de limpeza RNAse AwayTM (Fisher Scientific; catálogo #21-236-21) ou equivalente.  

• Vórtex. 

Primers, Sondas e Kits RT-qPCR 

Na Tabela 1 é apresentada a listagem dos reagentes validados no Laboratório de Microbiologia do 

Departamento de Engenharia Sanitária e Ambiental (DESA/UFMG) para a detecção e quantificação do 

SARS-CoV2 em amostras de água e esgoto por RT-qPCR. 

 

about:blank
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Tabela 1: Reagentes usados para a detecção e quantificação do SARS-CoV-2 por RT-qPCR 

Reagente Descrição N° Catálogo 

2019-nCoV RUO Kit (IDT) 
Kit de primers/sondas, consiste em 2 ensaios específicos para o SARS-CoV-2 
(regiões N1 e N2 determinadas pelo CDC) e 1 controle interno humano (RPP30) 

10006605 
10006713 

2019-nCoV_N_Positive 
Control (IDT) 

Plasmídeo contendo a sequência completa do gene do Nucleocapsídeo do vírus 
2019-nCoV, com as regiões N1, N2 e N3 10006625 

Hs_RPP30 Positive Control 
(IDT) 

Plasmídeo contendo a sequência completa do gene RPP30 Humano contendo 
regiões analisadas pelo 2019-nCoV RUO Kit. 10006626 

MERS-CoV Control (IDT)* 
Plasmídeo contendo a sequência completa do gene do Nucleocapsídeo dos vírus 
MERS. (Opcional)* 10006623 

SARS-CoV Control (IDT)* 
Plasmídeo contendo a sequência completa do gene do Nucleocapsídeo dos vírus 
SARS. (Opcional)* 10006624 

Itaq Universal Sondas One 
Step Kit (Biorad)  

Master Mix utilizado para as reações da qPCR, possui todos os reagentes 
necessários e a enzima Transcriptase Reversa para promover a transcrição em um 
único passo 

1725141 

*A utilização desses controles é OPCIONAL segundo o protocolo do CDC.  

Observações: 

1. Segundo protocolo modificado em 15 de março de 2020,  (https://www.fda.gov/media/134922/download), o 

CDC determinou a retirada da região N3 do protocolo de realização da análise. Fica a critério do Laboratório 

fazer ou não a análise dessa região. 

2. Cada laboratório pode validar seus próprios reagentes segundo seus protocolos internos.  

3. É utilizado o ensaio TaqMan e o kit de primers/sondas é marcado com FAM/BHQ1 (Black Hole Quencher®-

1); Observação importante: NÃO é para RT-qPCR multiplex. 

4. As sequências dos primers, sondas e controles encontram-se disponíveis no Anexo 1 deste protocolo. 

2.4.2 Preparação da Reação de RT-qPCR 

Cuidados na manipulação dos reagentes e amostras 

Antes de começar as atividades de Biologia Molecular, alguns cuidados de Biossegurança e minimizar 

riscos de contaminação das amostras devem ser observados: 

• Uso de EPI´s (Equipamentos de Proteção Individual), tais como luvas, jalecos e proteção para os 

olhos. 

• Sempre utilizar luvas sem talco para o preparo das reações do qPCR. 

• Manipular os reagentes de Biologia Molecular no local adequado e com luvas limpas.  

• Manter locais separados fisicamente para cada etapa: extração do RNA, manipulação dos reagentes 

e montagem do mix, e adição das amostras nas microplacas. 

• Usar sempre ponteiras com barreiras (filtros). 

• Limpar as bancadas, pipetas e equipamentos que serão usados antes e após o uso com solução de 

álcool 70%. 

• Álcool 70% deve ser usado para descontaminação das bancadas onde houver manipulação de RNA. 

A solução RNAse AwayTM deve ser usada para descontaminar as superfícies e pipetadores a fim 

de evitar contaminação e/ou degradação do RNA. 

• Primers, sondas (incluindo alíquotas) e o Mix com as enzimas devem ser descongelados e mantidos 

em racks com gelo (cold block) durante todo o tempo de preparação e uso. 
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• O RNA deve ser mantido em rack com gelo (cold block) durante a preparação e uso, para garantir a 

estabilidade. 

Diluição dos controles 

Os controles utilizados no projeto (marca IDT) já vêm ressuspensos em tubo contendo 250 μL (200.000 

cópias/μL) em IDTE pH 8,0. Para utilização, os controles devem ser diluídos para concentrações 

menores, conforme as instruções do fabricante. 

Os Plasmídeos Controle podem ser diluídos em tampão TE, pH 8,0 (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 

8.,0) para a diluição ideal determinada internamente para cada laboratório. 

Uma diluição sugerida pelo Laboratório de Microbiologia do DESA/UFMG para o controle positivo 

2019-nCoV_N é a de 100x, assim obtém-se a alíquota de trabalho com a concentração de 2000 cópias/µl 

(1° ponto da curva). Para os outros controles (SARS, MERS e HsRPP 30), sugere-se a diluição de 1.000x 

para alíquotas de trabalho com a concentração de 200 cópias/µl. Essas diluições podem variar de acordo 

com cada laboratório, equipamento e Mix utilizados.   

Observações: 

1. Os controles são transportados à temperatura ambiente, mas devem ser armazenados de –15 à–30°C em 

temperatura constante.  

2. O controle concentrado de 200.000 cópias/μL deve ser manuseado com extremo cuidado, longe dos locais de 

extração e preparação de amostras, e também dos equipamentos de qPCR, para minimizar o risco de 

contaminação.  

3. Ciclos repetidos de congelamento e descongelamento devem ser evitados. O ideal é dividir em alíquotas 

menores para uso.  

Preparação da Curva Padrão 

As Curvas Padrão são preparadas com o controle positivo 2019-nCoV_N para ambos os alvos (N1 e 

N2). Consistem em diluições seriadas da alíquota de trabalho do controle positivo diluído. São realizadas 

somente nas análises quantitativas. 

No caso das amostras de esgoto coletadas nas cidades de Belo Horizonte e Contagem, padronizou-se o 

primeiro ponto da Curva Padrão com uma diluição de 100x, conforme sugerido na etapa de diluição dos 

controles. Na Figura 2 é apresentado um exemplo da diluição seriada, com fator de diluição 1:10. Na 

Figura 3 é apresentado um exemplo da Curva Padrão obtida com as diluições sugeridas. 

 

 

 

 

 

Figura 2: Diluição seriada (fator de diluição 1:10) 
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*Considerar o valor por reação (5µl) para o primeiro ponto da Curva Padrão 

Figura 3: Curva Padrão com as diluições sugeridas 

Observações: 

1. O volume mínimo a ser pipetado deve ser 2µl a fim de evitar erros de pipetagem. 

2. É desejável que a Curva Padrão tenha pelo menos 5 pontos. 

3. A Curva Padrão pode ser diluída em água para uso em Biologia Molecular (livre de DNAses e RNAses) ou 

em algum tipo de carreador como diluente (ex.: Yeast tRNA 100 ng/µL). 

4. A cada pipetagem, os microtubos devem ser homogeneizados brevemente no vórtex. 

5. Sugere-se que a Curva Padrão seja preparada antes da montagem da placa. 

6. As reações devem ser realizadas em triplicata para cada ponto da Curva Padrão e de acordo com o protocolo 

de amplificação. 

7. Não é necessário fazer Curva Padrão para o controle RNAse P (Controle Interno, HsRPP 30). 

Procedimentos para a Amplificação 

Para as reações da PCR em Tempo Real utilizou-se o MasterMix Itaq Universal Probes One Step Kit 

(Biorad). Esse mix possui uma combinação de iScript RNase H+ transcriptase reversa e a DNA 

polimerase iTaq hot-start para completar as reações em tempo real em uma única etapa. Os reagentes 

utilizados na reação e suas respectivas concentrações estão detalhados na Tabela 2, sendo as 

concentrações utilizadas sugeridas pelo fabricante. Cada Laboratório deve estabelecer um protocolo de 

acordo com o kit escolhido. O volume final de cada reação foi igual a 20 μL. As reações foram realizadas 

em triplicata, tanto para as amostras, quanto para os controles negativos e diluições das curvas padrão 

(controle positivo). 

Tabela 2: Reagentes e volumes usados na reação de RT-qPCR 

Reagentes Volume (µl) por reação 

Água livre de Nucleases N x 3,0 
Primer/Probe Mix N x 1,5 
Reverse Transcriptase N x 0,5 
Master Mix One-Step Kit N x 10 
Amostra/Controles 5,0 

Volume Final 20,0 

         N = Número de Amostras 

São distribuídos 15 μL da mistura dos reagentes em cada poço da microplaca de 96 poços. Antes de 

mover a microplaca para a área de manipulação dos ácidos nucleicos, preparar o Controle Negativo (No 

Template Control - NTC) pipetando 5 μL de água livre de nucleases em cada reação. Em bancada 

separada, distribuir 5 μL das amostras/controles em cada poço contendo a reação. Cada laboratório deve 
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padronizar a distribuição das amostras e controles na microplaca. Na Figura 4 é apresentado um modelo 

de distribuição. 

 
Figura 4: Placa de qPCR com modelo de distribuição das amostras e controles 

A placa mostrada na Figura 4 é um exemplo para os ensaios quantitativos. Para ensaios qualitativos, 

aplicar somente o Controle Positivo 2019-nCoV_N diluído 1000x (200 cópias/μL). 

Após montagem da microplaca, vedar com o selante óptico (MicroAmp Optical adhesive Film PCR) e 

centrifugar brevemente a microplaca (30 segundos, 500 x g) para remover as bolhas. Na Tabela 3 é 

apresentado o protocolo de ciclagem utilizado pelo Laboratório de Microbiologia e sugerido pelos 

fabricantes dos Mix e Primers/Probes utilizados. Temperaturas e passos podem variar de acordo com o 

mix utilizado, apenas a temperatura de anelamento dos primers (55oC) deve ser obrigatoriamente 

mantida. 

Tabela 3: Protocolo de amplificação para detecção do SARS-CoV-2 por RT-qPCR usando as regiões alvo N1 e N2 

Passo Temperatura Tempo 

Incubação para transcrição reversa (RT) 50°C 10 min 

Ativação da enzima 95°C 2 min   

Amplificação* 
95°C 3s 

55°C  30 s  

*45 ciclos 

Após programar as etapas de ciclagem, os dados da fluorescência (FAM) devem ser coletados no passo 

de 55°C, conforme apresentado na Figura 5. 
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Figura 5: Etapas de ciclagem na reação de amplificação via qPCR 

Observações: 

1. Todos os alvos (N1, N2 e RNAseP) utilizados neste protocolo possuem o mesmo programa de amplificação 

e a mesma temperatura de anelamento, portanto podem ser colocados na mesma placa. Porém, as reações 

devem ser preparadas separadamente. 

2. Cada laboratório deve definir o número de replicatas por amostras a serem testadas conforme seus 

procedimentos internos. 

3. Todas as placas devem conter um controle negativo (NTC, sem DNA) para controlar a presença de 

contaminação do ambiente.  

2.5 Interpretação dos resultados 

2.5.1 Controles 

No Template Control (NTC) 

O NTC consiste no uso de água livre de nuclease nas reações de RT-qPCR em vez de RNA. As reações 

NTC para todos os conjuntos de primers e sondas não devem exibir curvas de crescimento de 

fluorescência que cruzem a linha do Threshold. Se qualquer uma das reações NTC exibir uma curva de 

crescimento que ultrapasse o limite do ciclo, pode ter ocorrido contaminação. Nessa situação, a corrida 

deve ser invalidada e o ensaio repetido, seguindo rigorosamente os cuidados citados no protocolo. 

Controle interno da reação (Hs_RPP30 Positive Control ou RNAse P) 

O RNAse P consiste em material celular humano cultivado não infeccioso (tratado com beta-

propiolactona). É utilizado para demonstrar a recuperação bem-sucedida do RNA, bem como a 

integridade do reagente de extração. O ácido nucleico purificado deve produzir um resultado positivo 

com o primer/sondas RP e resultados negativos com todos os marcadores 2019-nCoV. Deve ser feito 

com todas as amostras. Caso não amplifique (resultado negativo), recomenda-se investigar a presença 

de inibidores nas amostras de esgoto, repetir a análise diluindo a amostra (diluição de inibidores) ou 

repetir a extração do RNA. 

Controles Opcionais 

Em relação aos controles positivo e negativo SARS e MERS, os quais são opcionais, seguem algumas 

considerações: 

• O MERS-CoV Control não é alvo para nenhum dos primers e sondas contidos nos kits e deve ter 

resultado NEGATIVO para todas as regiões.  

• O SARS-CoV Control possui apenas o alvo para os primers e sondas contidos para o N3 e deve ser 

POSITIVO para a região N3 e NEGATIVO para as regiões N1 e N2. 
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• Apesar dos Controles SARS e MERS serem opcionais, eles são importantes pois comprovam a 

especificidade e sensibilidade das reações para os primers/sondas escolhidos. 

2.5.2 Análise dos Resultados Qualitativos 

Na Tabela 4 é apresentada a forma de interpretação dos resultados do RT-qPCR, já levando em 

consideração a atualização do CDC que remove a região N3 da análise. 

Tabela 4: Interpretação dos resultados de amplificação 

Regiões alvo 
RP* 

NTC** 
(branco) 

Resultado Interpretação do resultado 
2019 nCOV_N1 2019 nCOV_N2 

+ + + - 
Ct*** < 40 

SARS-CoV2 Detectado 
Positivo 

- - + - Ct > 40 Negativo 

+ - + - SARS-Cov2 Detectado Positivo para o alvo N1 

- + + - SARS-Cov2 Detectado Positivo para o alvo N2 

- - - - 
Inválido, pois não amplificou 

com o RP* Inválido 

* RP: RNAse P – Controle interno da reação, material celular humano cultivado não infeccioso. Quando isso acontece pode-se refazer a reação de 
amplificação usando uma alíquota de RNA viral diluída 10x (assim dilui-se eventuais substancias inibidoras da reação). 
** NTC: corresponde ao branco da reação de RT-qPCR, pois utiliza-se água livre de nucleases. 
***Ct - Ciclo Threshold 

Observação: 

Resultados Falso Negativos podem ocorrer devido à baixa quantidade de vírus presentes na amostra, devido a 

problemas na coleta, transporte ou manuseio. O limite de detecção do teste deve ser estabelecido por cada 

laboratório levando em consideração todas as variáveis envolvidas. No presente projeto, o limite de detecção 

(determinado com a curva padrão elaborada a partir da diluição do controle positivo) foi de 2 cópias por 

µL de reação de RT-qPCR para ambos os alvos (N1 e N2), e o limite de quantificação observado (ou seja, 

a menor concentração do RNA viral determinada na amostra de esgoto) foi de 0,03 e 0,06 número de cópias 

por mL para N1 e N2, respectivamente. 

2.5.3 Análise dos Resultados Quantitativos 

Para o cálculo do número de cópias dos genes por reação, utilizam-se as equações da reta obtidas a partir 

das Curvas Padrão. Por meio da equação da reta, obtém-se a quantidade em n° de cópias de RNA por 

reação das amostras investigadas. A exportação da planilha Excel com os resultados já nos apresenta os 

valores por reação, sendo necessário apenas padronizar o Fator de Conversão para as amostras. 

A quantidade de RNA por mL de amostra de esgoto é obtida a partir do Fator de Conversão do 

resultado do número de cópias por reação e o volume de amostra que foi filtrado. A seguir é apresentado 

um exemplo referente à determinação do N° de cópias/mL de amostra filtrada de esgoto (resultado final). 

Etapas: 

- Resultado da reação qPCR (5 μL da amostra) → 9,5 x 101 cópias 

- Eluição: 100 μL (volume no qual o RNA foi ressuspendido) → 20 x 9,5 x 101 cópias 

- Volume filtrado: 50 mL → (20 x 9,5 x 101 cópias) / 50 

Fator de Conversão = 0,4 

Resultado final em N° cópias/mL de amostra filtrada → 3,8 x 101 cópias/mL* 

* Para obter os resultados em N° de cópias/mL de amostra de esgoto, basta calcular o Fator de Conversão e 

multiplicar o valor obtido no equipamento por reação pelo Fator de Conversão.  
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2.5.4 Controle de Qualidade dos Resultados 

A fim de garantir resultados de qualidade e com alta confiabilidade, torna-se importante observar os 

seguintes aspectos principais, relacionados a procedimentos gerais de análises para os experimentos 

quantitativos e qualitativos. 

• Deve-se realizar a análise cuidadosa de cada corrida, conforme os princípios teóricos da técnica de 

qPCR. O Threshold deve ser posicionado no ponto correspondente à máxima eficiência dentro da 

fase exponencial e deve ser configurado/estabelecido para cada primer/sonda (N1, N2 e RP). 

Portando, a função Auto Threshold deve ser desabilitada. 

• Para os experimentos com Curva Padrão Absoluta é possível verificar os parâmetros: Slope, Y-

intercept, R2 e eficiência. É desejado um valor de slope = -3.3 ±10% (100%). Um Y-intercept entre 

33 – 37 e um R2 ≥ 0.99. Cabe ressaltar que o correto posicionamento do Threshold na fase 

exponencial e a correta análise do baseline serão fundamentais para a obtenção dos valores acima 

destacados. É aceitável uma eficiência de 90% a 110%. 

• Para a análise das réplicas (triplicatas técnicas), o ideal é que o desvio padrão do Ct seja de no 

máximo 0,5. Caso seja maior, repetir o RT-qPCR da amostra. Observar se não existem inibidores 

na amostra ou algum problema ocorrido na extração. No caso de inibidores, sugere-se diluir a 

amostra. 

3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Encontram-se descritos no presente Protocolo os métodos utilizados para concentração de partículas 

virais a partir de amostras de esgoto (bruto e tratado) e água de córregos e rios. Também foram 

apresentadas as informações sobre a quantificação do material genético viral a partir das amostras 

concentradas pela técnica de RT-qPCR, seguindo recomendações da CDC (Centro de Prevenção e 

Controle de Doenças, 2020 dos Estados Unidos). A adequabilidade deste protocolo vem sendo 

demonstrada no âmbito do Projeto-piloto: Detecção e quantificação do novo coronavírus em amostras 

de esgoto nas cidades de Belo Horizonte e Contagem. Os resultados de determinação das concentrações 

obtidas foram apresentados no boletim temático 2 (ver Boletim Temático N. 2 - https://etes-

sustentaveis.org/monitoramento-covid-esgotos/). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notas:  

1-Para manipulação das amostras de esgoto e realização da análise de RT-PCR para detecção do 

material genético do vírus, deve-se seguir o Protocolo de Biossegurança disponibilizado pelo 

Centro de Prevenção e Controle de Doenças (CDC-EUA) disponível em: 

https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-nCoV/lab-biosafety-guidelines.html). 

2-Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), os procedimentos de segurança para proteção 

dos usuários contra os vírus e outros patógenos presentes no esgoto rotineiramente adotados em 

laboratórios e demais lugares onde há manuseio de amostras de esgoto (como estações de 

tratamento de esgoto doméstico), também são válidos para o vírus SARS-CoV-2, causador da 

Covid-19 (Water, sanitation, hygiene, and waste management for the COVID-19 virus: interim 

guidance). 
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ANEXO   

 

Sequências dos primers, sondas e controles utilizados conforme o CDC (Center for Disease Control and 

Prevention, 2019) 

As cores foram utilizadas para diferenciar e localizar a sequencia de cada primer dentro do genoma do 

vírus. 

2019-nCoV_N1-F2019-nCoV_N1 GACCCCAAAATCAGCGAAAT  

2019-nCoV_N1-R2019-nCoV_N1 TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG  

2019-nCoV_N1-P2019-nCoV_N1 ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC  

2019-nCoV_N2-F2019-nCoV_N2 TTACAAACATTGGCCGCAAA  

2019-nCoV_N2-R2019-nCoV_N2 GCGCGACATTCCGAAGAA  

2019-nCoV_N2-P2019-nCoV_N2 ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG 

RP-F_RNAseP_Forward AGATTTGGACCTGCGAGCG  

RP-R_RNAseP_Reverse GAGCGGCTGTCTCCACAAGT  

RP-P_RNAseP_Probe TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG 

>2019-nCoV_N_Positive Control:  
ATGTCTGATAATGGACCCCAAAATCAGCGAAATGCACCCCGCATTACGTTTGGTGGACCCTCAGATTCAACTGGCAGTAACCAGAATGGAGAACGCAGTGGG

GCGCGATCAAAACAACGTCGGCCCCAAGGTTTACCCAATAATACTGCGTCTTGGTTCACCGCTCTCACTCAACATGGCAAGGAAGACCTTAAATTCCCTCGA

GGACAAGGCGTTCCAATTAACACCAATAGCAGTCCAGATGACCAAATTGGCTACTACCGAAGAGCTACCAGACGAATTCGTGGTGGTGACGGTAAAATGAAA

GATCTCAGTCCAAGATGGTATTTCTACTACCTAGGAACTGGGCCAGAAGCTGGACTTCCCTATGGTGCTAACAAAGACGGCATCATATGGGTTGCAACTGAG

GGAGCCTTGAATACACCAAAAGATCACATTGGCACCCGCAATCCTGCTAACAATGCTGCAATCGTGCTACAACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCAAAAGGC

TTCTACGCAGAAGGGAGCAGAGGCGGCAGTCAAGCCTCTTCTCGTTCCTCATCACGTAGTCGCAACAGTTCAAGAAATTCAACTCCAGGCAGCAGTAGGGGA

ACTTCTCCTGCTAGAATGGCTGGCAATGGCGGTGATGCTGCTCTTGCTTTGCTGCTGCTTGACAGATTGAACCAGCTTGAGAGCAAAATGTCTGGTAAAGGC

CAACAACAACAAGGCCAAACTGTCACTAAGAAATCTGCTGCTGAGGCTTCTAAGAAGCCTCGGCAAAAACGTACTGCCACTAAAGCATACAATGTAACACAA

GCTTTCGGCAGACGTGGTCCAGAACAAACCCAAGGAAATTTTGGGGACCAGGAACTAATCAGACAAGGAACTGATTACAAACATTGGCCGCAAATTGCACAA

TTTGCCCCCAGCGCTTCAGCGTTCTTCGGAATGTCGCGCATTGGCATGGAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACCTACACAGGTGCCATCAAATTGGAT

GACAAAGATCCAAATTTCAAAGATCAAGTCATTTTGCTGAATAAGCATATTGACGCATACAAAACATTCCCACCAACAGAGCCTAAAAAGGACAAAAAGAAG

AAGGCTGATGAAACTCAAGCCTTACCGCAGAGACAGAAGAAACAGCAAACTGTGACTCTTCTTCCTGCTGCAGATTTGGATGATTTCTCCAAACAATTGCAA

CAATCCATGAGCAGTGCTGACTCAACTCAGGCCTAA  

 

 

Hs_RPP30_Positive Control:  
GGACTTCAGCATGGCGGTGTTTGCAGATTTGGACCTGCGAGCGGGTTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCGGACTTGTGGAGACAGCCGCTCACCGTGAGTTGCG

GTCTCCCAGAGTCTCTGGGATGTCCCTGGAGGCTGATG  

>SARS_CoV_Control  
ATGTCTGATAATGGACCCCAAAACCAACGTAGTGCACCCCGCATTACATTTGGTGGACCCTCAGATTCAAGTGACAATAGCAAAAACGGAGAGCGCAATGGT

GCACGACCTAAACAACGTCGACCCCAAGGCTTACCCAATAATACTGCATCTTGGTTCACCGCTCTCACTCAACATGGCAAGGAAAACCTTACGTTCCCTCGA

GGGCAAGGTGTTCCAATCAACACCAATAGCTCTAAAGATGACCAAATTGGCTACTACCGTAGAGCTACCAGACGAATTCGTGGTGGTGACGGTAAAATGAAA

GAGCTCAGCCCCAGATGGTATTTTTACTATCTAGGAACTGGACCAGAAGCTGGACTTCCCTATGGTGCTAACAAAGAAGGCATCATATGGGTTGCAACTGAG

GGAGCCTTAAACACACCGAAAGACCACATTGGCACCCGCAATCCTGCTAACAATGCTGCAATCGTGCTACAACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCAAAAGGC

TTCTACGCAGAAGGGAGCAGAGGCGGCAGTCAAGCTTCTTCACGCTCCTCATCACGTAGTCGCAACAGTTCAAGAAACTCAACTCCAGGCAGCAGTAGGGGA

ACTTCTCCTGCTAGAATGGCTGGCAATGGCGGTGACACTGCTCTTGCTTTGCTGCTGCTAGATAGGTTGAACCAGCTTGAGAACAAAGTATCTGGCAAAGGC

CAACAACAACAGGGCCAAACTGTCACTAAGAAATCTGCTGCTGAGGCATCTAAAAAGCCTCGCCAAAAACGTACTGCTACAAAACAGTACAACGTCACTCAA

GCATTTGGGAGACGTGGTCCAGAACAAACCCAAGGAAATTTTGGGGACCAAGAATTAATCAGACAAGGAACTGATTACAAACATTGGCCGCAAATTGCACAA

TTTGCTCCAAGTGCCTCTGCATTCTTTGGAATGTCACGCATTGGCATGGAAGTCACACCTTCGGGAACATGGCTGACTTATCATGGAGCCATTAAATTGGAT

GACAAAGATCCACAATTCAAAGATAACGTCATACTGCTGAATAAGCACATTGACGCATACAAAACATTCCCACCAACAGAGCCTAAAAAGGACAAAAAGAAA

AAGGCTGATGAACTTCAGGCTTTACCGCAGAGACAGAAGAAACAACAAACTGTGACCCTTCTTCCTGCTGCAGATTTGGATGAATTCTCCAAACAGTTGCAA

CAATCCATGAGTGGTACTGATTCAACCCAGGCTTAA  
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>MERS_CoV_Control  
ATGGCATCCCCTGCTGCACCTCGTGCTGTTTCCTTTGCCGATAACAATGATATAACAAATACAAACCTATCTCGAGGTAGAGGACGTAATCCAAAACCACGA

GCTGCACCAAATAACACTGTCTCTTGGTACACTGGGCTTACCCAACACGGGAAAGTCCCTCTTACCTTTCCACCTGGGCAGGGTGTACCTCTTAATGCCAAT

TCTACCCCTGCGCAAAATGCTGGGTATTGGCGGAGACAGGACAGAAAAATTAATACCGGGAATGGAATTAAGCAACTGGCTCCCAGGTGGTACTTCTACTAC

ACTGGAACTGGACCCGAAGCAGCACTCCCATTCCGGGCTGTTAAGGATGGCATCGTTTGGGTCCATGAAGATGGCGCCACTGATGCTCCTTCAACTTTTGGG

ACGCGGAACCCTAACAATGATTCAGCTATTGTTACACAATTCGCGCCCGGTACTAAGCTTCCTAAAAACTTCCACATTGAGGGGACTGGAGGCAATAGTCAA

TCATCTTCAAGAGCCTCTAGCTTAAGCAGAAACTCTTCCAGATCTAGTTCACAAGGTTCAAGATCAGGAAACTCTACCCGCGGCACTTCTCCAGGTCCATCT

GGAATCGGAGCAGTAGGAGGTGATCTACTTTACCTTGATCTTCTGAACAGACTACAAGCCCTTGAGTCTGGCAAAGTAAAGCAATCGCAGCCAAAAGTAATC

ACTAAGAAAGATGCTGCTGCTGCTAAAAATAAGATGCGCCACAAGCGCACTTCCACCAAAAGTTTCAACATGGTGCAAGCTTTTGGTCTTCGCGGACCAGGA

GACCTCCAGGGAAACTTTGGTGATCTTCAATTGAATAAACTCGGCACTGAGGACCCACGTTGGCCCCAAATTGCTGAGCTTGCTCCTACAGCCAGTGCTTTT

ATGGGTATGTCGCAATTTAAACTTACCCATCAGAACAATGATGATCATGGCAACCCTGTGTACTTCCTTCGGTACAGTGGAGCCATTAAACTTGACCCAAAG

AATCCCAACTACAATAAGTGGTTGGAGCTTCTTGAGCAAAATATTGATGCCTACAAAACCTTCCCTAAGAAGGAAAAGAAACAAAAGGCACCAAAAGAAGAA

TCAACAGACCAAATGTCTGAACCTCCAAAGGAGCAGCGTGTGCAAGGTAGCATCACTCAGCGCACTCGCACCCGTCCAAGTGTTCAGCCTGGTCCAATGATT

GATGTTAACACTGATTAG 

 

 

 

 

 


