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RESUMO

Os virus sdo particulas infecciosas, altamente adaptaveis e capazes de infectar diferentes
tecidos humanos, como 0 SARS-CoV-2, (Sindrome Respiratoria Aguda Grave Coronavirus 2)
responsavel pela doenga COVID-19. Diante do exposto, objetivou-se monitorar e identificar a
presenca SARS-COV-2 em aguas residuarias em pontos estratégicos, com uso de método
analitico, rapido e preciso. O estudo ocorreu na area urbana de Santarém em trés pontos
amostrais para coleta de aguas residuais: (i) EEE do Residencial Salvacdo (ii) Po¢o imido
ETE Irurd e (iii) ETE do Hospital Regional. A coleta ocorreu de forma manual, onde a cada
12 minutos coletou-se 500 ml durante 4 h, e no final obteve-se 2L de amostra composta. As
analises ocorreram paralelamente com as coletas quinzenalmente no periodo de marco a
setembro de 2021, totalizando 13 determinacdes. No Laboratério de Tratamento de Aguas
Residuérias foram analisados 0s parametros fisico-quimico das amostras (Temperatura; pH;
Alcalinidade; Oxigénio Dissolvido; Fosforo; Solidos; Nitrogénio, Amdnia; Demanda Quimica
de Oxigénio, Nitrito e Nitrato) e submetidas aos métodos analiticos do Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater. No Laboratorio de Biologia Molecular as
amostras passaram por quatro etapas: concentracdo do virus pelo método de filtragdo por
membrana eletronegativa MCE hidrofilica (0.45-pum-pore-size); extracdo do RNA com o kit
comercial Maxwell RSC Viral Total Nucleic Acid Purification Kit , detec¢do e quantificacdo
do virus por meio de reacdo Transcricdo Reversa e Reacdo em Cadeia da DNA polimerase
(PCR) em tempo real realizada no equipamento 7500 Real Time PCR System, no qual
utilizou-se o kit comercial Kit Molecular SARS-CoV-2 (E/RP) Bio-Manguinhos. As aguas
residudrias das trés estacBes de tratamento apresentaram caracteristicas fisico-quimica
peculiares para a diminui¢do do virus, como a temperatura, a DQO e os solidos. A aplicacdo
qualitativa para a deteccdo da molécula de RNA do virus SARS-CoV-2 foi para o diagnostico
positivo ou negativo (+/-) e quantitativa para a quantificagdo absoluta (carga viral/n° cépias).
O virus foi detctado em 24% das amostras, com maior nimero de amostras positivas no
hospital, ndo houve presenca na ETE, e apenas uma amostra foi positiva na EEE. O estudo
constatou que € possivel realizar o monitoramento epidemiol6gico baseado em &guas
residuarias para a deteccdo da carga viral do virus SARS-CoV-2 em pontos estratégicos de

esgotamento sanitario.

Palavras chaves: Pandemia. Epidemiologia em aguas residuarias. COVID-19.



ABSTRACT

Viruses are infectious particles, highly adaptable and capable of infecting different human
tissues, such as SARS-CoV-2, (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2)
responsible for the disease COVID-19. In view of the above, the aim was to monitor and
identify the presence of SARS-COV-2 in wastewater at strategic points, using a rapid and
accurate analytical method. The study occurred in the urban area of Santarem at three
sampling points for wastewater collection: (i) EEE of Residencial Salvacao (ii) ETE Irurd wet
well and (iii) ETE of Hospital Regional. The collection occurred manually, where 500 ml was
collected every 12 minutes for 4 h, and at the end 2L of composite sample was obtained. The
analyses occurred in parallel with the biweekly collections in the period from March to
September 2021, totaling 13 determinations. In the Laboratory of Wastewater Treatment the
physical-chemical parameters of the samples were analyzed (Temperature, pH, Alkalinity,
Dissolved Oxygen, Phosphorus, Solids, Nitrogen, Ammonia, Chemical Oxygen Demand,
Nitrite, and Nitrate) and submitted to the analytical methods of the Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater. In the Molecular Biology Laboratory the samples
went through four steps: virus concentration by the hydrophilic MCE electronegative
membrane filtration method (0. 45-pum-pore-size membrane filtration method); RNA
extraction with the commercial Maxwell RSC Viral Total Nucleic Acid Purification Kit,
detection and quantification of the virus by reverse transcription reaction and real-time DNA
polymerase chain reaction (PCR) performed in the 7500 Real Time PCR System equipment,
which used the commercial Bio-Manguinhos SARS-CoV-2 (E/RP) Molecular Kit. The
wastewater from the three treatment plants presented peculiar physical-chemical
characteristics for virus reduction, such as temperature, COD, and solids. The qualitative
application for the detection of the SARS-CoV-2 virus RNA molecule was for positive or
negative diagnosis (+/-) and quantitative for absolute quantification (viral load/number of
copies). The virus was detected in 24% of samples, with the highest number of positive
samples in the hospital, there was no presence in the TEE, and only one sample was positive
in the EEE. The study found that it is possible to perform wastewater-based epidemiological
monitoring for the detection of the SARS-CoV-2 viral load at strategic points of sewage

disposal.

Keywords: Pandemic Epidemiology in wastewater. COVID-19.
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1 INTRODUCAO

O SARS-CoV-2 é um virus identificado como a causa de um surto da doenca
respiratoria, detectado pela primeira vez em Wuhan - China em dezembro de 2019. Em 30 de
janeiro de 2020, foi declarado pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS) o surto da doenca
causada pelo novo coronavirus (COVID-19) em carater de Emergéncia de Saude Publica de
Importancia Internacional.

No Brasil, em 03 de fevereiro de 2020, o Ministério da Saude/Gabinete do Ministro,
por meio da Portaria n°® 188, declara Emergéncia em Saude Publica de Importancia Nacional
em decorréncia da infeccdo humana pelo novo coronavirus. E em decorréncia do aumento
acelerado e a rapida expansdo do novo coronavirus em outros paises, a OMS declarou como
pandemia a doenca causada pelo COVID-19.

Milhares de individuos no mundo todo j& foram infectados pela Covid-19. Portanto,
compreende-se que a doenca esta em constante expansdo através de transmissfes entre 0s
seres humanos, na qual ocorre principalmente pela via respiratoria, através de goticulas
expelidas pela pessoa contaminada, e pelo contato, uma vez que essas goticulas podem se
depositar sobre superficies (nas quais o virus permanece viavel durante um periodo de tempo)
com as quais outras pessoas podem ter contato.

Semelhantemente, foi detectado material genético do SARS-CoV-2 em amostras de
esgotos provenientes do Aeroporto Amsterdd-Schiphol, Holanda, bem como em amostras das
EstacOes de Tratamento de Esgoto (ETE) das cidades de Kaatsheuvel e de Tilburg, Holanda,
apos duas semanas da confirmacdo do primeiro paciente com COVID-19 (Randazzo et al.,
2020b). Em marco de 2020 o INCT — ETEs Sustentaveis Brasileiro divulgou uma nota técnica
alertando para os efeitos da presenca do coronavirus no esgoto.

De acordo com o texto, a possibilidade da transmissao fecal-oral do virus Sars-CoV-2
tém varias implicacOes, especialmente em areas carentes de infraestrutura de saneamento
basico (coleta e tratamento). Esgoto sem o adequado tratamento degrada a qualidade das
aguas receptoras com forte impacto na salde da populacdo ao comprometer 0s usos a jusante,
como abastecimento humano, balneabilidade e irrigacao, dentre outros.

Uma realidade preocupante, se tratando de Brasil, é que apenas 46% dos esgotos
gerados recebem tratamento adequado. Ainda os dados do Sistema Nacional de Informacoes
Sobre Saneamento (SNIS) mostram que os indices relativos a coleta e tratamento de esgotos

sdo bastante variados regionalmente. Nas regides Norte e Nordeste, respectivamente, 0s
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percentuais referentes a existéncia de rede coletora sdo de 13,0% e 34,8%, e correspondem
aos mais baixos do pais. Por outro lado, observa-se uma elevacdo desses percentuais nas
regides Sul (50,6%), Centro-Oeste (59,5%) e Sudeste (83,2%).

Contudo, a falta de saneamento no pais, visto que existe desigualdades entre as regides
brasileiras, pode ndo ser um fator primario para o aumento de casos da COVID-19, porém €
uma realidade que ndo deve ser ignorado, pois outras doencas encontram nesse déficit as
circunstancias favoraveis de proliferagéo.

Portanto, desde que o novo coronavirus foi reconhecido, varios relatorios sobre a
apresentacdo clinica da epidemiologia e estratégias de tratamento vem sendo publicadas. A
epidemiologia baseada em aguas residuais representa uma estratégia atraente para vigiar a
evolucdo da circulacdo do virus nas populacBes, pois pode ser uma via importante de
contagio, facilitando a transmissao fecal-oral (HOLSHUE et al., 2020; MAO et al., 2020).

Nessa perspectiva, pesquisadores da Cranfield University no Reino Unido, estéo
trabalhando em um novo teste para detectar 0 SARS-CoV-2 nas aguas residuarias das
comunidades infectadas pelo virus. Os autores afirmam que uma abordagem epidemioldgica
baseada em aguas residuarias pode fornecer uma maneira rapida e eficaz de prever a possivel
propagacdo de novas pneumonias por coronavirus (MAO et al., 2020).

Para tal, utilizam biomarcadores nas fezes e na urina dos portadores de doencas que
entram no sistema de esgoto, através de Kits de testes rapidos, usando dispositivos analiticos
baseados em papel, que detectam em tempo real a presenca do SARS-CoV-2 no esgoto,
permitindo triagem simples e imediata, assegurando a quarentena e prevencdo pelos 6rgaos de
salde.

Também se alerta para a descoberta do virus nos esgotos tornando viavel prevenir
futuras pandemias, uma vez que a partir da detec¢do do novo virus ou de outros patdégenos nas
aguas residuarias, é possivel rapidamente alertar as autoridades de saude e saneamento local,
evitando ou atenuando a proliferacdo de doencas infecciosas (BRASIL, 2020).

O aumento de casos de infectados vem se expandindo no mundo, e no Brasil a
situacdo ndo é diferente, e como consequéncia, os leitos nas unidades de salde estdo se
esgotando e os sistema de saude publica entrando em colapso. Mesmo com medidas rigidas e
decretos estabelecidos em cada estado, casos de infectados e mortes permanecem em alta em
maior parte do territorio brasileiro.

A situacdo epidemiologica da Covid-19 no Brasil é de 26.533.010 casos acumulados

até o dia 06 de fevereiro de 2022, bem como o numero de 6ébitos é de 632.193. No Para, nesta
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mesma data, identificou-se 664.513 casos confirmados e 17.441 obitos acumulados. Em
Santarém, os numeros de infectados pelo SARS-COV-2 ultrapassaram 34.734 casos com
1.236 6bitos confirmados, segundo o painel de monitoramento (MS,2022; SESPA, 2022;
SEMSA,2022).

A rede hospitalar de Santarém conta com o Hospital Regional do Baixo Amazonas que
é referéncia no tratamento de doencas crénicas, e, na atual situacdo de pandemia, vem dando
suporte no tratamento emergencial para pacientes com coronavirus, no municipio, bem como
em toda a regido Oeste do Para.

Com a pandemia e 0 aumento de internacfes de pacientes com COVID-19, o governo
estadual, em janeiro de 2021, ampliou a unidade com novos leitos, exclusivos para pacientes
com 0 novo coronavirus. A cobertura desse suporte de atendimento € voltada a populacédo
residente em 30 municipios do Oeste do Pard, Baixo Amazonas e Xingu.

Na sustentagdo dos dados acima, € relevante para um projeto de pesquisa, voltado para
0 monitoramento do virus SARS — CoV-2 e o seu potencial de transmissdo em &guas
residudrias produzidas pela populacdo, com a finalidade de fornecer indicadores
microbiologicos e georreferenciais que direcionem agdes de combate a disseminacdo do
COVID-19.

Consequentemente, a epidemiologia baseada em aguas residuais pode contribuir para
identificar curvas de contagio, comunidades infectadas e contribuicdes de assintomaticos, de
modo a fomentar sistemas de alerta rapido para a presenca de cargas virais. Quanto a
vigilancia em saude, os resultados poderdo subsidiar mapas de contagio e a consequente
mobilizacdo de recursos e profissionais para regies prioritirias de maneira mais rapida e
efetiva.

Além disso, campanhas de conscientizacdo e acOes associadas poderdo ser realizadas
em comunidades, seja via midias sociais e audiovisuais, bem como de maneira presencial em
ambientes escolares, comerciais e hospitalares, por exemplo. Ainda, em futuro préximo, a
epidemiologia em aguas residuais pode ser empregada para verificar a efetividade de vacinas
para controle da COVID-19 em escala comunitaria.

Portanto, diante do exposto, o presente estudo pretende atraves da “testagem indireta”
da circulacdo viral incluindo tanto os portadores sintoméaticos quanto os assintomaticos da
COVID-19, identificar e monitorar a presenca do virus SARS-CoV-2 em &guas residuérias no
municipio de Santarém, Pard, em pontos estratégicos, com uso de um método analitico, rapido

e preciso para evitar a propagacdo da doenca do novo coronavirus.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Realizar a deteccdo do SARS-CoV-2 em principais Estacdes de Tratamento de
Esgotos da cidade de Santarém (PA) que atendem a populacéo local, propiciando a geracéao de

indicadores que possam contribuir no mapeamento do processo de disseminagdo do virus.

2.2 Objetivos especificos

o Detectar o virus SARS-CoV-2 em aguas residuarias provenientes da Estacdo de
Tratamento de Esgoto, Elevatoria de Esgoto e Sistemas de Tratamento de Esgotos Sanitarios
hospitalar presentes na cidade de Santarém (PA), como um indicador para a presenca da
doenca COVID-19 no municipio;

o Realizar o tratamento das amostras com anélises fisico-quimica e bioldgicas para
identificagdo e quantificacdo do RNA do SARS-CoV-2 nas aguas residuérias,

o Associar os dados bioldgicos como indicadores da presenca do virus SARS-CoV-2
nos pontos amostrais e correlacionar com os indices de saude publica no periodo do

monitoramento em aguas residuarias no municipio de Santarém, Para.

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Os virus SARS-CoVs

Os virus sdo seres pequenos infecciosos, formados basicamente por uma céapsula
proteica envolvendo o material genético (DNA, RNA ou os dois juntos) geralmente sofrem
mudancas na sua estrutura, desde a simples capsula helicoidais para construcdes complexas.
Essas mudancas ocorrem no tamanho, nos mecanismos de replicacdo (brotamento para litico)
e no ciclo de vida que podem durar minutos ou horas (BOGLER et al., 2020).

Os virus coronas (CoVs) eram considerados pequenos patdgenos para humanos no
inicio deste século, mas nas Gltimas décadas causaram surtos significativos. Nos anos de 2002

e 2003 houve a sindrome respiratoria aguda grave (SARS) e 9 anos depois a sindrome
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respiratéria do Oriente Médio (MERS) ocorrida no ano de 2012 (YU Chen, LIU e GUO,
2020).

No final do ano de 2019, em Wuhan, provincia de Hubei, China, as autoridades locais
de saude relataram aglomerados de pacientes com pneumonia de causa desconhecida,
epidemiologicamente ligados a um mercado de frutos do mar (WANG et al., 2020). Diante da
situacdo, pesquisadores chineses buscaram identificar o virus causador desse surto local.

Portanto, o virus causador das infeccdes pulmonares nos pacientes, € 0 SARS-CoV-2
(Sindrome Respiratéria Aguda Grave Coronavirus 2) responsavel pela doenca COVID-19,
que apos a identificacdo, pesquisadores compartilharam a sequéncia genética (WRAPP et al.,
2020; HUANG et al., 2020).

A saber 0 virus do SARS-CoV-2 é de RNA de fita simples com envelope pertencente
ao género B-coronavirus, pertence a familia Coronaviridae (LU et al., 2020; MALIK et al.,
2020). O virus detém de polaridades positivas e ndo segmentadas, sdo responsaveis por uma
extensa sucessdo de gripes e infeccBes comuns do trato respiratério, envolvidos em doencas
como bronquite, bronquilote, pneumoniae afetando principalmente recém-nascidos, criancas e
idosos e também pacientes imunocomprometidos (GELLER et al., 2012).

O genoma do SARS-CoV-2 codifica 14 poliproteinas Open Reading Frames (ORF).
Na extremidade 5°, a ORF1lab ¢ o maior gene e esta envolvido na codificacdo de 14 proteinas
ndo estruturais, quanto aos genes das proteinas estruturais, na extremidade 3’: E (envelope);
M (membrana); N (nucleocapsideo) necessario a sintese viral, S (Spike) e HE (hemaglutinina-
esterase), que permite a entrada e a infeccdo da célula hospedeira (Figura 1 - A), além dos
genes de proteinas acessorias (ORF3a, ORF6, ORF8 e ORF10) (JIN Y et al., 2020; ORTZ-
PRADO et al., 2020).

A ordem dos genes do SARS-CoV-2 ¢ 5 — replicase ORF1ab-S-E-M-N-3’, ORF3ab,
ORF6, ORF7ab, ORF8, ORF9ab e ORF10 conforme demostrada na figura 1-B como 1a, 1b,
3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8, 9a, 9b, 10 (JIN Y et al., 2020).
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Figura 1 — Esquema representativo da particula viral e do genoma b-coronavirus. A: particula viral; B: genoma
viral.
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Fonte:Adaptado de Jin Y et al. (2020).
Os virus ndo possuem aparato enzimatico suficiente para replicacdo, necessitando de

células hospedeiras para completar o seu ciclo (BUSTIN, 2020). A entrada do SARS-CoV-2
em células humanas é mediada por glicoproteinas (spike — S protein) que se projetam da
superficie viral e interagem fortemente com a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2)
(LU et al., 2020; VIEIRA, 2011).

Para acontecer a replicacdo viral, € necessario um tempo entre a adsor¢do do virus nas
células hospedeiras até a liberacdo do virus, de maneira que ainda néo esta claro o tempo de
replicagéo viral, assim como, néo se sabe ao certo o tempo da resposta imune e consequente
do aparecimento de IgA, IgM e IgG no sangue (MENEZES, 2020). Lee CY-P et al. (2020)
apresenta um esquema do periodo de deteccdo tanto do RNA viral quanto dos anticorpos
contra 0 SARS-CoV-2 (Figura 2).

Figura 2 - Esquema representativo do periodo de deteccdo do RNA viral e dos anticorpos em individuos
infectados com o SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptado de Lee CY-P, et al, 2020.
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Quando os humanos sdo infectados, podem disseminar particulas virais de SARS-
CoV-2 que se mantém viaveis sob diferentes condi¢cGes ambientais e em diferentes superficies
(XIAO AT et al., 2020). Ressalta-se que o virus ndo estd imune a infeccdo e replicacdo no
sistema gastrointestinal (ZANG et al., 2020; ZHANG et al., 2020).

3.2 Vias de transmissao do virus SARS-CoV-2

O virus € transmitido especialmente por contato do individuo com goticulas e
aerossois durante a expiragdo, tosse (ou sem tosse), espirros e diferentes maneiras de exalacéo
de pessoas que estejam infectadas. Entretanto, hd probabilidade de contaminacdo por vias
oral-fecal, devido a estudos de células do sistema digestorio infectadas pelo virus (DING e
LIANG, 2020; ZANETI et al., 2020; RANDAZZO et al., 2020b, GUPTA et al., 2020).

Independente da via de transmissdo, quer seja respiratéria ou via oral-fecal do
coronavirus, ele possui o potencial de afetar varios 6rgdaos humanos, comprometendo a
funcionalidade normal do organismo (DING e LIANG, 2020). Especialistas chineses em
pesquisas conjuntas com especialistas do Hospital Renmin da Universidade de Wuhan e do
Instituto Wuhan de virologia da Academia Chinesa de Ciéncias, notaram que a diarreia era o
sintoma inicial de alguns pacientes infectados com o coronavirus. Logo o sintoma em
pacientes infectados até entdo mais comum era a febre.

A partir dessa observagéo fizeram amostragem retal anal dos pacientes e encontraram
acidos nucleicos virais nas fezes e em cotonetes utilizados nos exames. Mediante 0s
resultados, os pesquisadores alertaram sobre a possivel transmissdo do coronavirus através do
sistema digestdrio (XINHUA, 2020).

Ha possiblidade da transmissdo do SARS-CoV-2 por via oral-fecal por outros vetores,
como pelo contato de animais contaminados e/ou insetos que circulam por ambientes
possivelmente contaminados, como o0s esgotos e residuos hospitalares, que podem transportar
0 virus em seu corpo e trato digestivo, contaminando a superficie por onde passam e defecam
(HELLER et al., 2020). O autor esquematizou essas possiveis rotas de transmissao que estdo

representadas na figura 3.
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Figura 3 - Esquema ilustrativo com outras possiveis rotas de transmissdo do SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptado de Heller et al. (2020).

O ser humano infectado é capaz de disseminar particulas virais de SARS-CoV-2 que
permanecem acessiveis sob diferentes condigdes ambientais e em inumeras superficies
(KAMPF et al.,2020). Mesmo que a transmisséao direta de goticulas seja um importante via de
transmissao, a excrecdo fecal e a subsequente contamina¢do ambiental também podem levar a
presenca de particulas vidveis de SARS-CoV-2 (YEO et al., 2020).

Contudo, faz-se necessario estudos mais aprofundados sobre essa possibilidade de
transmissdo do coronavirus via oral-fecal, bem como a relacdo com sistema saneamento
ambiental. A &4gua é um veiculo de diversas doengas, 0 que traz a importancia de tratar dessa
relacdo saneamento ambiental quanto a presenca do virus ou de seus fragmentos no esgoto
como uma ferramenta para 0 monitoramento epidemiologico.

Alguns autores consideram que o baixo nivel de atendimento em saneamento
ambiental somado a alta densidade populacional e ao baixo poder econdmico, promovem
condicdes facilitadas a propagacao da doenga (ADELODUN et al., 2020). Outros concordam
que regibes com estrutura precaria de saneamento podem ser mais afetadas com a
possibilidade de transmissao via oral-fecal do coronavirus (ZANET] et al., 2020; HELLER et
al., 2020).

Em paises desenvolvidos, onde se alcanca universalizagdo dos servigos de
abastecimento de agua e tratamento de esgoto, alguns autores tendem a concordar com a baixa
probabilidade de contaminacdo pelo SARS-CoV-2, por essa via. Entretanto, autores que
convivem com uma realidade diferente quanto a abrangéncia universal desses servicos,

preferem ser mais cuidadosos em relagéo a essa possibilidade (GONZAGA, 2020).



20

3.3 Fonte do SARS-CoVs em aguas residudarias

Com o surgimento da COVID-19, alguns pesquisadores passaram a utilizar meios para
verificar se a carga genémica do virus SARS-CoV-2 estaria presente nas aguas residuarias,
principalmente pela falta de evidéncias quanto & transmissdo por vias
oral-fecal desse virus (RANDAZZO et al., 2020a). A identificacdo do SARS-CoV-2 se da por
meio da andlise da presenca de sua carga gendmica nas amostras, e para 0 monitoramento das
aguas residuarias ocorre a verificacdo da presenca de alguns primers especificos obtidos
durante o sequenciamento genético.

A técnica de transcricdo reversa e reacdo em cadeia da polimerase - PCR-gRT €
amplamente utilizada nos estudos para identificar e quantificar o RNA em amostras de aguas
residudrias. Pesquisadores vem utilizando essa técnica em seus estudos em varios paises na
identificagdo e quantificacgdo do RNA do SARS-CoV2 em &guas residuarias, apods 0s
primeiros estudos divulgados (MEDEMA et al., 2020; WU et al., 2020; WURTZER et al.,
2020).

Segundo pesquisadores, as aguas residuarias podem conter um numero consideravel
de virus infecciosos (NADDEO et al., 2020; MEDEMA, 2020; WOLFEL, 2020; WU et al.,
2020). Porém nas aguas cinzas, ndo se aplica esse conceito, tornando um meio inviavel para a
transmissdo do SARS-CoV-2 (WOLFEL, 2020), uma vez, que nas aguas cinzas, geralmente
contém detergentes, sabdes e outros desinfetantes, aos quais 0 SARS-CoV-2 se torna sensivel,
0 mesmo pode ocorrer nas aguas residuérias hospitalares, onde a concentracdo do virus é
abaixo do limite de deteccdo devido ao uso intenso de desinfetantes e diversos surfactantes
(KAMPF et al., 2020; CHIN et al., 2020).

Segundo a Organizacdo Mundial de Sadde, particulas de SARS-CoV-2 em aguas
residuarias tem meia-vida curta, o que possivelmente estd relacionado com as condicbes
adversas & manutengdo de seu envelope viral lipidico, contudo, ndo ha estudos sobre a
viabilidade de SARS-CoV-2 em esgotos 22.

Mesmo assim, ha diferentes estratégias para deteccdo de particulas viaveis e ndo-
viaveis que podem ser empregadas para identificar a presenca do virus no esgoto, 14 dentre as
estratégias, ha preocupacdo com a possibilidade de transmissdo fecal-oral da COVID-19,
especialmente em areas com falta de saneamento, onde a capacidade de diagndstico pode ser

limitada.
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3.4 Sobrevivéncia de SARS-CoVs em aguas residuarias e as variaveis ambientais

O conhecimento sobre a sobrevivéncia de espécies do género coronavirus na agua e no
ambiente, é importante para evitar futuras sindromes respiratdrias com potencial de
transmissdo ambiental. A inativacdo do Coronavirus na agua, depende essencialmente da
temperatura, dos niveis de matéria organica e da presenca de bactérias antagonistas
(Escherichia coli, Enterococcus spp., Bacillus spp., Clostridium spp., etc.) (GUNDY et al.,
2009).

Os virus do SARS-CoVs e outros envelopados mantém-se infectantes por varios dias
sob varias condi¢Ges ambientais, porém, fatores como, temperatura, pH, e matéria organica
afetam a infectividade dos SARS-CoVs em agua e esgoto. Em geral a temperatura é a variavel
mais importante para a sobrevivéncia dos virus, e em particular do SARS-CoVs (CHIN et al.,
2020; GELLER et al., 2012; WANG et al., 2005).

De acordo com estudos realizados por Wang et al. (2005) sobre a resisténcia do
coronavirus associado a sindrome respiratoria aguda grave, a retencdo mais longa da
infectividade dos SARS-CoVs foi observada em temperaturas mais baixas (por exemplo, 14
dias a 4 °C versus 2 dias a 25 °C em &guas residuais).

Por outro lado, estudos comprovam que temperaturas acima de 56 °C inativam com
seguranca 0 SARS-CoV-1 e 0 SARS-CoV-2 ap6s 90 minutos e 30 minutos, respectivamente,
provavelmente devido a desnaturacdo de proteinas e bicamadas lipidicas (DUAN et al., 2003;
JOHN & ROSE, 2005; CHIN et al., 2020).

Em relagdo a presenca de bactérias antagonistas, elas podem inativar os virus por meio
da atividade enzimatica extracelular. Por essa razdo, quanto maior a concentracdo de matéria
organica menor € o tempo de sobrevivéncia do virus em aguas residuais brutas. Mas no
contexto do tratamento de aguas residuais, a matéria organica pode adsorver ndo
especificamente ao envelope dos virus SARS-CoVs, de maneira que ird protegé-los de danos
oxidativos, cloragdo, radiacdo ultravioleta (UV) e predacdo por protozoarios ou metazoarios
(YE etal., 2016; CASANOVA et al., 2005; GUNDY et al., 2009).

Lai et al. (2005) observaram um impacto relevante no SARS-CoV-1 em relacéo ao pH
nas fezes de recém-nascido e de adultos com variacdo de horas e dias respectivamente,
atingindo pH de até 9. J& nos estudos de Chin et al. (2020) o0 SARS-CoV-2 em suspensao, nao
apresenta grande reducdo na qualidade de infeccdo apds 60 minutos em uma ampla faixa de
pH (3-10).
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3.5 Deteccdo do virus SARS-CoV-2 em agua residuéria

A técnica da PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) em tempo real com transcri¢éo
reversa (RT-qPCR) é considerada padrdo ouro pela Organizagdo Mundial da Salde para a
detec¢do do novo coronavirus (SARS-CoV-2) causador da Covid-19. Consiste, portanto, na
transcricdo reversa do RNA isolado das amostras de esgoto para cDNA e posterior
amplificacdo do material genético no equipamento de PCR em Tempo Real.

A deteccdo é realizada no formato RT-qPCR onde a transcricdo reversa e a
subsequente amplificacdo da sequéncia alvo especifica ocorrem no mesmo pogo de reagdo. O
alvo de RNA isolado € transcrito gerando DNA complementar pela transcriptase reversa que é
sequida pela amplificacdo de uma regido conservada dos genes ORF1ab e N para SARS-CoV-
2 usando iniciadores especificos e uma sonda marcada com fluorescéncia.

A presenca de uma sequéncia especifica do patdgeno na reacdo é detectada por um
aumento na fluorescéncia observada a partir da sonda correspondente duplamente marcada, e
é relatado como o valor limiar de ciclo (CT) pelo termociclador em Tempo Real. E importante
garantir a qualidade do processo, incluindo a sensibilidade e especificidade para o virus alvo;
portanto, controles positivos e negativos devem ser incluidos em cada teste, bem como o
marcador interno RP.

Na PCR convencional os resultados das reacdes sdo visualizados em padrdes de
bandas por eletroforese, quanto ao método de RT-PCR em tempo real utilizam-se primers e
dNTPs marcados por compostos fluorescentes. A emissdo e deteccdo de fluorescéncia
ocorrem durante a reagdo de PCR (MENEZES, 2020).

Uma fluorescéncia minima (eixo y) da fase exponencial de amplificacdo génica
corresponde ao threshold, que é tracado horizontalmente no gréafico, e € utilizado para calcular
o limite de ciclo (CT) de cada amostra. O CT corresponde ao nimero de ciclos de PCR
necessarios para o inicio da amplificacdo, ou seja, 0 momento em que a fluorescéncia emitida
ultrapassa a linha do limite. Dessa forma, o CT tem relacdo inversamente proporcional a
quantidade de sequéncia alvo presente na amostra (MENEZES, 2020).

O diferencial da RT-PCR em tempo real, no entanto, ¢ a utilizacdo de termocicladores
especiais que, além de realizar os ciclos de temperatura, possuem leitores de fluorescéncia que
fornecem dados sobre a quantidade de DNA formada durante a reacdo. Cada nucleotideo
fluoresce em um determinado comprimento de onda que € captado pelo leitor do

termociclador e os dados sdo analisados por um programa (VIEIRA, 2011).
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3.6 Sistema de esgotamento sanitario no Brasil

A qualidade de vida da sociedade esta diretamente associada ao saneamento basico,
que se define como um conjunto de servicos, infraestrutura e instalacbes operacionais de
abastecimento de agua, esgotamento sanitario, limpeza urbana, drenagem urbana, manejos de
residuos sélidos e de aguas pluviais, afim de prevenir doencas, promover a saude e melhorar a
qualidade de vida da populacdo (BRASIL, 2007).

Dentre as intervencBes para a promog¢do de salde publica, o esgotamento sanitario
apresenta atividades como a coleta e o tratamento de esgotos essenciais para 0 saneamento
basico, que por sua vez, apresenta déficit perceptivel nas areas periféricas dos centros urbanos
e nas zonas rurais, cujo dados confirmam essa percepcgao.

No Brasil, apenas 2.807 municipios contam com sistemas publicos de esgotamento
sanitario, porém, a universalizacdo desse servi¢co abrange apenas alguns desses municipios,
atendendo um pouco mais de 10% da populacdo residente em area urbana (SNIS, 2021;
IBGE, 2020). Salienta-se para os 1.937 municipios que utilizam solucdes alternativas
individuais como fossa séptica, fossa rudimentar, vala a céu aberto e lancamento em cursos
d’agua apenas a fossa séptica é considerada adequada pelo Plano Nacional de Saneamento
Basico.

Uma vez que os indices de atendimento total e urbano para as macrorregifes
apresentaram maiores indices para o Sudeste (80,5% e 84,9%, respectivamente) e 0s menores,
para o Norte (13,1% e 17,2%), retratando uma desigualdade na distribuicdo dos servicos de
esgotamento sanitario, onde regides sdo mais beneficiadas em relacdo a outras, na qual a
populacéo vive desassistida pelo governo e pelas politicas puablicas (SNIS, 2021).

Desse modo, pode-se afirmar que ndo ha universalizacdo dos servigos de saneamento,
e esta longe de se cumprir os Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel — ODS definidos
pelos paises membros da ONU para ser cumprida até 2030, tampouco, a meta da Politica
Nacional de Saneamento, que deveria assegurar a disponibilidade e gestdo sustentavel da agua

e saneamento para todos.

3.7 Caracterizagao do esgoto

A norma da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR n° 9.648/86

define esgoto sanitario como "despejo liquido constituido de esgotos doméstico e industrial,
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agua de infiltracdo e a contribuicdo pluvial parasitaria”. O esgoto doméstico constitui a
parcela de despejo liquido resultante do uso da agua para higiene e necessidades fisioldgicas
humanas. E composto, em quase sua totalidade, por agua e por diversos componentes
(impurezas) que alteram sua qualidade.

Tais impurezas podem ser representadas de forma simplificada por suas caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas (Figura 4). As caracteristicas fisicas sdo relacionadas ao
tamanho e ao estado das impurezas. As quimicas se relacionam as substancias que apresentam
o carbono como elemento principal, substancias orgéanicas, e as inorganicas, que nao
apresentam o carbono como elemento principal. Ja as caracteristicas bioldgicas dizem respeito
aos seres vivos (microrganismos), que podem produzir doencas ou ndo (VON SPERLING,
2005).

Figura 4 - Fluxograma explicativo das caracteristicas, fisicas, quimicas e biolégicas do esgoto.
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Fonte: VON SPERLING (2005) - Adaptado de BARNES et al. (1981).

A nova composicdo da agua utilizada envolve diversas impurezas que a torna
prejudicial ao meio ambiente e & salde de seres humanos e de animais, podendo agir,
também, como agente veiculador de doencas. Essa dgua recebe o nome de esgoto, aguas
servidas ou aguas residuarias, e seu lancamento direto ao meio ambiente, principalmente em
corpos hidricos, pode contribuir para a deterioracdo da qualidade ambiental e da saude

humana, entre outros problemas.
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3.8 Monitoramento epidemioldgico a partir do esgoto no mundo e no Brasil

Com o avanco da pandemia ocasionada pelo SARS-CoV-2, a nivel mundial, os
pesquisadores vém alertando para a necessidade de monitoramento das &guas residuarias.
Atualmente, varios estudos detectaram RNA do SARS-CoV-2 em 4guas residuérias (AHMED
et al., 2020; LA ROSA et al., 2020; LODDER e DE RODA HUSMAN, 2020; MEDEMA et
al., 2020; RIMOLDI et al., 2020; WU et al., 2020a; WURTZER et al., 2020), e o teste de
aguas residuais foi sugerido como uma ferramenta de alerta precoce ndo invasiva para
monitorar o status e a tendéncia da infeccdo por COVID-19 e como um instrumento para
ajustando a resposta de saude publica (DAUGHTON, 2020; MALLAPATY, 2020; NADDEO
e LIU, 2020).

Os primeiros resultados positivos para a presenca de SARSCoV-2 em amostras de
esgoto foram publicados na Holanda em margo de 2020. O Instituto Nacional Holandés de
Salde Publica e Meio Ambiente (Dutch National Institute for Public Health and the
Environment) detectou o novo coronavirus em amostras de aguas residuarias provenientes do
Aeroporto de Amsterda-Schiphol e de sete ETEs das cidades de Kaatsheuvel e de Tilburg, em
amostras coletadas, ap6s duas semanas da confirmagdo do primeiro paciente com COVID-19
(MEDEMA et al., 2020)

Segundo os autores, os resultados encontrados corresponderam parcialmente com a
sensibilidade observada em analises clinicas de SARS-CoV-2, evidenciando a capacidade
inequivoca do uso de aguas residuérias para monitoramento da dispersao viral, bem como
para a criagdo de um sistema de vigilancia em salde baseado na anélise de esgotos. Passados
alguns dias da divulgacédo dos resultados na Holanda, foram detectados altos titulos de SARS-
CoV-2, por gRT-PCR e sequenciamento direto de DNA, em aguas residuarias coletadas em
marco em uma grande ETE de Massachusetts, nos Estados Unidos (WU et al., 2020).

Além dos resultados pioneiros obtidos na Holanda e nos Estados Unidos, a revista
Nature noticiou no inicio de abril que varios grupos de pesquisa ja iniciaram analises de aguas
residudrias para investigar a presenca do novo coronavirus (MALLAPATY, 2020). Conforme
a noticia, resultados positivos ja haviam sido encontrados em amostras coletadas na Suécia, e
também uma mobilizacdo crescente de diferentes grupos de pesquisa de todo mundo que estdo
se alinhando em busca do compartilhamento de protocolos e experiéncias.

No periodo de margo a abril a Espanha detectou RNA do SARS-CoV-2 em &gua

residudrias tratadas em amostras de esgoto em seis diferentes estacdes de tratamento de aguas
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residuais (ETARS) nas principais cidades do Regido de Murcia, Espanha. O estudo confirmou
a eficacia dos tratamentos terciarios implementados nas ETARs contra 0 SARSCoV-2
(RANDAZZO, 2020b). Outros paises estdo fazendo o monitoramento das aguas residuarias,
como Austrélia, Nova Zelandia, Portugal, Canada e Malasia.

No Brasil, pesquisadores do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da
Escola de Engenharia da UFMG iniciaram a investigacdo de aguas residuarias de Belo
Horizonte e Contagem (MG). A deteccdo e quantificacdo do coronavirus em amostras de
esgoto nas cidades de Belo Horizonte e Contagem conta com a colaboragédo entre a Agéncia
Nacional de Aguas (ANA), o Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em EstacBes
Sustentaveis de Tratamento de Esgoto (INCT - ETEs Sustentaveis — UFMG), a Companhia de
Saneamento de Minas Gerais (Copasa), o Instituto Mineiro de Gestdo das Aguas de Minas
Gerais (Igam) e a Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais (SES) (CHERNICHARO et
al., 2020).

Os dados obtidos e utilizados foram a partir da analise de amostras colhidas em 24
pontos localizados nas bacias hidrograficas dos Ribeirdes Arrudas e Onca. Esses pontos
selecionados permitiu o monitoramento do esgoto de forma regionalizada, em locais
representativos de diferentes estratos sociais da populacdo e também de alguns hot spots como
os hospitais de referéncia para tratamento da COVID-19. O monitoramento dos esgotos €
considerado pelos autores como uma forma de “testagem indireta” da circulagdo viral ja que
inclui tanto os portadores sintomaticos quanto os assintomaticos da COVID-19.

No Rio de janeiro, na cidade de Niterdi estd sendo desenvolvido o Projeto de
vigilancia epidemiol6gica do SARS-CoV-2 por pesquisadores da Fundacdo Oswaldo Cruz em
parceria com a prefeitura de Niter6i a partir da analise de amostras do esgoto coletados
semanalmente em 29 pontos da rede coletora do municipio. O estudo apresentou deteccdo em
94% das amostras coletadas logo nas quatro primeiras semanas de junho.

O monitoramento epidemiolédgico a partir do esgoto pode ser uma ferramenta de
vigilancia epidemioldgica e acompanhamento da evolugdo ou ressurgimento da circulagdo do
virus em setores de um municipio, principalmente a partir do relaxamento das medidas de
isolamento social, bem como no auxilio ao estabelecimento de agdes emergenciais e areas
prioritarias para o enfrentamento da doenca. Também pode servir como um alerta, apds o
estabelecimento de seu controle (FIOCRUZ, 2020).

H4& indicios que a circulagdo do virus em diversas comunidades tenha se iniciado

meses antes do surgimento dos primeiros casos oficialmente relatados de infec¢do, como
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demonstra o estudo realizado pela UFSC a partir de amostras de esgoto coletadas entre
outubro de 2019 e marco de 2020 na cidade de Florianopolis, em Santa Catarina. As amostras
haviam sido congeladas, o que permitiu a analise posterior quanto a presenca da carga
gendmica do SARS-CoV-2 neste periodo que precede o registro oficial do primeiro caso de
COVID-19 na cidade.

No estudo, Fongaro et al. (2020) confirmaram a presenca do virus nas amostras
analisadas, demonstrando a importancia do monitoramento do esgoto em tomadas de decisao,
visto que a deteccdo do SARS-CoV-2 ocorreu em amostras coletadas 90 dias antes do
primeiro caso registrado em territorio nacional. Dessa forma, o monitoramento do SARS-
CoV-2 em aguas residuais a implementacao de estacbes de tratamento de esgoto e a melhoria
do saneamento e da qualidade da &gua, podem ser significativos ao combate deste e outros

agentes patogénicos transmitidos pela agua (ADELODUN et al., 2020).

4 METODOLOGIA

4.1 Area de estudo

A pesquisa foi desenvolvida no municipio de Santarém, regido Oeste do Para,
considerado o 3° municipio mais populoso do estado do Para, o 7° de toda a regido Norte e 0
83° do Brasil (IBGE, 2017). O municipio possui uma populacdo de 304.589 habitantes, que
esta dividida em 48 bairros distribuidos em uma &rea de 17.898,390 km? (IBGE, 2019).

O estudo ocorreu na area urbana de Santarém em trés pontos amostrais determinados
para coleta de aguas residuérias: (i) Poco Umido ETE lrura (ii) Estacdo de Tratamento do
Hospital Regional e (iii) Estacao Elevatdria de Esgoto do Residencial Salvacéo.

O tratamento das amostras foi realizado em dois distintos ambientes: Laboratorio de
Biologia Molecular — LABIMOL e o Laboratorio de Tratamento de Aguas Residuarias —
LabTAR, localizados na UFOPA Santarém, unidade Tapajés (Figura 5).
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Figura 5 - Mapa de localizagdo dos pontos de coleta e do local do experimento das amostras de aguas
residuérias.
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Fonte: Autor (2022).

4.2 Caracterizacao dos pontos amostrais

Os critérios de selecdo dos pontos de coleta priorizaram a populagdo conectada com o
sistema de esgotamento sanitario do municipio, principalmente as que estdo inseridas em
locais que estdo em condi¢Bes de alta vulnerabilidade social, habitacional e econémica e, a
influéncia de um hospital regional que tem referéncia no atendimento de casos graves da
doenga COVID-19 no Oeste do estado, tendo em vista a eventual carga viral mais elevada em
funcéo do atendimento a pacientes com casos suspeitos e confirmados da doenga.

Em tempos de pandemia a abordagem da epidemiologia baseada em aguas residuarias
é importante correlacionar o tamanho da populacdo conectada ao sistema de esgoto com a
concentracdo de virus entéricos presentes nas aguas residuarias, como uma ferramenta para o
monitoramento epidemioldgico. A populacdo conectada ao sistema de esgoto tem um impacto
direto na concentracdo de SARS-CoVs em aguas residuérias e, portanto, tem o potencial de
disseminacdo (BOGLER et al., 2020).

A realizacdo dessa abordagem em paises e regifes mais suscetiveis a escassez de bens
e recursos torna-se eficaz e sustentavel, uma vez que, as taxas de teste para a COVID-19 sdo
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baixas em comparagdo com os paises desenvolvidos devido a falta de Kits de teste adequados
e instalagdes (KAVANAGH et al., 2020; JOHN NKENGASONG, 2020).

4.2.1 Estacdo de Tratamento de Esgoto do lrura (ETE)

E um componente do sistema de esgotamento sanitario do municipio de Santarém,
gerido pela Companhia de Saneamento do Para (COSANPA), no qual o sistema de coleta e
transporte corresponde ao tipo separador, ou seja, projetado para transportar apenas esgoto.

As &guas residuérias tratadas na ETE consistem em esgotos sanitarios oriundos
principalmente de residéncias, edificios comerciais, instituicdes e edificacBes que contém
instalacdes de banheiros, lavanderias, cozinhas e demais dispositivos que utilizam agua para
fins domésticos, que possuem a composicao de afluente de higienizacdo e limpeza doméstica,
urina, fezes, papel, restos de comida, sabdo e detergente.

A ETE - Ilrurd foi dimensionada considerando uma populacdo equivalente de
40.000/50.000 habitantes, para contribuicao hidraulica de 165-192 litros/habitante/dia (Tabela
1). Porém, o atendimento de esgotamento sanitario € parcial, com contribuicdo de esgoto
apenas do Residencial Salvacdo e algumas empresas locais, atendendo em torno de 25 mil
habitantes.

Portanto, o servico nao abrange toda area urbana, logo a responsabilidade é de o
morador instalar sumidouros e fossas sépticas para tratar o seu esgoto de acordo com o
Cddigo de Posturas do Municipio. Atualmente estdo sendo ampliadas obras de esgotamento
sanitario no municipio, como instalacdo de rede, construcdo de mais uma elevatdria e reator
do tipo D-BOX.

Tabela 1 - Informages de dimensionamento da Estagdo de Esgoto de Tratamento do Irura.

Populacéo 40.000 — 50.000 habitantes
Contribuicao 165 -192 litros / habitantes- dia
Vazdo diaria 7680 m3/dia
Vazdo média 320 m/ hora (88,88 L/s)

Vazado maxima 360 m3/ hora (100,0 L/s)

Fonte: Melo Azevedo (2016).
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4.2.2 Estacdo Elevatdria de Esgoto do Residencial Salvacéo (EEE)

De acordo com o projeto de lei 211/2021 o Residencial Salvagdo possui uma extensao
territorial considerada a maior do Brasil do Programa Minha Casa minha Vida, possuindo
cerca de 17 mil moradores e o Projeto vem ao encontro dos anseios da populacao local, tendo
em vista que ja consideram o residencial um bairro de fato.

O bairro possui uma boa infraestrutura em comparacgdes a outros bairros da cidade, no
que diz respeito ao esgotamento sanitario, que conta com uma rede coletora de 21,9 km de
tubulacdo com diametros entre 150 e 350 mm em PVC, 387 pocos de visita e 3.195 ligacdes
prediais.

A rede que interliga a elevatdria do Residencial Salvacdo até a ETE-Irura possui
extensdo de 53.174,90 m, que recalca o esgoto pela Rodovia Fernando Guilhon no ponto alto,
de onde escoa por gravidade por um emissario construido na rodovia, que ultrapassa o igarapé
Irura e se estende até a ETE Irura, constituindo a principal vazdo de esgoto entrante e ao

tratamento em reatores UASB.

4.2.3 Hospital Regional

O Hospital Regional do Baixo Amazonas do Para Dr. Waldemar Penna, sediado no
municipio de Santarem (PA), € uma unidade de satde publica pertencente ao Governo do Para
e administrado pela Organizacdo Social Pro-Saude Associacdo Beneficente de Assisténcia
Social e Hospitalar. E a principal referéncia no Oeste do estado para atendimento de casos
graves da doenca COVID-19.

Em 2020, ano marcado pela pandemia, o numero de internagdes na UTI do HRBA
aumentou em 41% na comparagdo com 2019. Das 1.153 internagdes na Unidade de Terapia
Intensiva, 671 foram relacionadas & Covid-19. Contudo, houve a necessidade de implantagédo
de novos leitos para atendimento especifico ao coronavirus.

Portanto, em janeiro de 2021, o HRBA abriu 41 novos leitos, totalizando 69 leitos
exclusivos para pacientes com 0 novo coronavirus, dedicados ao atendimento da populacao
residente em 30 municipios do oeste do Para, Baixo Amazonas e Xingu. Deste total, 51 sdo de
UTI e 18 clinicos (para a estabilizagdo de pacientes) (HRBA, 2021).


http://prosaude.org.br/
http://prosaude.org.br/
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No ano de 2021 a unidade atendeu uma estimativa mensal 36.251 pacientes e com 0
quadro de funcionarios de 1.458 atuando diretamente no hospital, atendendo a demanda

originaria da Central de Regulacdo do municipio de Santarém.

4.3 Procedimento da coleta das amostras de agua residuarias

Neste estudo utilizou-se amostras de agua residuérias coletadas antes do tratamento,
Ou seja, esgoto bruto, referentes aos trés pontos de coletas anteriormente definidos. A escolha
pela coleta do esgoto bruto se justifica pelos estudos realizados por diversos pesquisadores em
varios paises, onde apontam a presenca do virus no esgoto antes do tratamento.

Na Espanha foram analisadas amostras de esgoto bruto e tratadas de seis estacdes de
tratamento de aguas residuarias por Randazzo et al. (2020b), apresentando presenca da carga
genbmica do virus SARS-CoV-2 nas amostras de esgoto bruto e para as amostras nas fases de
tratamento secundario os resultados foram contrarios de forma total ou parcial.

Na Italia, Australia também tiveram amostras de esgoto bruto coletadas de estacdes de
tratamento com resultados positivos para a carga genémica do virus, esses estudos foram
respectivamente realizados por Rosa et al. (2020) e Ahmed et al. (2020). De acordo com o
CDC, o novo coronavirus ainda ndo foi detectado em amostras de agua tratada.

Nesse sentido priorizou as amostras de esgoto, coletadas quinzenalmente,
compreendendo um periodo de 7 meses (marco a setembro de 2021) totalizando 13
determinacOes (Tabela 2). A coleta aconteceu de forma paralela nos trés pontos amostrais,
sempre no horario da manha. Os codigos foram determinados por letras referentes as estaces

de coleta e por ordem da coleta definidos por nimeros.

Tabela 2 - Determinac@es realizadas por pontos das amostras aguas residudrias mensais no ano de 2021.

Determinacéo Codigos Data Més
1° T1; Hy, Ex 30/03/2021 Margo
20 To; Ho, E2 13/04/2021

Abril
3° Ts; Hs, E3 27/04/2021
40 Ta; Ha, Es 11/05/2021 _
Maio
50 Ts; Hs, Es 25/05/2021
6° Te; He, Es 08/06/2021
Junho
7° T7; H7, E-; 22/06/2021

8° Ts; Hs, Es 06/07/2021 Julho
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Qo To; Ho, Eg 20/07/2021

10° T10; Hio, E1o 03/08/2021

11° T11; Hug, En 17/08/2021 Agosto
12° Ti2; Hiz, Er2 31/08/2021

13° T13; Hiz, Ei3 14/09/2021 Setembro

Fonte: Autor (2022).

Atentou-se para organizagdo dos materiais utilizados na coleta, para a caracterizagdo
do local, bem como, o condicionamento e armazenamento das amostras em campo, todos
esses critérios foram observados e registrados em uma ficha de coleta de amostras para
analise fisico-quimica e bioldgica para a garantia da realizacdo da coleta e durabilidade das

amostras.

4.3.1 Caracterizacdo do local da coleta e das amostras de agua residuarias

Foi feita uma observagdo sistematica in loco baseada em uma estrutura pré-formulada
para facilitar a analise do material coletado segundo os tipos de observacGes de Gil (2006).
Esse tipo de observacao sistematica permitiu a producéo de dados quantitativos.

Na sequéncia foi feita a identificacdo do ponto de amostragem, a determinagéo
referente ao dia da coleta e gerado um codigo de Identificacdo. Atentou-se para data, hora do
inicio e término da coleta, bem como os intervalos de uma para outra durante a coleta,
procedéncia da amostra composta e final: a primeira refere-se quantidade de amostra coletada
a cada intervalo de tempo (minutos) e segunda a quantidade total coletada e retirada no final
da amostragem para fins de analises laboratoriais.

Outras caracteristicas também foram observadas e registradas in loco, como: a
temperatura local, evidencias de chuvas nas 24h precedente a coleta, o fluxo do esgoto bem
como, o tanque de coleta, dentre outras informacdes relevantes para a pesquisa. Para o
registro das informacdes foi utilizado de forma cursiva, para 0 melhor entendimento apés a
coleta, ou seja, sdo melhor detalhadas posteriormente (BELEI et al., 2008).

Feitas essas observacOes e registros, iniciou-se a coleta de forma manual, com todo o
0s equipamentos de protecdo necessarios para protecdo da salde do coletor. A coleta seguiu
conforme o protocolo utilizado no Projeto-piloto Covid Esgotos realizado pelo Instituto
Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Estacfes Sustentaveis de Tratamento de Esgoto (INCT
ETEs Sustentaveis - UFMG), com iniciativa conjunta da Agéncia Nacional de Aguas (ANA)
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em parceria com a Companhia de Saneamento de Minas Gerais (COPASA), o Instituto
Mineiro de Gestdo das Aguas (IGAM) e a Secretaria de Estado de Salde de Minas Gerais
(SES).

A cada 12 minutos coletou-se 500 ml de amostra (Figura 6 - A) e reservou-se em um
balde dentro de um isopor com gelo para conservacdo da amostra em temperatura a 4° C
durante o periodo da coleta (Figura 6 - B), e no final da coleta, retirou-se uma amostragem de
2 L de afluente que foram submetidos para as analises fisico-quimica e biologicas (Figura 6 -

C), e o restante das amostras foram descartadas novamente no tanque (Figura 6 - D).

Figura 6 - Procedimento realizado para a coleta de 4gua residuaria nos pontos amostrais. A: Amostra composta;
B: Conservacdo da amostra; C: Amostra final; D: Descarte das amostras composta.

Fonte: Autor (2022).

As técnicas de preservagdo sdo vitais para minimizar alteracfes das amostras, e neste
estudo seguiu-se a metodologia utilizada por Randazzo (2020) sob refrigeracéo a 4° C durante
a coleta e o transporte para a concentracdo viral em 24 h. Contudo, preservou-se as
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas durante a coleta e o transporte até o laboratorio
em curto prazo (< 24 horas).
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Durante o monitoramento realizado nos trés pontos, obteve-se 38 amostras de aguas
residudrias no total, nas quais foram analisadas para fins de dados qualitativos para
presencga/auséncia do virus no esgoto e, quantitativos quanto ao numero de copias de RNA do
virus para estimativa da populacdo infectada (Tabela 3).

Das treze determinagdes cumpriu-se o total no HRBA e na EEE. Na ETE cumpriu-se
12 determinac0es, por motivos de manutencdo operacional realizada no tanque imido (ponto

de chegada do esgoto), impossibilitou a realizacdo da coleta no dia 11/05/2021.

Tabela 3 - Determinagdes realizadas em cada ponto amostral de dgua residuérias.

Pontos amostrais Amostras coletadas e analisadas
ETE 12
HRBA 13
EEE 13
Total 38

Fonte: Autor (2022).

4.4 Analises fisico-quimica das amostras de agua residuérias.

As analises ocorreram paralelamente com as coletas no periodo de mar¢o a setembro
de 2021, realizadas quinzenalmente, totalizando 13 determinagfes. No LabTAR as amostras
de esgoto coletadas em campo (mantidas a 4° C durante o tempo de coleta) passaram por
andlises fisico-quimica e foram submetidas aos métodos analiticos e recomendacOes
preconizadas pelo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA,

2012), conforme a tabela 4 abaixo:

Tabela 4 - Pardmetros Fisicos e Quimicos e 0s respectivos métodos utilizados.

Parametros Meétodos analiticos Referéncia
Temperatura (°C) 2550 / APHA (2012)
pH Potenciometrico 4500 / APHA (2012)
Alcalinidade Tli)_tl";ll (mgCACOs. Kapp BUCHAUER (1998)
Alcalinidade AGV (mg. LY) Kapp BUCHAUER (1998)

Fosforo total (mg. L)
Ortofosfato soltvel (mg. L ™)

Sélidos Totais (mg. L™): Gravimétrico 2540 D. / APHA (2012)

Acido Ascorbico 4500-P E. / APHA (2012)
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(ST; SV; SF)
Solidos Suspensos (mg. L™):
(SST; SSV; SSF)

Amoénia (mgN-NH4*. L?) Semi-Micro Kjeldahl 4500-NH3/APHA (2012)
- NA- | L Colorimétrico 4500 -NO2 B. / APHA

NI (ENANOR: (55 Diazotizacio (2012)

Nitrato (mgN-NOs~. L?) Salicilato de Sadio Rodier (1975)

Titulométrico

DQO total e filtrada (mgO2. L) Refluxagiio Fechada

5220 C. / APHA (2012)

Fonte: Autor (2022).

*DQO - Demanda Quimica de Oxigénio; pH - Potencial Hidrogenidnico; ST - Sélidos Totais; SV - Sélidos
Volateis; SF — Solidos Filtrados; SST — S6lidos Suspensos Totais; SSV — Soélidos Suspensos Volateis; SSF -
Sélidos Suspensos Filtrados.

A viabilidade de CoVs como o SARS-CoV-2 diminui em aguas residuais devido
algumas variaveis ambientais, como a temperatura, pH, solidos, micropoluentes. Contudo, 0s
parametros que foram avaliados representam as principais caracteristicas fisico-quimica e
bioldgica das aguas residuérias, que auxiliaram na interpretacdo dos resultados das analises
bioldgicas, principalmente nas concentracdes do virus, e a relacdo com as caracteristicas de
diluicdo do esgoto provenientes consumos per capita de dgua e contribuicdes de infiltracdo e de

agua de chuva.

4.5 Analises bioldgicas das amostras de agua residuarias

4.5.1 Concentracéo viral

Para a concentracdo do virus, as amostras foram processadas de acordo com a
metodologia adaptada de Symonds et al. (2014) e Ahmed et al. (2015), assim como buscou-se
seguir a adaptacdo desse mesmo protocolo realizada pela Universidade Estadual do Paraiba
(UEPB). No LABIMOL, as amostras de esgoto coletadas em campo (logo ap6s a coleta)
passaram por varias etapas de processamento.

Primeiramente as amostras foram acidificadas, utilizando Cloreto de Magnésio
(MgCl2 2,5 mM) que auxiliou na amplificacdo dos acidos nucleicos, aumentando a atividade
das Tags Polimerases e, o acido acético (HAc 10 M) que permitiu maior aderéncia das
particulas virais na membrana carregada eletronegativa durante a filtragem. Contudo, iniciou-
se 0 processo de concentragdo do virus conforme as etapas abaixo:

o Primeiro houve a preparacdo das amostras. Em um Becker, foi separado uma aliquota

de 200 ml (volume filtrado) de cada amostra, em seguida, foi adicionado 10 ml de MgCl» 2,5
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mM, e no pHmetro, apds a leitura da pH, com auxilio de um agitador, foi-se adicionando
gotas de HAc 10 M até atingir o pH na faixa de 3,0 a 3,5.

o Apos a acidificacdo, foram colocadas aliquotas das amostras em tubos Falcon de 15ml
(para obter os 200 ml utilizou-se 12,5 ml em 16 tubos) e centrifugadas a 5500 rpm, por 5
minutos para a separacdo do material particulado.

o Com as amostras centrifugadas, houve a filtragdo para concentracdo viral em
membrana. Foi utilizado uma bomba e um sistema de filtragdo a vacuo (Figura 7). A filtragdo
ocorreu em membrana MCE hidrofilica (0.45-um-pore-size) em duplicata (200 ml em cada
membrana).

o Com o auxilio de uma pinca, usando luvas de Nitrilo, colocou-se a membrana no Kit
de filtracdo, pingou-se sobre a membrana 5 a 6 gotas de acido acético (HAc 1 M) para
umedecé-la e em seguida retirado o excesso do &cido antes de despejar a amostra para a
filtracdo.

o O tempo de filtracdo, levou em média de 1 a 2h para cada amostra. No término de
cada filtracdo, o kit de filtracdo foi lavado e esterilizado com &gua destilada para uso da
proxima amostra, e o material filtrado foi descartado (processo repetido em todas as
amostras).

o Apos a filtragdo, foi retirada cuidadosamente a membrana do kit (Figura 8 - A), e
picotada com auxilio de uma tesoura sobre papel aluminio (Figura 8 - B), e colocada em um
micro tubo (eppendorf) de 2 ml (devidamente identificado) (Figura 8 - C) e armazenado no
freezer a - 20° C durante 24h no méaximo, e depois armazenada no ultra freezer — 80° C até o
processo de extracdo viral.

O método de filtracdo atraveés da membrana eletronegativa para concentragdo de RNA
viral, sdo especificamente usadas para a concentracdo de virus entéricos em amostras de
esgoto e outros efluentes (SYMONDS et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2017), com eficiéncia de
recuperacdo de 31% a 78% para adenovirus humano e poliomavirus (AHMED et al., 2015).
Virus envelopados, como 0 SARS-CoV-2, apresentam alta afinidade de adsorcdo a membrana
eletronegativa (HARAMOTO et al., 2009) e a fracdo solida presente no esgoto, quando
comparado aos virus ndo envelopados (YE et al., 2016).

O método de adsor¢cdo em membrana eletronegativa e extracdo do RNA viral
diretamente da membrana é um método simples, de baixo custo e relativamente rapido para

processar grande nimero de amostras, se comparado a outros métodos (Ahmed et al., 2020b).
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Figura 7 - Sistema de filtracdo a vacuo utilizado para a concentracdo viral das amostras de aguas residuarias.

Fonte: Autor (2022).

Figura 8 — Processo realizado ap6s a filtracdo das amostras. A: Membrana concentrada; B: Picotamento da
membrana; C: Membrana dentro de um micro tubo (eppendorf) de 2 ml.
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Fonte: Autor (2022).

4.5.2 Eluicao viral

A eluicéo viral, ocorreu no final de todo o processo envolvendo a coleta e filtragao (7
meses apos primeira coleta). Foram retiradas do ultra freezer as amostras (membrana picotada
no tubo) e adicionada ao micro tubo de cada amostra 1,7 ml de solugdo Phosphate-bufferid
saline! 1x (PBS) e 3 pérolas de vidro (2-3 mm de didmetro). Em seguida o material foi
agitado em vortex-mixer durante 10 minutos para favorecer a elui¢ao do virus (Figura 9 - A).

Apos a resssuspensdo, as amostras foram centrifugadas a 7000 rpm, por 10 minutos
(Figura 10 - B). Na cabine foi transferido para um novo micro tubo de 2 ml devidamente

etiquetado, o volume do sobrenadante de 1,5 ml.

! Solugéo utilizada nas etapas de concentragio de SARS-CoV-2 de 4guas residudrias e ensaios para detecgdo de
PCR dos estudos de Randazzo et al. (2020).
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Figura 9 - Processo de eluicdo viral realizado nas amostras apds a concentracdo viral. A: ressuspensdo do
material; B: Separacdo do material por centrifugagéo.

a B, @

Fonte: Autor (2022).

A ressupensdo com o uso da solucdo de Phosphate-bufferid saline (PBS) objetivou-se
manter o pH constante nas amostras, ou seja, como uma solucdo tampdo durante o
processamento das amostras. Ressalta-se para 0s reagentes, utilizou-se para esta solucao:
Cloreto de Sodio (NaCL), Cloreto de Potassio (KCL), Monofosfato Dibasico (Na2HPO4) e
Fosfato de Dibasico (KH-Poa).

4.5.3 Extracdo do RNA viral

As amostras foram extraidas de acordo com o kit comercial Maxwell RSC Viral Total
Nucleic Acid Purification Kit catdlogo AS1330 (PROMEGA) através do instrumento
automatizado Maxwell RSC (Figura 10). Antes da extracdo houve o procedimento de
sanitizacdo na cabine de seguranca bioldgica (CSB) por 15 (quinze) minutos através de luz
ultra UV, para a garantia de desinfeccdo do local para ndo haver contaminacgdo das amostras.



39

Figura 10 - Equipamento utilizado para a extracdo do RNA do SARS-CoV-2 das amostras de agua residudrias.

Fonte: Autor (2022).

Antes de funcionar o sistema automatico de extracdo, foram realizados alguns
processos manuais, como a configuracdo do equipamento Banho Maria a 56°C, a preparacao
do mix (Tampéo de Lise (Lysis Buffer) e proteinase K (proteinase k solution)) conforme a
tabela 5 abaixo.

Tabela 5 - Reagentes utilizados para o mix.

Reagente Volume por amostra ~ Mix para 48 amostras*
Tampao Lise (Lysis Buffer) 270 pl 15,9 ml
Proteinase K (proteinase k solution) 30 ul 1.590 pl

Fonte: kit Maxwell RSC Viral Total Nucleic Acid Purification.
*adicional de 10%.

Em seguida na placa KingFisher ™ Deepwell 96 pocos, foi adicionado 120 pl de
amostra em cada pocgo e 300 pl do mix de tampé&o de Lise/proetinase K. Com a placa selada
com filme adesivo transparente foi agitado a 900 rpm por 10 segundos. Em seguida a placa foi
encubada por 10 minutos em Banho-Maria a 56 °C.

Houve a preparacdo dos cartuchos na bandeja e a identificacdo dos microtubos de 0,5
ml de acordo com o desenho da placa (Al até F5). Cada bandeja corresponde de 1 a 48, nesta
foi adicionado 100 ul de agua livre de nucleases (nuclease-Free water) em cada tubo de 0,5
ml e transferido 450 pl de cada amostra no seu respectivo cartucho (antes foi retirado
cuidadosamente o lacre um a um).

O processo automatizado é programado para realizar a extracdo em 30 minutos de
operacgdo, fazendo todo o processo de extracdo, tempo determinado pelo sistema. Apos o
processamento foi retirado 5 pl e colocado em uma placa de PCR para quantificacdo por RT-
gPCR.



40

4.5.4 Deteccdo e quantificacdo do SARS-CoV-2 por RT-gPCR

As amostras de aguas residuarias apos extraidas o RNA, foram submetidas a etapa de
amplificacdo e deteccdo do material genético pela tecnologia de PCR no equipamento 7500
Real Time PCR System, no qual utilizou-se o kit comercial Kit Molecular SARS-CoV-2
(E/RP) Bio - Manguinhos (CHARITE) seguindo o protocolo de Berlim. As sequencias de
iniciadores e sondas do protocolo sdo do Corman et al. (2020) conforme indicados na tabela 6.
O processo de amplificagdo especifica do alvo com sondas marcadas com fluorescéncia é
usado para determinar a presenca do SARS-CoV-2 e de RNAse P.

Tabela 6 - Sequéncias de iniciadores e sondas utilizados na RT- gPCR em tempo real para 0 novo coronavirus.

Gene Oligonucleotideo Sequéncia
RdRp_SARSr-F GTGARATGGTCATGTGTGGCGG
RdRP RdRp_SARSr-P2 FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC-BBQ
RARP_SARSr-P1 FAM-CCAGGTGGWACRTCATCMGGTGATGC-BBQ
RdRp_SARSr-R CARATGTTAAASACACTATTAGCATA
E_Sarbeco F ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT
E E_Sarbeco_P1 FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BBQ
E_Sarbeco R ATATTGCAGCAGTACGCACACA

Fonte: Corman et al. (2020).

O produto foi desenvolvido para ser realizado em ensaio duplex da transcrigéo reversa,
amplificacdo, deteccdo e diferenciacdo do material genético (RNA viral) do coronavirus,
portanto, o kit é aplicado no diagnostico e vigilancia epidemioldgica do coronavirus.

O procedimento do ensaio de Amplificacdo Real Time 7500 ocorreu um dia apds a
extracdo do material genético, com as amostras acondicionadas e armazenadas conforme
orientacGes do laboratorio visando a potencial deteccdo do material genético do coronavirus.
Houve a preparacdo manual das misturas E/RP e a respectiva identificacdo do tubo de 1,5 ml

para a adicdo do volume de reagentes de acordo com o numero de reacdes (Tabela 7).

Tabela 7 - Reagentes fornecidos e utilizados para a mistura E/RP.
1 reagéo 48 reacgdes 96 reacdes

Conjunto de reagentes
Volume (ul) Volume (ul) Volume (ul)

Mistura de PCR 3,75 202,5 393,8
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Rox 0,075 41 79
Mix E/RP 6,18 333,7 648,9

Fonte: Protocolo Charité.

Para 0 ensaio das amostras de aguas residuarias coletadas foram no total de 38
reacdes, neste caso utilizou-se volumes dos reagentes estabelecidos para 48 reacdes. Foram
distribuidas a mistura de RT-PCR E/RP na placa de amplificacdo, configurando o desenho da
placa (Quadro 1) abaixo. Foi adicionado 10 ul da mistura de RT-PCR E/RP nos pocos da
placa dptica compreendidos entre Al até F5 para 38 amostras. Para a distribuicdo do Controle
Negativo, do Controle Positivo e das amostras de aguas residuarias adicionou-se:

o 5 ul de Controle Negativo no pogo G5;
o 5 ul de Controle Positivo no pogo H5,

o 5 ul de amostra de agua residuarias nos po¢os compreendidos de Al até Fb5.

Quadro 1 - Desenho da placa de amplificacdo para as amostras de agua residudrias.
Placa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1 9 17 25 33

2 10 18 26 34

11 19 27 35

4 12 20 28 36

m O O W
w

5 13 21 29 37

n
(op}

14 22 30 38

G 7 15 23 31  CNEG

H 8 16 24 32 CPOS

Fonte: Adaptado do protocolo Charité (2020)
*CNEG - Controle Negativo / CPOS — Controle "Positivo.

Apos a adicdo das amostras e controles na placa optica da mistura de PCR E/RP, a
placa foi selada com selo dptico para homogeneizacdo em vértex e centrifugacdo, apds esses
processos deu-se inicio a rea¢do de RT-PCR no equipamento 7500 Real Time PCR System.

Os dados foram analisados conforme os critérios para aceitacdo dos Controle Negativo
e do Controle Positivo (Tabela 8) e da Interpretacdo dos resultados para deteccdo dos alvos
E/RP (Tabela 9 e 10).
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Tabela 8 - Critérios para aceitacdo do Controle Negativo e do Controle Positivo.

Controle CT Resultado
Né&o detectavel Rotina vélida
Negativo CT < 40 Rotina Invalida, repgtir 0 teste, possivel
contaminacao
CT <37 Rotina vélida
Positivo Rotina invalida, repetir o teste, possivel perda de
CT>37 amostras e/ou problema durante a preparacdo das

misturas de RT-PCR

Fonte: Bio-Manguinhos / FIOCRUZ.

Tabela 9 - Interpretacdo do resultado para deteccdo ou ndo deteccdo dos alvos E/RP.

A CT Resultados
CT <40 Detectavel (+)
E CT >40 Nao detectavel (-)
- CT <35 Detectavel (+)
CT >35 N&o detectavel (-)

Fonte: Bio-Manguinhos / FIOCRUZ.

Tabela 10 - Interpretacéo do resultado para os alvos E/RP.

E RP Resultado
+ + 0ouU - SARS-CoV-2 detectavel
- + SARS-CoV-2 ndo detectavel
- - RP ndo detectavel, repetir extracdo e RT-PCR
40<CT <45 + Inconclusivo, repetir RT-PCR
40<CT <45 - Inconclusivo, repetir extracdo e RT-PCR

Fonte: Bio-Manguinhos / FIOCRUZ.
*Alvo E - presenca do SARS-Cov-2 (envelope viral); Alvo RP — presenca de RNAse P (controle interno).

De acordo com o protocolo Charité a analise de PROBIT (IC de 95%) indicou uma
sensibilidade para o alvo E: LOD de 0,97 de copias/reacdo (50% positividade) e de 1,99
copias/reacdo (95% positividade). Resumindo, estabeleceu-se o limite de deteccdo para o

coronavirus de 50 copias/reacoes.

4.5.5 Estimativa da populacéo infectada

Para estimar a populagdo infectada, utilizou a equagdo 1 com dados da carga viral
detectada no esgoto, vazdo média de esgoto dos pontos, e a carga viral média per capita. Para
obter a vazdo meédia das ETEs monitoradas, foi utilizada a equacdo 2 cujo os valores da

contribuicdo per capita (200) e do coeficiente de retorno (0,8) sdo encontrados partir da
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norma da ABNT 12209/11 e valores usualmente utilizados pela literatura, conforme a
equacdo 1. Neste estudo ndo foi possivel obter os dados de vazdo média didria com o0s

operadores responsaveis nas ETES no momento da coleta.

Pl = El'js@man! : (1)
Carga viral per capita
Qmed = ;- 0
Lim*
Onde:

Qmed é a vazdo média, em L/s
P: Populagdo (numero estimado de habitantes local)
g: Contribuicdo per capita
C: Coeficiente de retorno

Para a carga viral per capita considerou uma carga viral per capita equivalente a 10’
namero de cépias de RNA (material genético) viral por pessoa por dia, 0 que € equivalente a
10° nimero de copias de RNA viral por grama de fezes por dia, segundo Zhang et al. (2020) e
Woelfel et al. (2020). Adotou-se esse valor com base nas referéncias internacionais citadas
(para amostras de fezes), considerando que uma pessoa excreta cerca de 200 g de fezes por
dia (WU et al., 2020a). Estudos do grupo de pesquisa da UFMG apontam para a confirmagao
desse valor médio de carga viral per capita, considerando amostras de esgoto hospitalar
utilizada por Bressani Ribeiro et al. (2020).

4.6 Medidas de Biosseguranca

A equipe da coleta utilizou equipamento de protecdo individual apropriado para
coletar as amostras residuarias como uso de jaleco, luvas de borracha, touca, mascara
(cirargica ou maéscara de protecdo respiratoria), protetor facial e botas de seguranca. No
laboratério usou-se equipamento de protecdo individual (EPI) apropriado para manipulacéo
de amostras biolodgicas.
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Os procedimentos com potencial para geracdo de aerossois de particulas finas (por
exemplo: preparacdo de amostras em tubo aberto) foi realizado em uma cabine de seguranca
bioldgica (CSB). Para a centrifugacdo foram utilizados dispositivos adequados de contencéo
fisica (por exemplo, tubetes de seguranca de centrifugacdo e rotores selados). Todo
procedimento realizado dentro do laboratério, que gerou aerossdis foi realizado fora de uma
CSB (ou limpeza de vazamentos de amostras altamente suspeitas, por exemplo), foi realizado
usando uma mascara N95. Apds o processamento das amostras, foi descontaminado as

superficies de trabalho e o equipamento utilizado com desinfetantes apropriados.

4.7 Analise estatistica

Através da estatistica descritiva, os dados das andlises fisico-quimico foram
analisados, com extracdo de média, desvio padrdo e porcentagens, aléem de confeccdo de
graficos com o auxilio do software R- Studio. Através da ferramenta grafica boxplot permitiu
visualizar a distribuicdo e valores discrepantes (outliers) dos dados, bem como a disposicdo
gréfica comparativa, fornecendo assim um meio complementar para desenvolver uma
perspectiva sobre o carater dos dados.

Quanto aos dados bioldgicos (RT-gPCR) foram analisados por meio de estatistica do
Qui-quadrado para avaliar a associacdo entre as variaveis qualitativas. Neste caso, os valores
observados e esperados foram muito proximos, ressalta-se para 1 valor de 4 (25%) das
observacgdes a frequéncia minima esperada foi de 2,13 < 5, concluindo, portanto, que as
amostras sdo independentes, ou seja, ndo ha uma associacao, e o tamanho do efeito é pequena.
Para tal, aplicou-se o teste exato de Fisher que é adequado para esse tamanho de efeito

(amostras pequenas). Os testes foram feitos com o auxilio do software R-Studio.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacao Fisica e Quimica das amostras de agua residuaria

Os resultados obtidos para a caracterizacdo dos afluentes estdo apresentados

graficamente com os seguintes parametros: T (°C), pH, AGV, Alcalinidade total, DQOt,
DQOf, N-amoniacal, Pt, PO4 3- e em tabelas os ST, STV, STF, SST, SSV e SSF com
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objetivo de auxiliar na interpretacdo dos resultados biologicos para a concentracdes do virus
SARS-CoV-2 em esgoto.

Por meio da analise estatistica descritiva os resultados estdo apresentados na forma de
minimo, médias, maximo, primeiro quartil, segundo quartil (mediana) e terceiro quartil,
representados em boxplot dos periodos coletados durante a pesquisa, a qual foram executadas
em trés pontos de coleta a saber EEE, ETE e HRBA.

Desse modo, a faixa média da temperatura registrada nos afluentes da EEE, ETE,
HRBA foi 27.29°C. Houve uma discrepancia, valor acima do limite de deteccao de outliers na
ETE. Observa-se que 75% das amostras apresentaram temperaturas até 27.7 °C com médias
entre 27 e 27.5°C. (Figura 11).

Quanto a média de pH registrado nos trés referidos pontos de coleta durante o periodo
de monitoramento foi 7,15 unidade de pH, conforme o resultado, apresentou uma
discrepancia, valor acima do limite de deteccéo de outliers na EEE. Percebe-se ainda que 75%
das amostras apresentaram pH até 7,30 com médias entre 7,09 e 7,25 unidades de pH (Figura
12).

Figura 11 - Box-plot dos valores de temperatura registrados na EEE, ETE, HRBA.
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Fonte: Autor (2022).
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Figura 12 — Box-plot dos valores de pH registrados na EEE, ETE, HRBA
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Fonte: Autor (2022).

A importancia de obter valores da temperatura e pH em estacdes de tratamento de
esgoto é entender o destino e a viabilidade do SARS-CoV-2, virus da COVID-19 em &guas
residudrias provenientes de instalacbes domeésticas, comerciais e industriais que fluem ao
longo da rede de esgoto com um tempo de retencdo hidraulica de algumas horas até a chegada
na ETE dos referidos pontos.

Os valores de temperatura registrados nas amostras de agua residuarias, valores acima
do que seria ideal para influencia para a sobrevivéncia do virus no esgoto, uma vez que, 75%
das amostras apresentaram temperaturas até 27.7 °C. O virus tem capacidade de sobrevivéncia
de horas ou dias em fezes excretadas tornando infectantes até a chegada nas estacfes de
tratamento, o que vai determinar essa sobrevivéncia é o Tgo (tempo necessario para que 0
titulo do virus diminua em 90%), que geralmente é mais longo em baixas temperaturas.

Algumas observagdes experimentais sobre SARS-CoV-2 ou outros virus CoVs em
relacdo a estabilidade em &gua, aponta que a temperatura tem um fator de influéncia.
Temperaturas a 4 °C 0 SARS-CoV-2 é altamente estavel, tornando infeccioso ap6s 14 dias
(CHIN et al., 2020), quanto que a 20 °C os CoVs permanecem infecciosos por 2 dias, quando
lancados em esgoto (WANG et al., 2005) e a 70 °C por 5 min, 0 SARS-CoV-2 € inativado
(CHIN et al., 2020).

Quanto aos valores de pH encontrados revelando que 75% das amostras apresentaram
pH até 7,30 unidades de pH indicando neutralidade nas amostras. O pH s6 tem interferéncia
para a sobrevivéncia do virus no esgoto, quando for &cido, 0 que causa a diminuicdo da

viabilidade dos virus CoVs em agua residuarias, assim como, a temperatura, ocasionando
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credibilidade quanto a infectividade viral, que pode ser reduzida pelas fezes para esgoto,
seguidamente para as estacdes e assim até chegar no meio ambiente (LA ROSA et al., 2020).

O mesmo apresenta relagbes fundamentais com acidez e alcalinidade, portanto, as
amostras residudrias dos trés pontos amostrais EEE, ETE, HRBA, registraram Alcalinidade
Total com valor médio de 182,49 mgCaCOs.L?, que por sua vez, 75% das amostras
apresentaram alcalinidade total até 213,77 mgCaCOsz.L? com médias entre 127,19
mgCaCOs.L e 262,31 mgCaCOs.L? (Figura 13).

Em relacdo aos Acidos Graxos Volateis (AGV) foram registradas concentracdes
destes compostos nas amostras, com valor médio de 53,860 mgHAc.L ™. Nota-se que 75% das
amostras apresentaram AGV até 81.397 mgHAc.L? com médias entre 6,01 mgHAc.L?! e
89,73 mgHAc.L* (Figura 14).

Figura 13 - Box-plot das concentragtes de Alcalinidade Total registrados na EEE, ETE, HRBA.
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Fonte: Autor (2022).
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Figura 14 - Box-plot das concentracdes de AGV registrados na EEE, ETE, HRBA.

=1

' 1

wn
-

AGV (mgHac. L™)

EEE ETE HRBA

Fonte: Autor (2022).

Foi possivel observar que a alcalinidade encontrada nas amostras cujo a média do pH
foi de 7,15 unidades de pH mantiveram valores baixos, 0 que pode ser causada pela presenca
de substancias dissolvidas que neutralizam acidos, bem como, relacionado com o equilibrio
de dioxido de carbono na agua, uma vez que, aalcalinidade da agua é representada pela
presenca dos ions hidroxido, carbonato e bicarbonato. Quanto aos acidos graxos volateis
também devem estar em equilibrio com a alcalinidade e com o pH.

Sobre a concentracdo de Fosforo Total registradas nas aguas residuarias dos trés
pontos monitorados o valor médio foi de 4,77 mgP.L™. Observa-se que 75% das amostras
apresentaram Fosforo Total até 5,43 mgP.L™ com médias entre 1,59 e 6,97 mgP.L™ (Figura
15). Quanto ao Ortofosfato Soltivel, registrou concentracdo média de 2,68 mgP-POs*. L.
As amostras apresentaram 75% de Ortofosfato Soltvel até 3,05 mgP-POs>. L* com médias

entre 0,77 e 3,86 mgP-PO,*. L™ (Figura 16).
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Figura 15 - Box-plot das concentracdes de F6sforo Total registrados na EEE, ETE, HRBA.
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Fonte: Autor (2022).

Figura 16 - Box-plot das concentragdes de Ortofosfato sollvel registrados na EEE, ETE, HRBA.
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Fonte: Autor (2022).

Os resultados inerentes a concentracdo de fosforo total e ortofosfato encontrados nas
amostras de aguas residuarias demonstram uma diferenca com relacdo a literatura brasileira.
Os resultados revelam que 75% das amostras apresentaram fosforo total até 5,43 mgP.L?, e
ortofosfato (fracdo soltvel) até 3,05 mgP-PO.>. L™, enquanto os dados na literatura variam
entre 5 mgP.L ™ e 20 mgP.L* em esgotos domésticos, no qual o fésforo em fragdes organicas
e inorganicas estejam distribuidos em 40% e 60% em média respectivamente (VON
SPERLING et al., 2009; RANDALL et al., 2010; JORDAO e PESSOA, 2011).

A atividade urbana, consumo de produtos industrializados a base de fosforo (produtos
de limpeza e alimentos) sdo alguns fatores que contribuem para as fracdes de fosforo nos

esgotos sanitarios, se apresentando como fosfato, podendo ser encontrado nas formas organica
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e inorganica. Logo, essas fragdes variam de acordo com a cultura e perfil socioeconémico do
local, bem como, a infraestrutura que recebe o esgoto, por muitas vezes havendo infiltracdo e
contribuicédo das aguas pluviais, contribuindo para diluicdo desses compostos nos sistemas.

Em relacédo as concentraces de DQO Total registrados na EEE, ETE, HRBA o valor
médio foi 402,18 mgO..Lt. As amostras apresentaram 75% de DQO Total até 468,98
mgO,.L* com médias entre 146 e 534 mgO..L* (Figura 17). Quanto a DQO Filtrada o valor
médio foi de 209,33 mgO..L?, com 75% de DQO até 210,71, médias entre 52 e 351 mgO,.L*
(Figura 18).

Figura 17 - Box-plot das concentragdes de DQO Total registrados na EEE, ETE, HRBA.
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Fonte: Autor (2022).

Figura 18 - Box-plot das concentra¢des de concentraces de DQO Filtrada registrados na EEE, ETE, HRBA.
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Fonte: Autor (2022).
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Os resultados referentes a concentragdo DQO Total e Filtrada encontrados nas
amostras de aguas residudrias apresentam valores proximos ao que se tem registrados na
literatura. Os resultados revelam que 75% das amostras apresentaram até 468,98 mgO..L™ de
DQO total e 210,71 mgO,.L? da DQO filtrada, e na literatura valores médios observados em
diferentes regides do Brasil foram de 400 e 700 mgO..L™? DQO total e de 185 mgO..L? para
DQO solavel.

A Demanda Quimica de Oxigénio apresenta como um dos principais parametros para
a caracterizacdo dos esgotos domésticos por fornecerem dados referentes a concentracdo de
matéria organica total, biodegradavel e ndo biodegradavel (ROSS, 2015). Portanto, €
importante conhecer o volume e composicdo do esgoto, para entender que tipo de efluente
estd chegando até a ETE para analisar qualidade e quantidade de material recebido. Ressalta-
se que embora os efluentes domésticos possuam propriedades caracteristicas tipicas, elas
podem variar em diferentes locais, devido a diferentes habitos alimentares e as diferentes
condicdes socioecondmicas da populacéo.

Além deste, parametro como Nitrogénio amoniacal foi mensurado, apresentando valor
médio nas amostras de agua residudrias coletadas na EEE, ETE e HRBA de 22,50 N-NH4*. L
! Pode-se observar que 75% das amostras apresentaram valores de 24,03 N-NH4*. L™ com
médias entre 11,5 e 32,27 N-NH,". L (Figura 19).

Figura 19 - Box-plot dos valores da Ambnia registrados na EEE, ETE, HRBA.
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Os valores encontrados de Nitrogénio Amoniacal em 75% das amostras com valores
até 24,03 N-NH". L indicam que a fragdo formada pela adicdo de uma solucdo alcalina
resultou da destilacdo do Nitrogénio Amoniacal como indicador de poluigdo organica, ou seja,
apresentou a presenca de excretas, urinas, fezes de seres vivos, bem como a presenca de
amino&cidos.

As fracBes encontradas nas amostras analisadas podem ser tdxicas e a nao toxicas
como matéria organica nao ionizada livre (NHs3) e ionizada (NH4") amdnia inorganica,
dependendo sempre do pH, temperatura, uma vez, que em pH neutro, a forma ionizada da
amonia (NH4") se torna mais presente, ja em pH basico, a forma livre (NH3) é a mais comum.
A toxicidade do nitrogénio amoniacal se intensifica a partir da elevacdo do pH (ZOPPAS et
al., 2016).

Logo, estd diretamente relacionado ao consumo do oxigénio, tornando necessario
durante o processo de nitrificagcdo do nitrogénio, ou seja, a transformagdo do nitrogénio
amoniacal a nitrito e em seguida a nitrato. Neste sentido foi analisado as concentracdes de
Nitrito e Nitrato durante o monitoramento epidemiologico.

A concentracdo média de nitrito apresentou valor médio nas amostras de agua
residuarias coletadas na EEE, ETE e HRBA de 0,13 mgN-NO;". L com 75% das amostras
apresentaram concentrag@es até 0,09 mgN-NO;". L™t com médias entre 0,10 e 0,16 mgN-NO;".
L (Figura 20). Quanto ao valor médio da concentragdo de Nitrato resultou em 0,77 mgN-
NOs". L registrando-se concentragio com 75% de nitrato até 0,59 mgN-NOs~. L™ com média
entre 0,50 e 1,01 mgN-NOs™. L (Figura 21).

Figura 20 - Box-plot das concentragdes de Nitrato registrados na EEE, ETE, HRBA
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Figura 21 - Box-plot das concentragdes de Nitrito registrados na EEE, ETE, HRBA.
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De acordo com as concentracdes de Nitrito e Nitrato registrados em 75% das amostras
com valores até 0,09 mgN-NOz. L e 0,59 mgN-NOs. L respectivamente, registraram
concentracBes baixas o que indica a fonte de matéria organica presente na agua residuaria
estava muito distante do ponto de coleta onde foi realizado a amostragem para a analise, ao
contrario, concentracdes elevadas, indicaria a presenca da matéria organica mais proxima.

Destaca-se que a diluicdo do esgoto em diferentes pontos de esgotamento sanitario,
com diferentes consumos per capita de agua e contribui¢des de infiltracdo assim como agua
de chuva, pode estar associado aos resultados, por sua vez, a dilui¢cdo ocasionada pela entrada
de aguas pluviais nos coletores reduz as concentracdes de solidos, compostos organicos e
compostos inorganicos.

No que se refere a concentracdo média de Sélidos Totais presente nas amostras
(Tabela 11), do valor registrado, 271,2 mg/L foram volateis e 401,3 filtraveis, totalizando
672,5 mg/L. Quanto aos Solidos Suspensos foi registrado & concentragdo média de 85,33
mg/L desse total 68,86 mg/L foram volateis e 16,97 mg/L filtraveis.

Tabela 11 - Valores médios e desvios padrdo dos Sélidos Totais e Suspensos registrados na EEE, ETE, HRBA.
Media Desvio Padrdo (z)

ST 672,5 469,43

STV 271,2 157,66
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STF 401,3 332,98
SST 85,33 45,26
SSV 68,86 39,93
SSF 16,97 12,81

Fonte: Autor (2022).
ST: sélidos totais; STV: s6lidos totais volateis; STF: sélidos totais filtrados; SST: sélidos suspensos totais; SSV:
solidos suspensos volateis; SSF: s6lidos suspensos filtrados.

Os valores registrados para a quantidade total de sélidos presentes nas amostras
apontam parte desses solidos estavam em estado de suspensdo e a outra parte quimicamente
em matéria organica, que por sua vez, sdo indicadores de matéria organica, nitrogénio, fésforo
assim como indicadores de contaminacdo fecal oral, no qual todos esses contaminantes

contribuem para a carga de solidos presentes em esgotos domesticos.

5.2 Concentracdo de SARS-CoV-2 em &guas residuais

5.2.1 Controles

O resultado para os controles Positivo e Negativo de acordo com os critérios de
aceitacdo estabelecido pelo protocolo Charité (Alemanha) apontaram valores satisfatorio para
o teste. O controle Negativo indicou rotina valida para o teste, apresentando valores negativos
para o virus SARS-CoV-2 e para 0 RNAse P controle interno (E/RP). Assim como validou a
rotina para o controle Positivo, com concentragdes virais para os alvos E/RP de 35,57 e 33,71
respectivamente, valores no qual estdo dentro do limite estabelecido, que séo valores < 37
(Tabela 12).

Tabela 12 - Resultados dos controles Negativo e Positivo.

Alvos
Controle E RP
Negativo _ _
Positivo 35,57 33,71

Fonte: Adaptado por protocolo Charité (Alemanha).

No processo de amplificacdo dos alvos E/RP com sondas marcadas com fluorescéncia
determinou a presenca do SARS-CoV-2 e de RNAse P nas amostras de aguas residudrias
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coletadas, na qual demonstrou a recuperacdo bem-sucedida do RNA, bem como a integridade

do reagente de extracao.

5.2.2 Amplificagbes da PCR

A deteccdo foi realizada no formato RT-gPCR onde as amostras de agua residuérias e
os alvos E/RP foram submetidos a amplificacdo e deteccdo do material genético. O processo
de amplificacdo especifica do alvo com sondas marcadas com fluorescéncia foi usado para
determinar a presenca do SARS-CoV-2 e de RNAse P.

A presenca do SARS-CoV-2 foi detectada por um aumento na fluorescéncia (eixo y)
na fase final da fase linear, aproximadamente no ciclo 34 até a fase platd no ciclo 38
conforme relatado no valor limiar de ciclo (CT) pelo termociclador em Tempo Real (Figura
22).

Figura 22 - Grafico de quantificacdo do material genético de PCR em termociclador em Tempo Real.
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Fonte: Autor (2022).
*ARn: Magnitude do sinal gerado por um determinado conjunto de condic@es da PCR

As aplicacdes utilizadas séo classificadas como qualitativa, para a deteccdo da
molécula de RNA do virus SARS-CoV-2 com diagnostico positivo ou negativo (+/-) e
quantitativa para a quantificacdo absoluta (carga viral/n® copias). Nesta situacdo o grafico
mostra os dados detectados representando a quantificacdo absoluta, ou seja a quantidade de
moléculas de RNA em funcédo do nimeros de ciclos.

Observa-se no grafico da amplificacdo (Amplification Plot) em comparagdo ao nimero
do ciclo, nos ciclos iniciais da PCR, ndo ha sinal de fluorescéncia, que sdo as Baseline para o
grafico de amplificacdo, porém, o aumento na fluorescéncia ocorreu acima do Baseline

indicando a deteccdo de alvo acumulado. Neste caso 0 ponto no tempo onde a reagdo cruza o
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limiar de deteccdo, foi ajustado acima do Baseline, na qual essa fluorescéncia ultrapassou o

threshold definindo o nimero de ciclo (CT).

5.3 Resultados qualitativos

A aplicacdo utilizada classificada como qualitativa, para a deteccdo da molécula de
RNA do virus SARS-CoV-2 nas amostras de aguas residuarias com diagnostico positivo ou
negativo (+/-) demostrou na comparagéo entre os alvos E/RP, o gene E apresentou 23,68%
(n=9) de amostras detectaveis e 76,32% (n=29) ndo detectaveis, quanto ao gene RP as
amostras detectaveis foram de 76,32% (n=29) e ndo detectaveis 23,68% (n=9) conforme
apresentado na figura 23.

Sintetizando, a presenca do virus SARS-CoV-2, do total (n=38) das amostras
analisadas, apenas 24% (n=9) foram detectaveis e 76% (n=29) ndo detectaveis para a presenca

do virus nas amostras de agua residuaria (Figura 24).

Figura 23 - Grafico de comparacéao dos alvos E/RP nas amostras de agua residuarias coletadas na ETE, HRBA e
ETE.
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Figura 24 - Gréafico de porcentagens para a presenca e auséncia do virus SARS-CoV-2 nas amostras de agua
residudrias coletadas na ETE, HRBA e ETE.
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Fonte: Autor (2022).

De acordo com os resultados acima, houve diferencas bem expressivas em relagéo aos
alvos E/RP, pois 0 numero de amostras detectadas com a presenca do virus SARS-CoV-2
foram peguenas mesmo considerando 0 nUmero pequeno de amostras.

Bustin et al. (2009), sdo categdricos quanto ao rigor para o uso da técnica de RT-gPCR
aplicada ao diagndstico clinico, o que para um resultado ser considerado positivo para a
presenca do virus SARS-CoV-2 os dois alvos testados tém que amplificar o sinal genético
ultrapassando o limiar de deteccédo antes de 40 ciclos da reacdo. Ao contrario disso, ou quando
a amplificacdo ocorrer ap0s 40 ciclos, os resultados sdo considerados inconclusivos.

Dentre esse percentual de amostras positivas detecatadas durante o monitoramento do
virus no esgoto nos trés pontos amostrais, em relacdo ao total de amostras coletadas e
analisadas (N=38) a ETE ndo apresentou amostras positiva para a presenca do virus SARS-
CoV-2 (N=0) o HRBA obteve 89% (N=08) e a EEE 11% (N=01). Quanto ao percentual de
amostras negativas a ETE e EEE apresentaram 41% (N=12) respectivamente e 0 HRBA 17%
(N=05) conforme a figura 25.
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Figura 25 - Percentuais das amostras nos trés pontos amostrais, que testaram positivo e negativo para ocorréncia
do novo coronavirus no periodo de monitoramento.
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Fonte: Autor (2022).

As 4guas residuarias podem conter potencialmente uma certa concentracdo do
Coronavirus, além dos virus entéricos, o que difere para a deteccdo ou ndo, por vezes esta
relacionado com a forma de coleta, o tempo de amostragem bem como o armazenamento das
amostras durante a coleta, dentre outros fatores ambientais também que devem ser
considerados neste estudo quanto a viablidade do virus em &gua residuarias.

O percentual de amostras positivas para o virus SARS-CoV-2 foi maior na rede
hospitalar, 0 que pode estar atribuido a infraestrutura do sistema de esgotamento local
(sistema fechado), sem contribuicdo de aguas pluviais e infiltracdo, uma vez que a distancia
da rede de distribuicdo do esgoto é bem curta, que proporcionalmente o esgoto chega mais
concentrado, consequentemente ha maior concentracéo viral presente, tornando favoravel para

sensibilidade analitica.

5.4 Resultados quantitativos

Contudo, as amostras que foram analisadas referentes aos pontos de amostragem,
apresenta cada nucleotideo que teve a fluorescéncia em um determinado comprimento de
onda, captado pelo leitor do termociclador, onde esses dados foram analisados por um
programa resultando no diagnostico quantitativo (carga viral/n° cdpias).

A concentracdo viral do SARS-CoV-2 (gene E) foi detectada com presenca em 9

amostras (Hi, Hz, Hs, Hs, Hs, He, Es, H7 € Hg). Em relacdo as amostras que ndo detectaram a
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presenca de RNAse P também foram 9 (Ti, Hy, T2, Ha, T3, Ts, Ts, Es, To). E amostras que
detectaram o gene RP e ndo detectaram o gene E foram 22 (E1, Ez, E3, Es, Es, T7, Es, Ts, Ho,
Eo, T10, Hio, E10, T11, H11, E11, T12, Hi2, E12, T13, His, E13) conforme os dados expostos na
tabela 13.

Tabela 13 — Concentracéo viral dos alvos E/RP detectada nas amostras de dgua residuaria.

Amostras E RP
T _ _
Hi 36,4 _
E1 _ 33,93
T2 _ _
Ho 34,78 _
= _ 34,12
T3 _ _
Hs 36,81 34,41
Es _ 33,46
T4 N&o houve analise N&o houve analise
Hs 37,51 34,4
(= _ 34,68
Ts _ _
Hs 34,34 39,66
Es _ 33,8
Te _ _
Hs 35,82 32,81
Ee 36,02 34,08
T7 _ 36,48
H- 35,63 32,8
Es _ 30,97
Ts _ 30,81
Hs 38,52 31,91
Es _ _
To _ _
Ho _ 32,42
Eo _ 33,5
T1o _ 37,75
Hio _ 30,24
E1o _ 31,7
Tu _ 35,99
Hi1 _ 32,75
E1 _ 33
T12 36,04

Hio 36,16
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E1 _ 34,11
T3 38,23
His _ 34,54
Eis 34,87

Fonte: Autor (2022).

Observa-se nos dados analisados conforme os critérios para aceitagdo dos Controle
Negativo e do Controle Positivo e da interpretacdo dos resultados para deteccdo dos alvos
E/RP estabelecidos pelo protocolo, que nas amostras que ndo detectaram a presenca de
RNAse P, é importante mencionar que duas amostras (Hi e Hz) apresentaram gene E com CT
de 36,4 e 34,78 respectivamente, esses valores sao menores que 40 (40 < CT < 45) atribuindo
ao um resultado inconclusivo e neste caso é recomendado repetir extracdo e RT-PCR.
Contudo, os resultados descartados foram apenas que ndo ocorreram a deteccdo de
amplificagéo para o alvo viral gene E nas amostras.

As amostras que detectaram RP e nédo detectaram o gene E, imediatamente ndao houve
a deteccdo da presenca do SARS-CoV-2. Em relacdo as amostras que houveram presenca do
gene E, todas apresentaram CT < 40 resultando na deteccdo do virus do SARS-CoV-2 em
agua residuéria.

Porém Li Yao et., (2020) alegam que quando um resultado é positivo para SARS-
CoV-2, existe um progndstico de confirmagdo do diagnostico de COVID-19, ainda que ndo
haja sintomas, porém um ressultado ndo detectavel hd a probabilidadae de infeccdo pelo
SARS-CoV-2, em virtude da coleta inadequada da amostra e a baixa carga viral que sdo

capazes de converter na presenca de acido nucleico viral abaixo da sensibilidade analitica.

5.5 Concentracao de RNA viral do SARS-CoV-2 por reacao

Conforme o limite minimo de copias/reacdo estabelecido pelo protocolo Charité
(Alemanha) de 50 copias por reacGes, os resultados apresentados na figura 26 , tém-se
numeros minimos de copias amplificadas nas reacdes.

Observa-se que o alvo E apresentou resultado positivo de amplificacio em
concentracBes baixas como reportados no més de maio com limite minimo de 0,69
copias/reacbes em concentracdo de 34,34 copias/ml, essas concentragcdes ndo ultrapassaram
de 0,77 copias/reagdes, valor minimo detectado em 38,52 copias/ml no més de julho e todo o

periodo de monitoramento.
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Figura 26 - Gréafico da carga de RNA viral (SARS-CoV-2) determinadas no esgoto, para o alvo E referentes as
amostras que foram positivas durante os meses de monitoramento em aguas residudrias no municipio de
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Fonte:Autor (2022).

Os dados relatam apenas para os resultados que apresentaram presenca do virus
SARS-CoV-2 em todas as amostras analisadas. Neste caso ndo foi realizado o limite minimo
para 0 alvo RP. A sensibilidade esté relacionada ao nUmero minimo de copias que pode ser
avaliado com precisdo em uma amostra, 0 que quer dizer, o0 nimero minimo de copias
amplificadas na reacdo e, logo, se tem a menor concentracdo que pode ser detectada na
amostra em namero de copias por ml (NALLA et al., 2020).

Na literatura existe trabalhos que relataram valores para a regido alvo da presenca e
quantificacdo do material genético do SARS-CoV-2 com valores baixos e outros acima do
que o registrado neste trabalho. Ahmed et al. (2020) detectaram 0,12 cOpias/ml em amostras
de esgoto na Australia, em contra partida Wu et al. (2020) detectaram de 10 a 100 cépias/ml
nos Estados Unidos e Randazzo et al. (2020) na Espanha, registraram 553 cdpias/ml para o
alvo N2, para amostras de esgoto afluente a ETEs.

Portanto, percebe-se que na literatura ainda ndo um consenso desses valores
adequados para a regido alvo da presenca e quantificacdo do material genético do SARS-
CoV-2, os resultados acima, ainda que baixos, demostrou ser adequado para avaliagdo das
amostras de esgoto coletas nos pontos de amostragens que foram amostras de afluentes de

ETEs.
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5.6 Comparacdo com a concentracdo viral detectada nos pontos amostrais com 0s

indices de saude publica no municipio de Santarém.

Paralelamente, foi realizado um levantamento de informacdes relacionadas aos dados
de salide no ambito da pandemia, divulgados pela Secretaria Estadual de Saude do Estado do
Pard (SESPA), em conjunto com a Prefeitura do municipio de Santarém que atualiza e divulga
0 boletim da Covid-19 a cada 24h. O boletim informa os casos confirmados, quantidade de
pessoas recuperadas, numeros de 6bitos, casos descartados (negativos), quantidade de leitos
clinicos hospitalares disponiveis e ocupados no municipio, bem como na rede hospitalar.

A primeira determinacdo das coletas ocorreu no fim do més de margo, onde 0s casos
confirmados eram 16.657 no municipio, na 2% e 3% determinacdo ocorreram no més de abril na
ocasido tinham 17.159 e 17.572 casos confirmados respectivamente. No més de maio (42 e 52
determinacéo) tinha 17.915 e 18.360 casos confirmados respectivamente, seguindo para 0 més
de junho (determinacdes 6* e 7% com 18.711 e 18. 939 respectivamente. Em julho
(determinacdo 82 e 9%) tinha 19.501 e 19.959 casos confirmados. Agosto (determinagfes 102,
112 e 12%) os casos eram de 20.136, 20.392, 20.569 e no final das coletas no més de setembro
(determinagdo 13?) tinha 20.821 casos confirmados no municipio (Figura 27).

Figura 27 - Grafico dos niumeros de casos confirmados no municipio de Santarém durante o periodo de coleta
das amostras de aguas residuarias.
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Fonte: Autor (2022).

O intervalo de uma coleta para outra foi de 15 (quinze) dias, conforme os dados, o
nimero de casos confirmados estava aumentando em média de 347 novos casos neste

intervalo. Quanto aos dados clinicos do hospital no mesmo periodo relatados acima
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(determinacdes) o hospital regional tinha no momento 71 leitos de UTI exclusivo para covid-
19 disponiveis até inicio de agosto, na segunda quinzena de agosto, esse numero de leitos caiu
para 48 mantendo-se até setembro, més da Ultima coleta. Paralelamente, atendendo pacientes
positivados e suspeitos com o virus da COVID-19 (Figura 28).

Desse total de leitos disponivel (n=71) havia 60 leitos (84,51%) ocupados com 55
pacientes positivados e 05 suspeitos na 1° determinacdo que ocorreu no final do més de
marco. Nas determinacdes seguintes (2° e 3°) no més de abril haviam 56 e 57 pacientes
ocupando leitos, dentre esses pacientes 2 e 3 eram suspeitos respectivamente. Em maio (4° e
5% a quantidade de leitos ocupados comecaram a diminuir para 54 e 47 leitos, no qual 5 e 10
casos eram suspeitos (Figura 29) a visualizacdo dos casos confirmados e suspeitos estdo
apresentados nas (Figura 30 — A e B).

Ainda na figura 30 na 6° e 7° determinagdes que ocorreram no més de junho haviam
21 e 26 pacientes positivados, 11 e 08 casos suspeitos ocupando 32 e 34 leitos. No més de
julho (8° e 9°) os casos positivados eram 18 e 14 e o0s casos suspeitos 08 e 06 ocupando
apenas 26 e 20 leitos do total disponivel. Em agosto, houve trés determinagGes (10°, 112 e 12°)
nesse periodo 0s nimeros de casos positivos eram bem mais baixos mantendo com 12 casos
suspeitos e diminuindo para 11 no final do més, e com 3, 2 e 4 casos suspeitos ocupando 15,
14 e 15 leitos respectivamente. Em setembro na Gltima determinacdo (13°) na ocasido tinha

apenas 9 casos positivados, 4 suspeitos ocupando 13 leitos do total disponivel.

Figura 28 — Grafico da quantidade de leitos disponiveis para pacientes infectados pelo virus da COVID-19 no
HRBA no periodo de coleta das amostras de dguas residudrias.
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Fonte: Autor (2022).



Figura 29 - Gréfico do total de leitos no HRBA no periodo de coleta das amostras de aguas residudrias.
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Figura 30 - Gréafico dos dados clinicos da COVID-19 no HRBA no periodo de coleta das amostras de aguas

residuarias. A: NUmeros de casos positivos; B :Casos suspeitos.
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Fonte: Autor (2022).

A concentracdo viral, avaliada a partir da contribuicdo que chegava a estacdo de
tratamento do hospital antes do tratamento, com base no numero de leitos ocupados na data da
coleta de agua residuaria, observa-se durante o monitoramento (30/04 até 14/09) a
concentracdo viral detectada no esgoto hospitalar apresenta uma relagdo com a quantidade de
infectados internados naquele periodo, ainda que em alguns momentos o nimero de leitos
ocupados diminui, a concentracdo viral continua detectavel para 0 SARS-CoV-2.

Ressalta-se para as ultimas 5 coletas onde ndo houve a detec¢do do virus, mesmo que,
naquele periodo apresentava leitos ocupados com pacientes infectados e suspeitos, o que pode
estar relacionado com a diminui¢do dos casos positivos, uma vez que, do dia 20 de julho até
14 de setembro houve diminuicdo no total de leitos disponiveis (n=71) para 41 leitos,
respectivamente nesse periodo estavam ocupados com 20, 14, 15 e 13 pacientes positivados e
suspeitos, e sem pacientes na fila de espera para ocupar leitos.

Da mesma maneira a concentracdo viral detectada no dia 06 de julho era muito baixa
(38,52), com 26 pacientes positivados e suspeitos internados ocupando leitos, o que nas
proximas data de coletas ndo houve mais a deteccdo do virus SARS-CoV-2 e paralelamente
houve a diminuicdo de pacientes infectados e suspeitos internados.

Em virtude dessa diminuicdo, pode-se dizer também que houve a diminui¢do da carga
organica excretada, visto que no esgoto, as fezes sofrem diluicdo e a carga viral diminui
consideravelmente nas aguas residuais que entram em uma estacdo de tratamento, bem como
a viabilidade do SARS-CoV-2 diminui em aguas residudrias, devido a fatores ambientais
como, temperatura, pH, sélidos, micropoluentes, e também a produtos surfactantes.

Conforme as caracteristicas fisico-quimica das aguas residuérias, apresentaram
caracteristicas peculiares para a diminui¢cdo do virus, como a temperatura, a DQO e 0s
solidos, este, afeta diretamente a massa viral de RNA do virus.

Contudo, estudos relataram a presenca do virus SARS-CoV-2 antes mesmo dos testes
clinicos (MEDEMA et al., 2020 e TROTTIER et al., 2020). Porém a deteccdo de RNA do
SARS-CoV-2 em agua residuarias podem coincidir com as datas dos testes viroldgicos de
laboratorios, sendo detectavel entre 5 a 8 dias apds a infeccdo, que em seguida acontece a
hospitalizacdo que geralmente ocorre entre 3 e 9 dias apds o inicio dos sintomas, em vista
disso, sdo eventos que podem contribuir e coincidir para a presenca do virus no esgoto
(NEMUDRY!I et al., 2020).
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Nghiem et al. (2020) citam que o coronavirus resiste a curtos periodos em agua
residudrias, 99,9% deles sdo inativados em 2 ou 3 dias, mas ndo descartam a possibilidade de
contaminacdo via oral fecal, reiterando que esse potencial de transmissdo precisa ser mais

explorado.

5.7 Estimativa populacional de infectados com o coronavirus

Né&o foi possivel realizar a estimativa de casos de infectados na area abrangente a ETE
e EEE por apresentarem resultados insuficientes (negativos) exceto na EEE que apresentou a
presenca do virus inativo em um dia apenas. Portanto, os resultados apresentados e estimativa
serdo feitos com base nos resultados detectados para a presenca do virus SARS-CoV-2 no
hospital.

A Figura 31 apresenta a tendencia da carga viral (cOpias/dia) associada ao SARS-
CoV-2 detectada no hospital de referéncia para COVID-19 no periodo de monitoramento do
esgoto realizado em Santarém, no qual esse periodo compreende de 30 de marco de 2021 a 14
de setembro de 2021.

Figura 31 - Carga de RNA (nimero de copias por dia) do SARS-CoV-2 no esgoto bruto afluente a ETE do
HRBA.
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Fonte: Autor (2022).

A populacdo infectada estimada, obtida a partir da conversdo da carga viral
apresentada, estimou-se que cada pessoa infectada ou suspeitos excretava uma carga viral de
2x107 (carga viral per capita), considerando que uma pessoa excreta 200g de fezes por dia,

por se tratar de amostras coletadas em hospital, onde possui uma probabilidade maior de fezes
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depositada na rede de esgoto. Esse valor adotado foi obtido com base nas referéncias
internacionais citadas (para amostras de fezes), considerando que uma pessoa excreta cerca de
200g de fezes por dia (WU et al., 2020a).

E com base na caracterizacdo fisico-quimica realizada nas amostras, 0s parametros
como a Demanda Quimica de Oxigénio (Figura 18) e o Nitrogénio Amoniacal (Figura 19)
apresentaram caracteristicas importantes para uma avaliacdo mais contundente dos dados
obtidos da concentracdo viral detectada, que serviram de indicadores para a poluicdo
organica, ou seja, apresentou a presenca de excretas, urinas e fezes de seres vivos.

Nota-se também a detec¢do do virus foi possivel identificar e quantificar logo no
inicio do monitoramento até a 8% coleta, em seguida os resultados foram negativos para a
presenca do virus. Interessante observar que neste periodo haviam pessoas infectadas
confirmadas e suspeitas, conforme mostrado na figura 30 — A e B, 0 que se pode relacionar
indiretamente entre o incremento das cargas virais e 0 aumento e a diminui¢cdo do nimero de
casos confirmados e suspeitos a cada més de coleta das amostras de dgua residudrias.

Logo, a diminuicdo no numero de casos confirmados ndo significa que houve
diminuicdo da circulacdo do virus, no contrario podemos dizer que houve a reducdo das
cargas virais detectadas a partir do monitoramento do esgoto. Também pode-se relacionar os
valores negativos e muito baixos, pelo fato de as amostras estatisticamente serem
independentes, por se tratar de amostras pequenas. Hart e Halden (2020) relatam que um
individuo infectado pode ser detectado em até 2.000.000 de pessoas, 0 que esta associado ao
limite de deteccéo da carga viral por reacao.

Apesar desse fator de conversdo da carga viral detectada no esgoto com o numero de
pessoas infectadas ainda ser incerto, uma vez que pode haver variagdo em uma faixa bastante
ampla, de mais de 5 ordens de grandeza (WOLFEL et al., 2020; WU et al., 2020; MIURA et
al., 2021). Contudo, o indicador utilizado neste estudo foi possivel expressar de forma clara e
direta, a evolugdo da circulagdo do novo coronavirus em Santarém conforme as variacdes

decorrentes do inicio do monitoramento do material genético do virus.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir da deteccdo via analise molecular por PCR quantitativo-gPCR em tempo real,
foi determinado a presenga do SARS-CoV-2 (inativo) e de RNAse P nas amostras de aguas
residuarias coletadas. Considerou-se as aplicacdes classificadas qualitativa, para a detec¢do da
molécula de RNA do virus SARS-CoV-2 para o diagndstico positivo ou negativo (+/-) e
quantitativa para a quantificacdo absoluta (carga viral/n® copias).

As amostras detectadas com a presenca do virus SARS-CoV-2 apresentaram carga
viral abaixo do valor limite permitido, o que confirmou a detec¢do do virus do SARS-CoV-2
em agua residuaria, com limite minimo de cépias/reacdo. A partir dos valores encontrados no
ciclo limiar estimou a populacédo infectada, ndo foi possivel realizar na ETE e EEE, foi feita
apenas no hospital a partir da conversédo da carga viral detectada no esgoto.

As aguas residudrias das trés estagdes de tratamento apresentaram caracteristicas
fisico-quimica peculiares para a diminuicdo do virus, como a temperatura, a DQO e 0s
solidos, que afetam diretamente a massa viral de RNA do virus.

A partir do entendimento do comportamento sazonais na regido, compreendendo entre
periodo chuvoso e ndo chuvoso, ressalta-se que em sistemas precarios pode haver infiltracdo e
contribuicdo das &guas pluviais, bem como, baixa carga orgénica, logo, as fezes sofrem
diluicdo e a carga viral diminui consideravelmente nas aguas residuais que entram em uma
estacdo de tratamento, bem como a viabilidade do SARS-CoV-2 diminui em aguas
residuarias, devido a alguns fatores ambientais.

O estudo constatou que € possivel realizar o monitoramento epidemiol6gico baseado
em aguas residuarias para a deteccdo da carga viral do virus SARS-CoV-2 em pontos
estratégicos de esgotamento sanitario, ainda que sistemas apresente dificuldades na

infraestrutura e baixos indices de esgotamento no municipio.
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