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RESUMO

Ap6és identificacdo inicial do SARS-CoV-2 e a declaragdo pela OMS da pandemia de
COVID19, ocorrido em 11 de marco de 2020, Medema et al (2020) descreveram que,
através da analise de amostras de esgoto bruto de estacfes de tratamento de esgoto
e aeroportos, foi possivel identificar o SARS-COV-2, sendo o primeiro trabalho a
detectar o virus em amostras de aguas residuarias. Portanto, este estudo tem como
objetivo realizar a deteccdo de sars-cov-2 em aguas residuarias da regido
metropolitana da grande vitéria (RMGV), no estado do Espirito Santo, em valdes e
hospitais e estabelecer, através de uma ferramenta computacional desenvolvida, uma
proposta de compilacéo e divulgacédo de dados baseada na epidemiologia baseada
no esgoto (EBE). Foram coletadas amostras de esgoto bruto por amostragem simples
em valbes e hospitais e concentrados através de precipitacdo por Polietilenoglicol. O
RNA foi extraido utilizando beads magnéticas e a detecgdo realizada através dos
genes alvo E e RdRp. No total de amostras avaliadas, sete (25,9%) foram
determinadas como positivas para a presenca do SARS-CoV-2 em valées com Ct
meédio de 26 e trinta e duas (45,7%) em hospitais com Ct médio de 28. Foi possivel
detectar VoCs de SARS-CoV-2 em 4 amostras oriundas de valGes, sendo detectada
a variante gama (P1). Os algoritmos utilizados para teste da ferramenta
computacional ndo apresentaram linearidade satisfatéria de resultados, porém,
evidenciaram a potencialidade dessa ferramenta desenvolvida para estudo estudos
de avaliacdo epidemiolégica. este estudo € o primeiro a estabelecer a correlacdo da
deteccdo de rna de sars-cov-2 em esgoto urbano presente nos valdes, com
agrupamentos populacionais localizados no municipio de Vila Velha, Espirito Santo,
bem como em hospitais da regido metropolitana da grande vitdria, implantando com
sucesso a metodologia proposta. Recomenda-se a manutencdo e desenvolvimento
de novos estudos que busquem definir padronizacbes para 0 monitoramento
ambiental que possam contribuir para o avanco e implementacdo da ferramenta
computacional aqui testada para abordagens e estratégias locais de epidemiologia

baseada no esgoto (EBE).



ABSTRACT

After the identification of SARS-CoV-2 and the declaration by the WHO of the
COVID19 pandemic, Medema et al (2020) described that, through the analysis of
samples of raw wastewater from treatment plants and airports, it was possible to
identify the RNA of SARS-COV-2, being the first work to detect that virus in samples
of wastewater. Therefore, this study aims to carry out the detection of SARS-CoV-2 in
wastewater from the metropolitan region of Grande Vitéria (RMGV), in the state of
Espirito Santo, in ditches and hospitals and to establish, through a developed
computational tool, a proposal for the compilation and dissemination of data based on
wastewater-based epidemiology (WBE). Samples of raw wasteeater were collected in
ditches and hospitals and concentrated through precipitation by polyethylene glycol.
RNA was extracted using magnetic beads and detection was performed through the
target genes E and RdRp. In the total of samples evaluated, seven (25.9%) were
determined to be positive for the presence of SARS-CoV-2 in ditches with an average
Ct of 26 and thirty-two (45.7%) in hospitals with an average Ct of 28 .It was possible
to detect SARS-CoV-2 VoCs in 4 samples from ditches, with the gamma variant (P1)
being detected. The algorithms used to test the computational tool did not show
satisfactory linearity of results, however, they showed the potential of this tool
developed for the study of epidemiological evaluation studies. This study is the first to
establish the correlation of the detection of SARS-CoV-2 RNA in urban wastewater
present in the ditches, with population groups located in the municipality of Vila Velha,
Espirito Santo, as well as in hospitals in the RMGV, successfully implementing the
proposed methodology. It is recommended the maintenance and development of new
studies that seek to define standards for environmental monitoring that can contribute
to the advancement and implementation of the computational tool tested here for local

approaches and strategies of wastewater-based epidemiology (WBE).
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1 INTRODUCAO

No dia 11 de marco de 2020, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou como
pandemia o avanc¢o da sindrome respiratdria surgida em Wuhan, China, em dezembro
de 2019 e causada pelo novo agente viral nomeado SARS-COV-2, causando,
atualmente, mais de 104 milhdes de casos confirmados e mais de 2 milhdes de
mortes.

No Brasil, jA no segundo trimestre de 2021, o numero de infectados atingiu mais de
20 milhdes de brasileiros com cerca de 561 mil 6bitos, em continuo processo de
avanco da doenca (JOHN HOPKINS UNIVERSITY, 2021). O Estado do Espirito
Santo, até o dia 04 de fevereiro de 2021, apresentou cerca de 545 mil casos, com
11.959 6bitos, demonstrando um percentual de letalidade de 2,2% (SECRETARIA DE
SAUDE DO ESPIRITO SANTO, 2021).

Em maio de 2020, estudos realizados grupos de pesquisadores chineses monitoraram
a saude de pacientes infectados pelo SARS-COV-2, reportando pela primeira vez a
presenca do coronavirus nas fezes dos pacientes que apresentaram teste de RT-
gPCR (PCR em tempo real) positivo por swab nasofaringeo, assintomaticos ou nao e
sua persisténcia mesmo apos teste do swab negativo (XIAO et al., 2020; WU et al.,
2020).

Destarte, uma vez que estes estudos descreveram que pacientes contaminados com
0 coronavirus, sintomaticos ou nado, eliminam o virus pelas fezes, iniciou-se a busca
por tracos do microrganismo no esgoto bruto urbano. Um estudo publicado por
Medema et al (2020) revelou que, através da analise de amostras de esgoto bruto de
estacBes de tratamento de esgoto e aeroportos na Holanda, foi possivel identificar o
SARS-COV-2, sendo o primeiro trabalho a detectar o virus em amostras de aguas
residuarias.

Estes resultados contribuiram para o desenvolvimento de estudos semelhantes pelo
mundo, que revelaram que o virus estava em circulacao antes dos primeiros pacientes
sintomaticos serem hospitalizados e os primeiros casos serem confirmados (LA ROSA
etal., 2020; HARAMOTO et al., 2020; ORIVE et al., 2020; AHMED et al., 2020; WANG
et al., 2020; RANDAZZO et al., 2020).
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No Brasil, um estudo revelou que o coronavirus ja estava em circulacdo na regido sul
do pais desde novembro de 2019, data anterior a primeira notificacdo realizada em 31
de dezembro de 2020 em Wuhan, China (FONGARO et al., 2020).

Desta forma, fica a importancia do entendimento do papel do esgoto como fonte de
dados epidemiolégicos (FOLADORI et al., 2020).

A Epidemiologia Baseada no Esgoto surge como uma ferramenta importante de
entendimento e rastreio da circulagé@o de virus e outras doengcas em uma comunidade,
oferecendo oportunidades para estimar sua prevaléncia, diversidade genética e
distribuicdo geografica. Os sistemas de aguas residuarias oferecem uma abordagem
pratica para identificar virus excretados nas fezes de uma regido inteira, mesmo que
ndo estejam evidentes pela vigilancia clinica, uma vez que abordagens
epidemiolodgicas tradicionais podem ser limitadas pela natureza assintomatica dos
pacientes e pela subnotificacdo de casos clinicos.

Diante da importancia de estudos que correlacionem a presenca do SARS-CoV-2 em
aguas residuarias com dados epidemiologicos gerados pela testagem clinica de
pacientes diagnosticados com a COVID-19, este estudo busca detectar a presenca
do virus no esgoto bruto e estabelecer um sistema de epidemiologia baseada no

esgoto para avaliacdo, indexacéo e divulgacédo dos dados obtidos.
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2 OBJETIVOS

Realizar a deteccdo de sars-cov-2 em aguas residuarias da regido metropolitana da
grande vitéria (RMGV) com proposta de divulgacdo de dados baseada na
epidemiologia baseada no esgoto (EBE).

2.10BJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Implementar uma metodologia de concentracdo, extracdo e deteccdo do SARS-
COV-2 em amostras de esgoto urbano (valées) e hospitais da regido
metropolitana da grande Vitoria (RMGV).

e Correlacionar dados de monitoramento viral com modelos de Epidemiologia
Baseada em Esgotos (EBE).

e Propor um sistema de EBE.



16

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CORONAVIRUS
3.1.1 — Histodrico

Doencas de etiologia viral sdo responsaveis por grande parte dos surtos, epidemias e
pandemias que atingiram a humanidade dos séculos XVIII ao XXI, sendo a grande
maioria delas zoonoses, ou seja, transmitidas de animais vertebrados para o homem,
permitindo que neste Ultimo haja replicacdo e transmissdo da doenca para outros
seres humanos (KHALIL et al., 2020).

Um grande namero de doencas virais origina-se devido a ampla capacidade de virus,
especialmente virus de RNA, de sofrerem muta¢des e se adaptarem a novas espécies
como hospedeiros a fim de aumentar a sua capacidade de perpetuagdo. O
estreitamento territorial entre espécies, causado primordialmente pelo aumento do
namero populacional, exploracéo territorial, desmatamento e urbanizacao, origina a
associacdo entre dois ou mais grupos, favorecendo o surgimento de doencas
emergentes transmitidas entre ambas as espécies, em especial, causadas por virus
devido a alta capacidade de mutacao e salto entre populacdes (FOSTER et al., 2018;
KHALIL et al., 2020).

Portanto, a emergéncia de zoonoses como infec¢cbes pelo coronavirus evidencia o
papel indispensavel dos seres humanos na perpetuacdo e emergéncia de novas
doencas, favorecendo surtos e epidemias, podendo resultar em pandemias
declaradas (KHALIL et al., 2020).

Em novembro de 2002, em Foshan, China, ocorreram os primeiros relatos do primeiro
surto de sindrome respiratéria aguda grave, que se espalhou por diversos paises e
resultou em 774 mortes e 8096 casos notificados. Neste caso, o agente etioldgico foi
um coronavirus definido como o SARS-CoV (Sigla do inglés Severe Acute
Respiratory Syndrome CoronaVirus) (LEDUC et al., 2004).

Posterior a este surto, em 2012, 10 anos apo0s o primeiro surgimento da SARS-CoV,

um novo coronavirus, o MERS-CoV, foi isolado e determinado como causador da a
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sindrome respiratéria do Oriente Médio, resultando em 1728 casos confirmados e 627
mortes (Figura 1) (KHALIL et al., 2020).

2012 2003 2019
Sindrome respiratoria do Sindrome respiratéria Doencga do coronavirus
oriente médio aguda grave (COVID)
A\ 4 i
MERS SARS i
v v I______.:l'_ _______
MERS-CoV SARS-CoV |< >| SARS-CoV-2 |
Bre et oo iy

Figura 1 — Histérico de surtos e epidemias importantes causadas por espécies de coronavirus. Em
2019, sete anos ap0s o surto de SARS-CoV ocorrido na China, surge o0 SARS-CoV-2, causando a
COVID-19 (LEDUC et al., 2004; KHALIL et al., 2020)

Em 2019, 7 anos apds os ultimos relatos de casos de doencas causadas por
coronavirus, surge em Wuhan, China, o que seria declarada em marco de 2020, como
pandemia, a COVID-19 (Sigla do inglés CoronaVirus Disease — 2019. Esta doencga,
de sintomatologia semelhante as ocorridas anteriores, porém, de maior potencial de
transmissao, foi declarada como causada pelo SARS-CoV-2, descrito inicialmente por
Zhu e Colaboradpres (2019), um novo virus pertencente a familia dos coronavirus
que, até o primeiro trimestre de 2022, havia causado 378 milhdes de casos com cerca
de 5.7 milhdes de mortes associadas a infeccdo (WHO, 2020; JOHN HOPKINS
UNIVERSITY, 2021).
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3.1.2 Classificacdo taxonémica e estrutura viral

O SARS-CoV-2 é o sétimo virus da familia Coronaviridae a ser descoberto e
catalogado como capaz de infectar humanos, pertencente ao género betacoronavirus
(B-CoV). Os géneros Alphacoronavirus e Betacoronavirus infectam mamiferos,
enquanto Gammacoronavirus e Deltacoronavirus infectam passaros e outros seres
vivos. (Figura 2) (ICTV, 2021).

SARS-CoV-2
| Classificacao ‘.\‘.(~’
3
Ord . . -
B o Nidovirales ]7 > H
D Familia E “b,. '.'\0\.
D Sobmin Coronaviridae
E‘ Género E
‘ ‘ Bapiicie Coronavirinae
Alpha Beta Gama Delta
Coronavirus Coronavirus Coronavirus Coronavirus

HCoV-229E J— HCoV-NL63

R —— I ----------------------------- Ig I

HCoV-OC43 || HCoV-HKU1 || SARS-CoV || MERS-CoV

Figura 2 — Classificagcao taxondmica do SARS-CoV-2 por ordem, familia, subfamilia, género e espécie
(ICTV, 2021).

Filogeneticamente, o SARS-CoV-2 é mais semelhante ao SARS-CoV do que ao
MERS-CoV, Ultimos virus da mesma familia responsaveis por causar surtos e

epidemias e pertencentes ao género [3-coronavirus (BCoVs) (RAHIMI et al., 2021).

O SARS-CoV-2, especificamente, pertence a linhagem B dos BCoVs, sendo um virus
envelopado, com diametros médios de 80 a 120 nm. S&o constituidos de RNA néo
segmentado, fita simples (ssRNA), sentido positivo, 5’-cap, 3’-poliadenilado (Figura
3).
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Figura 3: Estrutura gendmica comparativa dos BCoVs SARS-CoV-2, SARS-CoV e MERS-CoV. Nesta
figura € possivel observar as diferencas pontuais entre os genomas das 3 espécies de coronavirus
responsdaveis por surtos, epidemias e pandemias. (SHEREEN et al., 2020)

O seu genoma apresenta sequéncias que exibem um comprimento diverso de 29,8 kb
a 29,9 kb com 12 open reading frames (ORFs) que codificam 27 proteinas. A
organizacdo gendmica inclui a sequéncia lider 5'- ORF1/ab-S- ORF3a- E-MORF6a-
ORF7a- ORF7b- ORF8- N-ORF10-3' da esquerda para a direita (RAHIMI et al., 2021).

Uma série de sequéncias reguladoras de transcricdo (TRS) esta situada na juncao
entre cada uma dessas ORFs, bem como na extremidade 5' do RNA genbmico.
Grande parte do RNA do SARS-CoV-2 compreende a regido ORF1la/b, codificante
para 16 proteinas ndo estruturais (nspl1-16), incluindo o gene para a RNA polimerase
RNA dependente (RdRp / nspl2), importante para o ciclo do SARS-CoV-2 por atuar
no processo de replicacdo do seu genoma (Figura 4) (RAHIMI et al., 2021).
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Figura 4: Organiza¢do do genoma completo do SARS-CoV-2 contendo representagdo e funcéo de
suas proteinas nado estruturais, estruturais e proteinas acessorias (ARYA et al., 2020).

3.1.3 Proteinas néo estruturais e ciclo de replicacéo
As proteinas ndo estruturais (NSPs — “Non structural proteins”) sdo definidas como
complexos proteicos produzidos através do RNA viral e responsaveis por diversas

fungdes relacionadas a replicagéo viral (ARYA et al., 2020).

O ciclo de replicacdo envolve, especificamente, as etapas de adesdo, adsorcao,
replicacdo viral e liberacdo do virion. Inicialmente, as particulas virais ligam-se a
receptores enzima conversora de angiotensina 2 (ACE 2) através da proteinas spike
(S).

Apés a entrada na célula, o RNA gendmico viral é liberado e traduzido pelos
ribossomos da célula infectada. Resultantes do processo inicial de traducdo, as
poliproteinas ppla e pplab sao clivadas por proteases virais (PLpro / Mpro), gerando
as proteinas ndo estruturais Nsp1-16 (Figura 5) (THOMS et al., 2021).
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Figura 5: Ciclo de replicacdo representado do SARS-CoV-2. A numeracdo de 1 a 12 representa as
etapas do ciclo, da adesédo a formagédo de novas particulas virais (ARYA et al., 2020).
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Grande parte das NSPs estéo relacionadas com papel de apoio e funcédo enzimatica
para replicacdo e transcricdo do genoma viral na célula hospedeira para a producao
de novos virions ou transcricdo de mRNAs sub-genémicos, que desempenham
importante papel na formacéo de novas particulas virais, uma vez que sao traduzidos

para as proteinas estruturais S, N, E e M (ARYA et al., 2020).

3.1.4 Proteinas estruturais

O SARS-CoV-2 possui quatro proteinas principais presentes em sua estrutura, sendo
elas a glicoproteina espicular ‘Spike’ (S), proteina do envelope (E), glicoproteina
da membrana (M) e proteina do nucleocapsideo (N) (Figura 6) (International

Committee on Taxonomy of Viruses, 2021).
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Figura 6: Esquema representativo das proteinas estruturais pertencentes ao SARS-CoV-2,
relacionando com a estrutura genémica apresenta pelo virus (International Committee on Taxonomy of
Viruses, 2021).

3.1.4.1 Proteina S (Spike)

A proteina estrutural S desempenha importante papel no processo de replicacao viral,
pois é a proteina que desempenha o papel de ancoragem e adesao da particula viral
a superficie da célula hospedeira através da sua ligacado com o receptor ACE2 (ARYA
et al., 2020; WANG et al, 2020).

A proteina S possui duas subunidades principais, S1 e S2, compartilhando 77% da
sequéncia ho genoma viral com a proteina presente no SARS-CoV, virus responsavel
pelo surto ocorrido em 2002 na China. A subunidade S1 desempenha um papel no
reconhecimento e ligacao do receptor, enquanto a subunidade S2 medeia a fusédo das

membranas celulares do virus e do hospedeiro. (Figura 7).
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Figura 7: A) Representagdo esquematica da estrutura de dominio do mondémero e mondémero de
proteina S na conformagéo aberta (B) (ARYA et al., 2020).

No estagio inicial do ciclo de replicacdo o processo de adesdo da particula viral a
célula hospedeira se da através da interacdo da proteina S com receptores ACE2

presentes na superficie celular (Figura 8).

Proteina S

Figura 8: Representacao da ligacdo da porgéo do receptor do dominio de ligacéo da proteina S com o
receptor ACE2 em células hospedeiras.

No dominio peptidadese da ACE2 ocorre a ligacdo do receptor do dominio de ligacédo
(RBD) a regido S1 da proteina S, resultando em clivagem da regido entre S1 e S2.
Este processo culmina em liberacdo de S1 e alteracdo da conformacao de S2, que se
estende até a membrana da célula hospedeira, sofrendo sucessivas clivagens
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mediadas por serina-proteases de membrana do tipo Il (TMPRSS), promovendo a

fusdo entre a membrana do virus e a membrana da célula hospedeira (Figura 9).
SARS-CoV-2

Furin TMPRSS2

L

Ligacdo comreceptor ~ S1/S2 S2' Fusio de membrana

< S1 < S2 =

N-

Célula hospedeira

Figura 9: Processo de adeséo e adsor¢do celular de SARS-CoV-2 mediado pela interacdo da proteina
S com ACE2 da célula hospedeira (CHEN et al., 2021).

3.1.4.2 Proteina N (Nucleocapsideo)

A proteina formadora do Nucleocapsideo (N) possui importante fungédo estrutural
relacionada ao genoma viral, uma vez que empacota o RNA viral em formato
helicoidal, chamado de ribonucleocapsideo (RNP), participando da montagem de
virions pela encapsidacdo do genoma (ARYA et al., 2020).

Consiste em dois dominios altamente conservados: o dominio de ligacdo de RNA N-
terminal (N-NTD; 46- 174) e o dominio de dimerizacdo C-terminal (NCTD; 247-364)

separados por uma regido rica em serina/arginina.

A proteina N é produzida em alta abundancia durante o processo de infeccéo, sendo
altamente imunogénico e um alvo para desenvolvimento de vacinas. Além disso, a
regido do genoma viral relacionada com a producdo desta proteina, o gene N, é
utilizado como alvo para deteccdo de virus em amostras clinicas de pacientes
infectados, sintomaticos ou ndo, devido a sua abundancia durante o processo
infeccioso e especificidade (ARYA et al., 2020).
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3.1.4.3 Proteina M (Membrana)

A proteina de membrana (M) é composta por 222 amino&cidos e caracterizada como
glicoproteina transmembrana longa, sendo a proteina estrutural mais abundante no
SARS-CoV-2. Possui trés dominios principais: ectodominio N-terminal seguido por
trés hélices transmembranares (TMH1-TMH3) e o endo-dominio C-terminal. Sua
funcdo esta relacionada com inducédo de flexdo de membrana, servindo como ponto
para montagem de novos virions. Este processo ocorre através de multiplas
interacBes homotipicas e heterotipicas com outas proteinas estruturais. (ARYA et al.,
2020).

3.1.4.4 Proteina E (Envelope)

A proteina do envelope (E) € a menor estrutural proteica transmembrana do SARS-
CoV-2, possuindo 75 aminoacidos em trés dominios: um N-terminal hidrofilico, um
hidrofébico transmembranar (TMD) seguido por um longo endo-dominio C-terminal
hidrofilico (ARYA et al., 2020).

A proteina E possui um papel importante no que tange ao desenvolvimento de
sintomas relacionados a infeccdo do SARS-CoV-2, atuando na ativacao do
inflamassoma do hospedeiro e causando a tempestade de citocinas que origina a

resposta inflamatdria exacerbada caracteristica durante o processo infeccioso.

O gene E, responsavel por codificar a proteina, € utilizado como alvo em porotocolos
de PCR em tempo real para deteccdo de SARS-CoV-2, assim como o0 gene N citado
anteriormente. Além disso, a caracteristica de ativacdo de respostas inflamatérias
pode induzir facilitagdo da disseminacao viral, o que torna a proteina E um importante
alvo vacinal (SCHOEMAN et al., 2020).
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3.2Epidemiologia Baseada no Esgoto
3.2.1 — Primeiros avangos

Doencas infecciosas de alto potencial de transmissdo possuem o monitoramento do
espalhamento da doenca como meio de prevencdo, intervencao e controle no nicleo
populacional afetado. Estas metodologias dependem diretamente da capacidade dos
sistemas de saude e vigilancia sanitaria de testarem, identificarem e isolarem um

individuo doente para que o ciclo de transmissédo da doenca seja interrompido.

Porém, o sistema de monitoramento por testagem de doentes desenvolve lentiddo
para tomada de decisbes e pouca precisdo no controle de emergéncias
epidemioldgicas, abrindo janelas para aumento da transmisséo (SIMS & KASPRZYK-
HORDERN, 2020).

Para auxiliar na prevencdo, intervencdo e controle da doenca de maneira rapida e
eficaz, de modo que seja possivel interferir diretamente na tomada publica de
decisfes , alguns estudos epidemiolégicos observaram os diferentes meios em que

era possivel detectar os agentes etiolégicos de diversas doencas.

Em 1983, Feachem descreveu a possibilidade de monitoramento de microrganismos
causadores de doencas através do esgoto, teorizando que, uma vez que estes
microrganismos podiam estar presentes em excretas e fluidos corporais, também
poderiam estar presentes no esgoto urbano, servindo de meio para o estudo destas

doencas.

Partindo deste principio, MANOR (1999), consolidando uma série de resultados
obtidos pelo Laboratério de Saude Publica de Israel, descreveu a proposta feita por
este para um modelo de vigilancia e monitoramento ambiental utilizando o esgoto
como matriz de analise para a pesquisa e monitoramento de poliovirus, buscando

entender o espalhamento da doenca e efetividade vacinal (MANOR et al., 1999)

Os estudos foram conduzidos de 1989 a 1998 e, através deles, foi possivel determinar

0 surgimento de 4 novos surtos de poliovirus sem surgimento ou detecgdo de
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pacientes sintomaticos. Os mesmos estudos foram desenvolvidos na Finlandia,
obtendo-se resultados semelhantes (MANOR et al., 1999).

Daughton (2001) aplicou em seus estudos de abordagem farmacolégica os conceitos
desta abordagem tedrica idealizada para o monitoramento de doencas. Zuccato et al

“

(2005) delinearam e definiram portanto o surgimento do termo “ Epidemiologia
Baseada no Esgoto”, em que, entdo, também se tornava possivel o monitoramento de
parametros fisioldgicos de grupos populacionais através da andlise direta do esgoto
bruto em estacdes de tratamento de esgoto ou sistemas de esgotamento sanitario nas

regides estudadas.

Nestes trabalhos, definiram-se as primeiras metodologias para monitoramento de uso
de drogas ilicitas por grupos populacionais através da deteccdo no esgoto dos

metabalitos excretados pelo usuarios.

3.2.2 - EBE aplicada a virologia

Os virus compreendem grande parte da carga microbiolégica presente em amostras
de esgoto bruto, sendo alguns deles responsaveis por doencas relacionadas a surtos
e epidemias. Estes sao parasitas intracelulares obrigatérios, portanto, ndo conseguem
realizar replicacdo quando presentes no esgoto, diferente de alguns grupos
bacterianos (XAGORARAKI & O'BRIEN , 2020).

Essa caracteristica viral indica que a carga de particulas que pode ser encontrada no
esgoto bruto esta diretamente relacionada com o nimero de pessoas infectadas.
Diversos grupos de virus, principalmente aqueles que possuem a agua como parte do
seu ciclo infeccioso, podem ser detectados em amostras de esgoto bruto. Isto inclui
adenovirus, astrovirus, enterovirus, virus da hepatite A e E e norovirus e rotavirus,
sendo estes dois ultimos relacionados com a ocorréncia de surtos de gastroenterite
(GANESH et al., 2013).
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Em 2014, um estudo desenvolvido na Suécia demonstrou a presenca de Norovirus e
Virus da Hepatite A semanas antes do surgimento dos primeiros casos sintomaticos
e detectados destas doencas pelo sistema de saude publica da regido. Estes
resultados demonstraram, em estagios iniciais, a possibilidade da EBE ser utilizada
como ferramenta de monitoramento e controle da doenca antes do surgimento dos
primeiros casos detectados, auxiliando no controle de grupos e na tomada publica de
decisbes (HELLMER et a., 2014).

Esse avanco do uso da EBE como ferramenta de monitoramento ambiental para virus
nao transmissiveis pela dgua, em especial o SARS-CoV-2, é descrito como importante
aliado nos processos de monitoramento ambiental de patdgenos, prevencao,
intervencdo e controle do avanco da doenca. Estudos que utilizam como base
analitica modelos computacionais demonstram que ferramentas de EBE associadas
a vigilancia epidemiolégica podem ser importantes para a economia de bilhdes de

dolares durante o curso da pandemia (HART et al., 2020).

A EBE aplicada ao monitoramento viral auxilia no manejo de curvas de contagio,
deteccdo de comunidades com alta taxa de pacientes infectados e avaliacdo de
eficacia vacinal. Os dados gerados através dessa ferramenta podem ser interpretados
e utilizados pelos sistemas de saude publica para contribuir em mapas de
probabilidade de infeccdo e no manejo de recursos e isolamento de regides com altas
cargas virais detectadas, fornecendo importantes modelos epidemiolégicos (SODRE
et al., 2020; O'BRIEN & XAGORARAKI, 2019; PRADO et al., 2021; KITAJIMA et al.,
2020).

Modelos epidemioldgicas, por sua vez, envolvem protocolos de coleta de amostras
bem estabelecidos, bem como testagem, avaliacao e interpretacdo de dados e tomada
de decisbes publicas (Figura 10) (SIMS & KASPRZYK-HORDERN, 2020; O'BRIEN &
XAGORARAKI, 2019).
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Figura 10: Consolidacdo das aplicagBes da EBE e sua correlacdo com nucleos populacionais
contribuintes (SIMS & KASPRZYK-HORDERN, 2020).

3.2.3 Presenca de SARS-CoV-2 no esgoto

Diante do avanco da COVID-19, estudos foram desenvolvidos para entender a
patogénese da doenca. Similar ao SARS-CoV e outros virus da familia dos
Coronavirus, 0 SARS-CoV-2 utiliza o receptor de angiotensina de metalocarboxil
peptidase (ACE2) para adeséo celular (SCIALO et al., 2020).

A ACE2 é naturalmente pouco expressa em tecidos pulmonares, porém, a inflamacéo
induzida pela presenca do virus resulta em aumento da expressao do receptor,

favorecendo a adsorcéo viral na célula. (YAN et al., 2020).

Ainda que pouco expresso naturalmente em células pulmonares, o ACE2¢é altamente
expresso no intestino delgado e coélon. Esta descoberta favoreceu o entendimento da
ocorréncia de sintomatologia gastrointestinal em alguns pacientes positivos para
SARS-CoV-2 como diarreia e desconforto intestinal (WANG et al., 2020; ZOU et al.,
2020; SERFOZO et al., 2020; ZHUANG et al., 2020; .ZIEGLER et al., 2020).
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Sendo assim, estudos monitoraram a saude e sintomatologia de alguns pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2 que possuiam ou ndo sintomas gastrointestinais,
reportando, pela primeira vez a presenca do virus em amostras de fezes destes
pacientes, com percentual de cerca de 60% dos pacientes avaliados, sendo possivel
manter a deteccdo do virus nas fezes mesmo apos o teste de swab nasofaringeo
negativo (CHEN et al., 2020; ZHANG et al., 2020; KIPKORIR et al., 2020; XIAO et al.,
2020a; XIAO et al., 2020b; WANG et al., 2020).

A partir destes relatos iniciais, Medema et al (2020) realizou a primeira descricao da
presenca de SARS-CoV-2 em amostras de bruto proveniente de estacbes de

tratamento e de um aeroporto.

Em seguida, Wu et al (2020) identificaram a presenca do virus em amostras de
estacdes de tratamento (ETE) situadas no estado de Massachusetts, nos Estados
Unidos. Este estudo foi o primeiro a detectar cargas virais no esgoto maiores do que
0 numero provavel de infectados descrito para as regiées compreendidas pela ETE,
delineando como causa provavel a subnotificacdo de casos na regido, uma vez que
pacientes assintomaticos também podem eliminar o virus nas fezes e transmiti-lo por

vias aéreas.

Em estudo desenvolvido na Itédlia, La Rosa et al (2020) descreve que, através da
analise de amostras de esgoto bruto de Dezembro de 2019, antes do inicio da
pandemia, foi possivel identificar o SARS-COV-2, sugerindo que o virus estava em
circulacdo no pais antes da declaracdo de pandemia pela OMS e da divulgacdo do

primeiro caso confirmado.

Este trabalho publicado resultou no desenvolvimento de diversos outros estudos pelo
mundo que buscavam identificar a presenca do virus em amostras de esgoto datadas
de antes da identificacdo dos primeiros pacientes sintomaticos e diagnosticados com
SARS-CoV-2 (MEDEMA et al., 2020; HARAMOTO et al., 2020; ORIVE et al., 2020;
AHMED et al., 2020; WANG et al., 2020; RANDAZZO et al., 2020).
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No Brasil, estudos desenvolvidos revelaram que o virus ja estava em circulacdo meses
antes da primeira notificacdo de paciente contaminado pelo SARS-CoV-2 no mundo,
feita em 31 de dezembro de 2019, em Wuhan, China, local de inicio da pandemia
(FONGARO et al., 2019).

3.3 METODOS DE CONCENTRAGAO E EXTRACAO DO RNA VIRAL

Métodos de concentracdo viral em amostras ambientais constituem grande parte do
processo de evolucdo da virologia ambiental e buscam ser eficientes em suas taxas
de recuperacédo do virus analisado e nos custos atribuidos a realizacdo do método.
Em sua maioria, estes estéo relacionados a concentracao pela ligacdo com proteinas
estruturais virais ou com o material genético do virus estudado (BOSCH et al., 2008,
WYN-JONES & SELLWOOD, 2001).

Estes métodos também sdo possiveis de serem aplicados a amostras em que ndo ha
integridade da particula viral, buscando portanto concentrar o seu material genético,
explorando as cargas associadas aos acidos nucleicos e ao meio em que eles estédo
suspensos, por filtracdo em filtros de microporosidade, precipitacdo por hidroxido de
aluminio ou em métodos de precipitacdo por polietileno glicol, sugeridos no Standard
methodos fot the examination of water and wastewater como os trés métodos para
realizacdo de concentracdo de virus em amostras ambientais (BOSCH et al., 2008;
APHA, 2017).

A escolha do método utilizado depende diretamente da natureza da amostra a ser
avaliada e do virus presente nela, uma vez que alguns métodos possuem limitacdes
a presenca de interferentes, ao volume amostral e densidade viral ou a integridade da
particula viral, sendo alguns eficientes para deteccdo de particulas integras e outros

para deteccdo de material genético suspenso.

3.3.1 — Filtros de Microporosidade

O método de concentracao por filtragdo em membranas ou filtros de microporosidade

baseia-se na adsorcdo da particula viral ou do material genético do virus ,presentes
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em meio aquoso, em filtros ou membranas carregados eletronegativamente ou
positivamente. Os filtros ou membranas utilizados podem ser compostos de celulose
ou fibra de vidro e, a depender do tipo de carga aplicado a membrana, deve-se realizar
a regulacao do pH para favorecer a adsorgcédo (APHA, 2017).

Em etapa posterior a adsorcéo, € realizada a eluicdo do material por filtracdo com
eluente alcalino em pequenos volumes a fim de se obter o que ficou retido na
membrana utilizada (APHA, 2017). Este método possui trés limitacbes basicas
associadas a aplicabilidade do métodos: | — A presenca de uma alta carga de solidos
suspensos ha amostra pode resultar na rapida saturacdo ou entupimento da
membrana/filtro utilizados; Il — A presenca de altas taxas de matéria organica pode
prejudicar no processo de adsorcao da particula viral a superficie carregada; Ill — A
taxa de recuperacdo atribuida ao método pode sofrer drastica diminuicdo com uma
etapa de clarificacdo antes da passagem da amostra pelo filtro ou membrana. Esta
etapa de clarificacdo remove solidos suspensos, porém, remove também consigo

particulas virais que podem estar adsorvidas nos solidos (APHA, 2017).

3.3.2 — Precipitacdo por hidréxido de aluminio

O método de precipitacdo utiliza o principio de cargas negativas associadas a
particula viral, em que um reagente carregado eletropositivamente se liga a esta
particula favorecendo a sua precipitacdo apés centrifugacdo. Este método pode ser
empregado para concentrar pequenos volumes de agua e esgoto ou como método
secundério a filtracdo de microporosidade, sendo aplicado no eluido a fim de se obter

uma melhor concentragao.

O reagente mais utilizado para de precipitacdo por adsorcao € o hidroxido de aluminio
(AlI(OH)3). As limitagdes impostas ao método delimitam-se ao volume da amostra, que,
para a precipitacdo por adsorcéo, é ideal que seja pequeno e na carga de matéria
organica na amostra que, assim como no método de filtros de microporosidade,

também interfere na adsorcédo (APHA, 2017).
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3.3.3 — Precipitacao por polietilenoglicol

O método de precipitacdo por polietilenoglicol (PEG) de alto peso molecular foi
desenvolvido e aplicado em 1969 por Horzinek et al, para concentracao de arbovirus.
Este método, devido a seu baixo custo e relativa eficiéncia, foi adaptado e aplicado a
diversos outros estudos relacionados a concentracdo de virus de RNA (POLSON et
al., 1972; KIM et al.,, 2008). Em 2015, Warnes et al aplicaram o método de

concentracéo por PEG para o HCoV-229E, virus da familia dos coronavirus.

O método consiste na separacdo das moléculas de agua que estdo ao redor da
molécula de acido nucleico pelo PEG, tornando-o exposto a outras moléculas de RNA.
(RUSINOL et al., 2020; PHILO et al., 2021) Essa exposi¢do causa agregacido das
moléculas. Ao passo que a neutralizacdo ocorre, um sal é aplicado para neutralizar a
carga negativa dos fosfatos presentes na molécula de acido nucleico. Ao promover a
agregacdo, uma posterior centrifugacdo termina com a precipitacdo do material
genético a ser obtido (APHA, 2017).

Para SARS-CoV-2, o método de precipitacdo por polietilenoglicol foi aplicado por
diversos estudos (HATA et al., 2020; LA ROSA et al., 2020; WU et al., 2020; KUMAR
et al., 2020). Em estudo desenvolvido por Kumar et al (2020), a concentracdo com
PEG + NaCl foi suficiente para remocéo de inibidores dos sistemas de deteccao de
material genético viral, como a RT-gPCR (BUSTIN et al., 2020; SCHRIEWER et al.,
2011).

3.3.4 - Usos e aplicabilidades

As diferentes técnicas de concentracdo do material genético viral podem ser
combinadas para obter melhor eficiéncia na recuperacdo do DNA/RNA avaliado ou na
remoc¢do de inibidores. Variagbes nas técnicas de filtracdo por microporosidades,
associadas com precipitacdo por PEG tem sido utilizadas para realizar deteccao de
SARS-CoV-2 em amostras de esgoto bruto.

Essa variacdo consiste na aplicacdo de um modelo de filtrag&o por microporosidade
para remocéo de particulas e outros microrganismos indesejados e concentracao do

filtrado, obtendo-se recuperacdo do material genético do virus avaliado. Para
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manutencdo da eficiéncia da técnica de concentracédo, deve ser realizado um bom
processo de extracado do material genético e posterior escolha da técnica empregada
para deteccao (Figura 11) (KUMAR et al., 2020).

Etapa

Esgoto
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[] oo Filtros de Precipitagao Precipitagao
u petecio | microporosidade Al(OH)3 PEG

=
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Figura 11: Metodologias de concentragéo e deteccao de virus em amostras e 4gua e esgoto (APHA,
2017).

No presente estudo, a metodologia implementada para concentragcdo de material
genético viral foi a de precipitacdo por polietilegoglicol (PEG), um polimero

amplamente utilizado na indastria farmacéutica e médica.

Os primeiros estudos de empregabilidade do PEG para precipitacdo de proteinas
foram descritos por Lerman et al (1971), destacando o potencial desta molécula de

alterar a solubilidade de alguns compostos proteicos independente da solucéo.

Estes estudos demonstraram que, em presenca de sais, 0 PEG possui potencial de
condensacdo de moléculas de acidos nucleicos, ficando essa caracteristica definida
como condensacdo induzida por complexo sal-polimero (polymer and salt-induced
(psi)), ou condensagao y.

Este fenbmeno esta relacionado com a capacidade do polimero em tornar hidrofébico
0 ambiente proximo a molécula de material genético, permitindo que elas precipitem
e se mantenham proximas umas das outras, concentrando-as. O sal empregado na
reacdo neutraliza a carga negativa dos grupamentos fosfato dos acidos nucleicos
(ATHAT & INGHAM, 1981; BLOOMFIELD et al., 1997; CHENG et al., 2015).
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Para a precipitacdo por PEG empregada neste estudo, foi utilizado polietilenoglicol de
alto peso molecular (PEG 8000). Ramos et al (2005) em seus estudos de
estabelecimento de relacdo entre concentracdo e peso molecular do polimero,
estabeleceram haver forte evidéncia de relacéo entre o potencial de concentracéo de

material genético e o peso molecular do PEG utilizado.

Estudos posteriores de cinética e interagdo entre substancias demonstraram que
moléculas de PEG de maio peso molecular, quando empregada para concentracao
de material genético, funcionam melhor e possuem maior potencial de precipitacéo
em comparacao com moléculas de baixo peso molecular (PEG 300, 600, 1500 e 4000)
(HIRANO et al.,2012 ;0JALA et al., 2014).

Estudos recentes de aplicabilidade do método de concentracdo por PEG para
precipitacdo de material genético de SARS-CoV-2 demonstraram potencial e bons
percentuais de recuperacao do alvo. Ahmed et al (2020) utilizaram o virus da hepatite
murina (MHV), um betacoronavirus que infecta camundongos, como substituto para
avaliar técnica de recuperacdo de material genético em diferentes metodologias de
concentracdo. Em seus resultados, o método em que o PEG é utilizado obteve 44%

de recuperacdo do material genético.

A metodologia utilizada em nosso estudo empregando PEG foi descrita por Kumar et
al (2020). Em seu estudo, os autores descrevem o método como eficiente em
recuperacdo de material genético do SARS-CoV-2 quando comparado com controles
moleculares para processos de inibi¢ao.

Estudos posteriores em que foram utilizadas cépias gendmicas do SARS-CoV-2 para
determinar o potencial de recuperacdo do PEG foram realizados. Pérez-Cataluiia et
al (2021) desenvolveram um estudo para avaliacdo metodoldgica utilizando amostras
de esgoto previamente testadas para SARS-CoV-2 e caracterizadas como amostras

negativas.



36

No desenvolvimento desse estudo. foram avaliadas diferentes metodologias de
concentracdo semeando 0 esgoto com trés grupos virais diferentes, o PEDV,
Mengovirus e o SARS-CoV-2. O estudo demonstra que a metodologia de
concentracéo por PEG obteve maiores percentuais de recuperacdo quando aplicada

para 0 SARS-CoV-2, recuperando cerca de 52.8% do material genético inoculado.

Estudos semelhantes foram realizados e determinam que utilizar o PEG é uma
abordagem de potencial para recuperacdo de material genético de SARS-CoV-2 em
esgoto bruto ndo tratado (BARRIL et al., 2020; JAFERALI et al., 2020; WU et al., 2020;
KOCAMEMI et al., 2020; ZHANG et al., 2020; BAR-OR et al., 2020).

Apébs os procedimentos de precipitacdo e concentragdo, a metodologia de extracdo
de material genético viral empregada nesse estudo envolveu a utilizacdo de kit

comercial de extracdo por beads magnéticas.

Esta metodologia de extracdo possui grande potencial para aplicabilidade em
amostras com baixas concentracdes de materiais genéticos, dada a sensibilidade da

extracdo conferida pelo uso das beads (KLEIN et al., 2020).
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3.4DETECCAO E QUANTIFICACAO DE RNA VIRAL POR gPCR

O inicio da implantagdo de técnicas de deteccdo de virus em amostras ambientais
datam de 1940, em estudos utilizando poliovirus. Desde entdo, houve avanco
exponencial das técnicas de deteccdo de particulas virais no meio ambiente, com
grande passo dado na década de 90 com a implantagcdo das inovadoras técnicas de
biologia molécula (METCALF et al., 1995).

As técnicas de biologia molecular, como PCR e RT-PCR permitiram a virologia
ambiental o aumento da sensibilidade e especificidade na detec¢édo dos virus, uma
vez que viabilizam detec¢cdes em amostras fracas, sendo necessario, para algumas
técnicas, apenas 1 particula viral para que seja possivel obter um resultado positivo.
Além disso, é possivel também obter valiosos dados acerca do genoma viral,
buscando entender o surgimento de novas espécies e descrever com precisdo os
processos epidemioldgicos relacionados a doenca causada pelo virus avaliado
(BUSTIN et al., 2020).

Atualmente, além da técnica de PCR convencional, que consiste na amplificacéo do
material genético e posterior visualizacdo qualitativa do resultado por eletroforese,
houve o surgimento da técnica de PCR em tempo real e sua aplicagdo no campo da

virologia ambiental.

Na técnica de PCR em tempo real, ou gPCR, o material genético viral (RNA ou DNA)
€ detectado quantitativamente com relagdo ao numero de cépias gendmicas
presentes na amostra. Por sua vez, este numero de cépias apresenta correlagdo
direta com o numero de particulas virais eliminadas pela populagéo infectada, sendo
possivel dimensionar o0 numero de particulas virais ou o numero provavel de pessoas
infectadas em determinada regido que origina o esgoto analisado (BUSTIN et al.,
2020).
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Metodologicamente, a avaliacdo empregada para a deteccdo do SARS-COV-2 em
amostras de esgoto € a RT-gPCR (PCR em tempo real) utilizando os genes alvo N e
E, ORFla e ORF1b (RdRp) e 0 gene S (MEDEMA et al., 2020; WURTZER et al., 2020,
BAR-OR | et al., 2020; RIMOLDI et al., 2020; KUMAR et al., 2020; KOCAMENI et al.,
2020; HARAMOTO et al., 2020; ZHANG et al., 2020, WU et al., 2020; XU et al., 2020;
BALBOA et al., 2021) .

A escolha do gene utilizado para a deteccdo PCR em tempo real depende da natureza
da amostra, do modo de concentracao e do método de extracao utilizado (HAMOUDA
et al., 2021). Buscando entender a eficiéncia de deteccdo para cada gene, Jung et al
(2020) realizaram um estudo comparativo da eficiéncia de deteccao, sugerindo que
os genes N e a regido ORFl1ab sao mais eficientes para a detec¢do do SARS-CoV-2.

Pino et al. (2021) realizou um estudo de avaliagdo de métodos para deteccdo de
SARS-CoV-2 e sua influéncia nos percentuais de deteccdo e positividade de
amostras. Os autores descrevem que, ao observarem a eficiéncia de deteccao,
independente do método de concentracdo aplicado, o gene E foi o Unico que foi
possivel detectar em todas as amostras avaliadas., com eficiéncia de deteccdo em
97%. O gene RdRp, também avaliado pelo estudo, apresentou eficiéncia de 90%,
apesar de ndo ter sido detectado em todas as amostras avaliadas. Quando
considerados os métodos de concentracdo, a concentracao por PEG, utilizada em
nosso estudo, apresentou percentuais de recuperacdo de material genético viral e

suficiente para deteccdo dos genes E e RdRp.

Medema et al (2020) realizaram deteccao de RNA viral por RT-gPCR em amostras de
esgoto retiradas de estacBes de tratamento na Holanda. Com menor taxa de
substancias inibidores e maior controle das regiées compreendidas , foi possivel,
utilizando o gene alvo E, detectar a presenca do virus em 57% das amostras testadas
(4/7). Estudos que realizaram deteccdo por PCR digital também obtiveram maiores

resultados nos percentuais de deteccgéo para o gene E (Al et al., 2021).
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O “Centers for Disease Control and Prevention” (Atlanta, EUA) sugere que o gene E
seja utilizado para a deteccdo de SARS-CoV-2 em amostras de esgoto, por elevada

eficiéncia demonstrada em estudos publicados Corman et al (2020).

A correlacdo entre a analise de PCR quantitativa do material genético do virus SARS-
COV-2 no esgoto e o dimensionamento do numero de pessoas infectadas em uma
regido constitui a base tedrica que caracteriza a Epidemiologia Baseada em Esgotos
(EBE) (FOLADORI et al., 2020; KUMAR et al., 2020).
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As analises foram realizadas no LACAR-CPID (Laboratorio de caracterizacéo fisica,

quimica e microbiologica - Centro de Pesquisa, Inovacdo e Desenvolvimento) em

Cariacica, Espirito Santo e vinculado a Universidade Federal do Espirito Santo,

Fundacao de Amparo a Pesquisa e Inovacao do Espirito Santo (FAPES) e Secretaria

da Ciéncia, Tecnologia,

Inovacdo, Educacdo Profissional e Desenvolvimento

Econdmico (SECTIDES). O procedimento para analise das amostras foi realizado

conforme o seguinte fluxograma:
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Figura 12: Fluxograma para andlise e implementacdo de metodologia proposta das amostras

coletadas neste estudo.
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4.1 COLETA DE AMOSTRAS

As amostras foram coletadas em sistemas de coleta de esgoto urbano e hospitalar
compreendendo valbes e hospitais estaduais da regido metropolitana da grande
vitéria (RMGV).

Foram utilizados frascos de 5L previamente sanitizados com alcool 70%. As coletas
foram realizadas no periodo de Setembro de 2020 a Abril de 2021, com diversificacao

das datas e pontos de coleta.

Os pontos de coleta em valbdes foram determinados de acordo com a deteccéo visual
de densidade populacional e suas possiveis contribuicbes para o valdo. Foram
definidos 5 pontos de coleta, localizados no municipio de Vila Velha, Espirito Santo,
gue compreendem valdes que recebem esgoto bruto de residéncias localizadas nos
bairros de Itapoa (P1), Vasco da Gama e Cobilandia (P2), Divino Espirito Santo (P3),

Boa Vista (P4) e Praia de Gaivotas (P5) descritos e ilustrados na tabela 1 e figura 13.

Tabela 1: Coordenadas e descricdo do nimero de coletas realizadas em valdes de Setembro de 2020
a Abril de 2021.

NUumero de
Ponto de coleta Periodo
coletas
P1 - ITAPOA 9 =
% =
L
@) j T
— P2 — COBILANDIA 8 o
< 8‘ —
> QY
P3 - DIVINO ES 3 o
T o
P4 — BOA VISTA 5 g ©
P5 - GAIVOTAS 2 5
(D)
Total 27 )
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Figura 13: Locais de coleta das amostras de valdes durante o periodo de Setembro de 2020 a Abril de
2021.

No caso dos hospitais, a amostragem foi realizada nos respectivos sistemas de
tratamento, quando presente. Em alguns casos, o sistema de tratamento estava
ausente e 0 respectivo esgoto hospitalar coletado ligado diretamente a rede da
concessiondria estadual de saneamento (CESAN — Espirito Santo). Deve-se ressaltar
as péssimas condi¢cdes de manutencéo desses sistemas de tratamento, com acumulo

de detritos e sucateamento de seus componentes.

Foram selecionados 4 hospitais estaduais nos municipios de Vila Velha, Cariacica,
Vitoria e Serra. Para o municipio de Vila velha, o Centro de Reabilitagdo Fisica do
Espirito Santo (CREFES) foi determinado para a coleta do esgoto oriundo de todas as
alas do hospital. Esta coleta foi realizada na caixa de saida para o sistema de
esgotamento sanitario publico, uma vez que este hospital ndo possui sistema de

tratamento de esgoto.
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No municipio de Cariacica, foi determinado o Hospital Estadual de Atencéo Clinica
(HEAC) para a coleta do esgoto. A coleta foi realizada em dois pontos, sendo o ponto
1 em uma fossa séptica que recebe o esgoto oriundo da ala psiquiatrica do hospital e
0 ponto 2 no gradeamento que precede o sistema de tratamento do hospital que

recebe esgoto proveniente da ala clinica hospitalar.

No municipio de Vitéria, o Hospital Universitario Cassiano Antonio de Moraes
(HUCAM) foi determinado como local de coleta. O ponto 1 compreende a entrada da
caixa de passagem oriundo de todas as alas do hospital. O ponto 2 compreende a
caixa de saida do esgoto para o sistema de esgotamento sanitario publico, uma vez
que este hospital ndo possui sistema de tratamento de esgoto. O ponto 3 € um lago

localizado atras do hospital.

No municipio de Serra, o Hospital Estadual Jayme dos Santos Neves (HEJSN) foi
determinado compreendendo dois pontos. No ponto 1, foram coletadas amostras na
entrada do sistema de tratamento de esgoto hospitalar por sistema de fossa filtro. O
ponto 2 foi realizado na saida do sistema de tratamento de esgoto (Tabela 2; Figura
14).

Tabela 2: Coordenadas e descricdo do numero de coletas realizadas em hospitais de Novembro de
2020 a Abril de 2021.

. Numero de
Unidade
coletas
%) CREFES — Vila
< 9
= Velha
T
e HEAC — Cariacica 8
T
HUCAM — Vitoria
HEJSN - Serra

Total 27
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Figura 14: Locais de coleta das amostras de hospitais durante o periodo de Novembro de 2020 a Abril
de 2021.

4.2 ANALISES FiSICO QUIMICAS

Foram realizadas leituras de pH, condutividade, turbidez, temperatura e oxigénio
dissolvido do ponto de coleta em questéo utilizando medidor multiparametro por sonda
Hanna HI98194 previamente calibrada conforme instru¢des do fabricante e utilizando
solucdo padrao do aparelho (Hanna Instruments, Limena — ITA) em cada coleta
realizada. As andlises de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO), Colimetria pelo método cartela Colilert® e analise de
Série Solidos foram realizadas conforme descrito e recomendo por APHA (2017).
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4.3 CONCENTRACAO DE RNA

A concentracdo de RNA foi realizada conforme método de precipitacdo por
polietilenoglicol (PEG) descrito por Kumar et al (2020). As amostras foram dividas em
tubos tipo Falcon de 50 ml livres de RNAse previamente esterilizados e pasteurizadas
em banho-maria a 60°C por 90 minutos para inativacao viral. Quando as amostras
retornaram a temperatura ambiente, foram centrifugadas 4.500 x g por 30 min. Em
seguida o sobrenadante foi filtrado em membranas de 0,22 ym e cada filtrado de

esgoto foi concentrado usando o método de polietilenoglicol - PEG.

Para o método selecionado, 80 g.L* de PEG 8000 (299%) e 17,5 g.L* de NaCl para
biologia molecular (299%) foram adicionados em 25 mL de filtrado. Em seguida, as
amostras foram incubadas “overnight” a 17°C e 100 rpm. No dia seguinte, foram
centrifugadas a 13.000 x g durante 90 min e apds centrifuga¢éo, o sobrenadante foi
descartado e o “pellet” ressuspenso em 300 yL de agua livre de RNAse. O “pellet”

assim ressuspenso foi utilizado para extracdo de RNA.

4.4 EXTRACAO DE RNA

Na extracdo foi utilizado o kit MagMAX™ Microbiome Ultra Nucleic Acid Isolation
(Thermo Fisher Cientific) de extracdo por “beads” magnéticas composto de um
tampéo de lise, solucéo ligante, solucéo de lavagem, solucdo de elui¢édo, proteinase
K, “beads” magnéticas para ligagdo com acidos nucleicos e tubos para reagcdo OR
96DW, seguindo recomendacdes do fabricante (THERMO FISHER SCIENTIFIC,
2021).

Os extraidos foram analisados por espectrofotometria utilizando a leitora Epoch™
(BioTek US, Vermont, USA) associada a placa multi-volume e multi-amostra Take3™
(BioTek US, Vermont, USA) de 16 pocos para deteccado de acidos nucleicos em
volumes de 2 pl sem diluicdo. O objetivo desta analise foi validar a extragdo em uma
leitura para deteccéo de RNA. Foram consideradas como adequadas para realizacao

da RT-gPCR amostras que apresentaram leituras acima acima de 2 ng/ pl.
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4.5 DETECCAO E QUANTIFICACAO DO RNA VIRAL

O processo de deteccao do RNA de SARS-CoV-2 foi realizado por pcr em tempo real
(RT-gPCR) utilizando os genes alvo E (Envelope) e RdRp (RNA polimerase
dependente). Para este fim, foi utilizado o kit molecular Bio Gene COVID-19 PCR
(Quibasa - Quimica Basica Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil) seguindo
recomendacgdes fornecidas pelo fabricante. O kit € composto de controle positivo,
controle negativo, mix Taq, solucdo PCR E, solucdo PCR RdRp e padrdo de
quantificagdo em concentracédo de 2x10° cépias / uL . Para cada placa de reacéo, foi
feita curva padréo para estabelecimento da quantificagdo de RNA de SARS-COV-2
em duplicata com as diluicdes de 2x10°, 2x10%, 2x103 e 2x10° a partir do padrdo de
quantificacdo do kit. Foram adicionadas 5 ul de cada amostra em um volume final de

reacao de 20 pL.

As reacOes de transcricdo reversa, amplificacdo e deteccao da fluorescéncia emitida
pelas sondas foram realizadas em duplicata no termociclador CFX96 Touch Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad, Berkeley, CA) sob as devidas condi¢cdes
metodoldgicas: 55°C a 10 min para a transcricdo reversa, 95°C a 3 min para
desnaturacao, 50 ciclos de 95°C a 15s seguido de 60°C a 60s. Serdo consideras
positivas aquelas reagcdes com valores de limite de ciclo (Ct) abaixo de 40 ciclos e
acima de 15 ciclos registrados em pelo menos um dos dois pocos testados para a

amostra.

4.6 DETECCAO DA VARIANTE EMERGENTE DE SARS-COV-2 GAMMA (P1)

Conforme reportado por Naveca et al. (2021), verificou-se a emergéncia da variante
gama (P1) considerada de muita importancia devido a sua rapida disseminacédo em
Manaus (AM) e posteriormente disseminada para outros estados, com predominancia

nas amostras clinicas testadas e associadas ao aumento de casos e 6bitos.

Neste contexto, o presente estudo realizou a determinacéo desta variante dentre as
amostras positivas para SARS-CoV-2 originalmente detectadas no decorrer do

estudo.
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A deteccdo foi realizada por RT-gPCR “end-point” utilizando os primers forward
(P.1/VOCs-FNF 5- GGGTGATGCGTATTATGACATGGTTGG), um primer reverso
(P.1/VOCs-FNR 5'- CTAGCACCATCATCATACACAGTTCTTGC) e uma sonda (P.1
/ VOCs-FNP 5 ' FAM (ZEN) - TGGTTGATACTAGTTTGAAGCTAAAA) desenvolvidos
por Naveca et al (2021) e sintetizados pela IDT Sintese Biotecnologia (Belo horizonte,
MG, Brasil).

Os primers e as sondas foram utilizados com o Onestep RT-gPCR 96T MASTERMIX
(Quibasa - Quimica Basica Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil). As reacdes foram
realizadas em duplicata no termociclador CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad, Berkeley, CA).

4.7 MODELAGEM DE EBE

Os valores obtidos na quantificacdo em cépias de RNA por mL dos resultados
positivos para deteccdo de SARS-CoV-2 foram transformados em escala logaritmica
para melhor visualizacdo das grandezas em graficos, para ambos os locais de coleta
(Hospitais e Valdes).

Para os valdes, os valores quantificados obtidos foram combinados para toda a regiédo
de estudo, compreendendo o municipio de Vila Velha e, sendo assim, plotados em
um gréaficos estabelecendo comparacdo com a média moével do nimero de casos

confirmados de COVID-19 na determinada regido avaliada para o dia da deteccéo.

Para os hospitais, os valores obtidos foram plotados e para o HEJSN, referéncia no
tratamento de COVID-19, os resultados foram estabelecidos comparando os dados
de quantificacdo com o numero de pacientes internados com COVID-19 nas

enfermarias do hospital.

A compilacdo de dados, andlise e plotagem grafica foram realizadas utilizando o
software GraphPad Prism V7.0 e GraphPad QuickCalcs (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, EUA).
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4.7.1 PROPOSTA DE UM MODELO DE ESTIMATIVA NUMERICA POPULACIONAL
PARA COVID-19

Foram aplicados os modelos e algoritmos definidos propostos por Hart e Halden
(2020) combinado com modelos de predicao de carga organica, concentracao e tempo
de meia vida de material genético propostos por Gundy et al (2008), Wolfel et al (2020)
e McMahan et al (2020). Estes algoritmos foram aplicados através de uma ferramenta
computacional desenvolvida utilizando o Windows Forms do Visual Studio com banco
de dados SQL, usando o SQL Manager como ferramenta para configuragao.

Para o modelo, foram considerados os valores de quantificacdo em cOpias gendmicas
por dia. A vazéo considerada foi de 21,6 m3/ dia, avaliada como média para o ponto
de coleta em questéo. A fim de interpretacéo dos resultados, os valores inferidos pelo

modelo foram avaliados conforme a incidéncia a cada mil habitantes.

O cadigo fonte e arquivos necessarios para visualizacdo e teste do software estédo
indexados no GitHub para livre acesso da comunidade cientifica sob licenca Creative
Commons Zero v1.0 Universal e podem ser obtidos através do link <
https://github.com/meigre/ViralCPID---EBE-Software.qgit >.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Valdes
5.1.1 — Analises fisico-quimicas.
As amostras apresentaram médias de pH entre 6,91 e 7,04, com valores de
DQO entre 62,3 e 495,6 mg/L e DBO5 entre 20 e 224 mg/L (Tabela 3).

Tabela 3 : Médias de resultados obtidos das analises fisico-quimicas e microbiolégicas realizadas nas
amostras positivas para SARS-CoV-2 coletadas em valGes de Setembro de 2020 a Abril de 2021.

Local | Pontosde | Condutividade DQO | DBO5 C(%liervfg(i)a ST
coleta us/cm2 (mg/L) | (mglL) mL) (mglL)
P1 6,01 1315,5 495.6 224 1,96E+07 | 876,2
m P2 7.13 6939 1415 80 8,48E+06 | 1896,5
1”9J P3 6,89 858 168,9 93 1,98E+07 | 4611
< P4 6,94 886,5 308,5 175 1,56E+07 | 4969
P5 7,04 536 62,3 20 8,16E+05 | 256

Em sua caracteristica geral, valdo define-se por um corpo d’agua em curso com
poluicdo difusa por lancamento de esgoto urbano provenientes de residéncias e outras

atividades econémicas sem ligacdo com a rede de esgotamento sanitaria publica.

Os dados obtidos por este estudo demonstram que caracteristicas encontradas
estavam em conformidade com as tipologias de esgoto descritas por Jordéo e Pessoa
(2017).

O ponto 2 de coleta, localizado nas proximidades do bairro de Cobilandia e ponto mais
proximo da saida do corpo d’agua para o mar, apresentou valores elevados de
condutividade, com média de 6939 ps/cm2, DBO5 de 80 mg/L e DQO de média 141,5
mg/L.

O elevado valor de condutividade pode estar relacionado com o elevado teor de ions
cloreto (Cl-) e ions sodio (Na+) presentes neste corpo d’agua devido a sua
proximidade com o mar, movimento de marés e com areas de mangue, caracterizando

uma agua ligeiramente salobra e que pode ser observado através da analise de
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sélidos totais, que apresentou resultados da ordem de 1896 mg/L (Tabela 1)
(SILVEIRA et al., 2015).

De acordo com normas técnicas internas publicadas pela Companhia de Saneamento
Basico do Estado de S&o Paulo (SABESP), o alto teor de ions cloreto em esgotos
causa elevada discrepancia nos resultados de DQO por oxida¢do dos compostos, 0
gue explica os resultados de DQO e DBO para o ponto 2 levando em consideracao o

elevado nivel de poluicdo por esgoto doméstico urbano no local.

No que tange a observacado dos resultados de analises para colimetria e presenca de
microrganismos de origem fecal, como E. Coli, nosso estudo encontrou resultados de
presenca de coliformes totais em ordens de grandeza entre 10 e 10”7, compativeis
com concentracdes de coliformes fecais em esgoto bruto (JORDAO & PESSOA,
2017).

O ponto 5, diferente dos outros pontos de coleta observados, € o ponto de coleta mais
distante do mar e que apresentava menor fluxo e em uma regido com um menor
numero de residéncias contribuindo para a poluicdo do corpo d’agua com esgoto
doméstico. Nesse sentido, observando os resultados encontrados na tabela 1, o ponto

5 obteve os menores niveis de condutividade, DQO, DBOS e ST.

Em um estudo realizado por Amoah et al. (2022), foi possivel estabelecer os
parametros fisico-quimicos de mostras retiradas de estacdes de tratamento de esgoto
que seriam utilizadas posteriormente para analise de presenca de RNA viral. Em sua
pesquisa, 0os autores descrevem variacoes de pH entre 7.1 e 7.4 e DQO entre 554
mg/L e 993 mg/L, estando dentro dos parametros determinados para esgoto oriundo
de fonte doméstica e compativeis com o0s resultados encontrados em nosso estudo,

ainda que a fonte amostral seja divergente (AMOAH et al., 2022).
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5.1.3 — Deteccédo de SARS-CoV-2 no esgoto

No total de amostras avaliadas, sete (25,9%) foram determinadas como positivas para
a presenca do SARS-CoV-2 em val6es com Ct médio de 26 (Tabela 4). Estudos que
realizaram deteccdo de SARS-CoV-2 em amostras de esgoto domeéstico urbano de
natureza similar ao testado nas regides compreendidas por este estudo e utilizando
como alvo de deteccdo os genes E ou RdRp demonstraram efetividade similar na
deteccdo (FONGARO et al., 2021; LI et al., 2021; KAYA et al., 2021).

Tabela 4: Consolidacdo dos dados de analise dos pontos de coleta de valdes durante o periodo de
Setembro de 2020 a Abril de 2021 em relagdo ao nimero total de amostras.

Numero total de
LOCAL DE COLETA AMOSTRAS POSITIVAS (%)
amostras / ponto (n)
P1 9 3 (33%)
P2 8 1 (12,5%)
P3 3 1 (33%)
P4 5 1 (20%)
P5 2 1 (50%)

No ponto 1 e no ponto 3, regifes de maior densidade demogréfica, 33% das amostras
coletadas foram positivas. O ponto 5 apresentou percentual de deteccdo em 50%,
sendo o0 maior entre 0s pontos coletados, podendo este fato estar relacionado com as
caracteristicas fisico-quimicas do esgoto analisado. Comparando os resultados de
recuperacao realizados em amostras de esgoto com amostras de agua deionizada,
Pino et al (2021) indicam que a qualidade da matriz de avaliacdo influencia

diretamente no resultado da recuperacao obtida.

Amoah et al (2022), em seu estudo recente de correlagdo de caracteristicas fisico-
qguimicas do esgoto com percentuais de carga viral de SARS-CoV-2 no esgoto,
descreveu que a demanda quimica de oxigénio esta estritamente relacionada com a
concentracdo de RNA de SARS-CoV-2 no esgoto, definindo que amostras que
apresentam menor DQO tem maiores chances de apresentarem maiores

concentracdes de RNA Viral, porém, sem estabelecer a correlacéo direta.
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Estudos sugerem que esta correlacdo poderia estar ligada a quantidade de matéria
organica presente em amostras de esgoto com altos valores de DQO. Amostras com
altas concentracdes de matérias organicas podem resultar em baixas concentractes
de RNA viral devido a capacidade de adsor¢cao do material genético e de particulas
virais em solidos. Forés et al (2021) relatou esta relacdo direta em seu estudo ao
descrever que cerca de 23% do SARS-CoV-2 presentes no esgoto estdo aderidos a
particulas de soélidos. Quando observados os parametros avaliados em nosso estudo,
0s pontos de coleta com menor percentual de detecgcao (P2) apresentava os maiores
valores de DQO e Sdlidos totais, assim como 0 ponto com maior percentual de
deteccao (P5) apresentou menores valores de DQO e sdlidos totais, corroborando os

estudos supracitados.

Em relacdo a quantificacdo do RNA de SARS-CoV-2, em coépias por mL, obtida por
RT-gPCR, os resultados foram agrupados e transformados em escala logaritmica e
organizadas na forma grafica compreendendo os pontos quantificados para ambos 0s
genes alvo e utilizando a média movel de casos de infeccdo pelo SARS-CoV-2 na
regido de Vila Velha obtidos pelo Painel COVID-ES (Secretaria de Estado de Saude
do Espirito Santo (SESA), Vitoria - ES, Brasil) como parametro direto de comparacéo
com os resultados obtidos e conforme a semana epidemiolégica em que a coleta foi

realizada (Figura 15).
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Figura 15: Representacdo grafica do nimero de cépias de RNA obtidas por RT-gPCR em escala
logaritmica correlacionada com a média movel de casos na regido de coleta.
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Os resultados de quantificacdo, obtidos conforme padronizacdo da quantificacéo
realizada, compreenderam as semanas epidemiologicas 40, 43, 46 e 51 do ano de
2020 e 3, 11 e 15 do ano de 2021. De maneira geral, quando observados os valores
de quantificacdo observa-se uma tendéncia de subida da média mével de casos
posterior ao aumento na concentracdo de SARS-CoV-2 nas amostras de esgoto

avaliadas.

Na semana 43, observou-se o0s resultados apresentaram valors inversamente
proporcionais a tendéncia de subida do numero de casos. Este fato pode estar
relacionado ao aumento da vazdo e da diluicho das amostras nesta semana
epidemioldgica, visto que no momento da coleta o tempo estava chuvoso ha pelo
menos 48 horas.

No estado do Espirito Santo, houve implementacdo de diversas medidas restritivas
para conter o avango da COVID-19. Uma dessas medidas, um lockdown com restrigéo
de funcionamento de coméricos com alto potencial de aglomeracdo ocorreu entre as

semanas 45 e 47 de 2020, compreendendo o més de Novembro.

Quando observados os resultados de quantificacdo obtidos no estudo, foi possivel
identificar aumento no niimero de cépias por mL de RNA de SARS-CoV-2 quantificado
na semana 46, estando proporcional ao aumento de numero de casos de COVID-19
a época. Sendo assim, foram impostas pelo governo local as medidas de restricdo
supracitadas o que resultou em uma diminuicdo direta do niumero de casos nas
semanas epidemiolégicas seguintes e que pb6de ser identificado também pelo
presente estudo quando feita a avaliacdo de material genético no esgoto.

Estes resultados confirmam a eficiéncia das medidas restritivas para contero avancgo
do SARS-CoV-2 e da COVID-19 avaliada mediante monitoramento através do esgoto.
Em um estudo recente, pesquisadores avaliaram a concentracdo de material genético
viral em um periodo pré e pos-lockdown em regiées do Havai (EUA). Em seus
resultados, os autores descrevem a queda nas concentracdes de RNA de SARS-CoV-
2 durante e ap6s o periodo de lockdown (LI et al., 2021). Resultados semelhantes

podem ser encontrados em estudos que avaliaram concentragcfes e eficiéncia do
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lockdown em suas regides de pesquisa (WURTZER et al., 2020; TROTTIER et al.,
2020; CHAKRABORTY et al., 2021).

O retorno do aumento das concentracbes de RNA viral quantificadas pelo nosso
estudo se deu nas semanas epidemiolégicas 3, 11 e 15 do ano de 2021. A imposicao
de medidas restritivas pelo governo local para conter o avanco da doenca foi realizada
entre a semana 10 e 16 de 2021, quando as concentracdes de RNA no esgoto ja
apresentavam valores elevados concernente ao aumento do nimero de casos na

regido.

Este aumento do numero de casos ocorrido entre as semanas 11 e 15 ja podia ser
observado na semana 3, demonstrando a eficiéncia do monitoramento viral utilizando
como matriz de andlise o esgoto doméstico urbano. Corroborando estes resultados,
Wurtzer et al (2020) descrevem em seu estudo que 0 monitoramento quantitativo da
presenca de SARS-CoV-2 no esgoto pode gerar dados e informagcdes importantes
para a tomada de decisdes pelo poder publico local e para o monitoramento do avancgo

da doenca.

Em adic&o a importancia deste monitoramento, Randazzo et al (2020), em um de seus
estudos de monitoramento ambiental para SARS-CoV-2, identificou e descreveu o
aumento da concentracdo de RNA viral em amostras de esgoto em uma regido de

baixa incidéncia de COVID-19 anterior ao aumento repentino do nimero de casos.

Considerando o aumento do numero de casos identificados nas primeiras semanas
epidemiologicas de 2021 e o surgimento da variante gama (P1) no Brasil no final de
2020 em Manaus, capital do Amazonas, e sendo responsavel pela totalidade de casos
graves na regido a época, o presente estudo avaliou conforme Naveca et al (2021) as

amostras positivas para SARS-CoV-2 a fim de identificar a variante gama (P1).

Foi possivel identificar amostras positivas para a variante gama (P1) na semana 43
do ano de 2020 e nas semanas 3, 11 e 15 de 2021. O uso dos primers propostos por
Naveca et al (2021) busca identificar em ORF1b os polimorfismos de nucleotideo

anico (SNPs) nas proteinas néo estruturais nspl13, nspl4, nspl5 e nspl6.
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Estudos recentes realizaram a deteccdo de variantes de importancia (VoC — Variants
of Concern) utilizando como matriz de estudo o esgoto. Peterson et al (2021)
identificaram a presenca de VoCs no esgoto, sendo possivel identificar a variante P.1,

alvo do nosso estudo.

As amostras identificadas como positivas para a variante gama (P.1) aguardam
sequenciamento no Laboratorio de Desenvolvimento Tecnolégico em Virologia do
Instituto Oswaldo Cruz (I0C — FIOCRUZ/RJ).

5.2 HOSPITAIS
5.2.1 — Andlises fisico-quimicas
As amostras avaliadas apresentaram diferentes caracteristicas quando
observados alguns dos seus parametros fisico-quimicos. Os valores de condutividade
observados nos pontos de coleta localizados no HEJSN e no HUCAM foram elevados
quando comparados com a média de condutividade encontrada em esgoto sanitario
bruto ou esgoto doméstico urbano variando entre 1092,6 e 2327,5 us/cm2 para ambos

0s pontos de coleta (Tabela 5).

Tabela 5 — Médias de resultados obtidos das analises fisico-quimicas e microbioldgicas realizadas nas
amostras positivas para SARS-CoV-2 coletadas em hospitais de Novembro de 2020 a Abril de 2021.

Condutividade DQO ; ; ST
Local Pontlos de oH DBO 5 C(:Zoll/lrggtrli
coleta ps/cm2 (mg/L) (Cell100 mL) | (mg/L)
z HEJSN 1 7,1 1093 1017 428 1,68E+07 658
n
@ HEJSN 2 6,7 1598 999 450 1,48E+07 752
HUCAM 1 7,3 2327 822 427 1,74E+07 1346
=
2 5 HUCAM 2 7.4 2174 854 398 1,78E+07 1312
i )
o I HUCAM 3 7,3 559 162 47 2,32E+06 360
%)
O LL
T If'IxJ w CREFES 1 7,8 1016 773 192 9,23E+06 476
(@)
O HEAC 1 7,2 910 474 221 1,01E+07 411
<
% HEAC 2 8,2 1080 979 246 9,93E+06 567
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Os parametros de DQO e DBOS5, para todos os pontos de coleta nos hospitais,
apresentaram valores dentro dos parametros médios estabelecidos para esgotos

sanitarios brutos e esgotos domésticos, ainda que oriundos de matrizes diferentes.

O HUCAM 3, ponto de coleta existente dentro do Hospital Universitario Cassiano
Antdnio de Moraes, e que se configura como uma lagoa que recebe escoamento de
uma nascente de agua e de aguas provenientes de chuvas, apresentou os menores

valores de DQO e DBO5, abaixo do preconizado para esgotos urbanos.

No entanto, foi possivel identificar alta carga de coliformes neste corpo d’agua, o que
indica contribuicdo indireta da rede de esgotamento sanitario do hospital e o valida
como ponto de interesse para a deteccao viral posterior (JORDAO & PESSOA, 2017).

O Centro de Reabilitacdo Fisica do Espirito Santo (CREFES), se configurou como
ponto que apresentou caracteristicas fisico-quimicas mais proximas ao esgoto
doméstico, uma vez que esta instituicdo de salde possui baixa rotatividade, auséncia
de internacdes e é utilizada pelo governo local como instituicdo de tratamento e
recuperacédo de problemas de saude relacionados a mobilidade. Este ponto de coleta
possuia a menor vazao, menor diluicdo e maior tempo de retencdo, o que pode ter

contribuido para o ligeiro aumento da condutividade encontrada.

Quando observados estudos comparativos de parametros fisico-quimicos em esgoto
hospitalar, os parametros encontrados neste estudo estdo proximos de valores
encontrados em outros continentes. A média de valores de DBO5 em esgoto
hospitalar na Europa e na Asia foi definida como cerca de 200 mg/L. Em contrapartida,
um estudo publicado no Brasil encontrou um valor de DBO5 para esgoto hospitalar
definido em 1268 mg/L. Como citado, os valores encontrados em nosso estudo
permeiam diferentes realidades em diferentes continentes, estando abaixo dos
estudos para América do Sul (CEZIMBRA et al., 2015; MAJUNDER et al., 2021).

Observando outro parametro, a média de valores de DQO na América do Sul é de 591
mg/L, com concentracdes altas (2464 mg/L) encontradas em estudos publicados no
Brasil. Assim como relacionado a DBO5, as médias de DQO encontradas em nosso



57

estudo para esgoto hospitalar estdo abaixo da média definida por publicacbes na
Ameérica do Sul e no Brasil (PRADO et al., 2011; MAJUNDER et al., 2021).

5.2.1 — Deteccéao e quantificacdo de SARS-CoV-2

No total de amostras avaliadas, trinta e duas (45,7%) foram determinadas como
positivas para a presenca do SARS-CoV-2 em hospitais com Ct médio de 28 (Tabela
6).

Tabela 6: Consolidacdo dos dados de analise dos pontos de coleta de valbes durante o periodo de
Novembro de 2020 a Abril de 2021 em relagcdo ao numero total de amostras.

HOSPITAL PONTO COLETADO POSITIVOS

HEAC 1 9 5 (55,6%)

HEAC
HEAC 2 9 4 (44,4%)
CREFES | CREFES1 9 2 (22,2%)
HUCAM 1 12 5 (41.7%)
HUCAM HUCAM 2 7 3 (42,9%)
HUCAM 3 8 1 (12,5%)
HEJSN 1 8 8 (100%)

HEJSN
HEJSN 2 8 4 (50%)

Estudos que realizaram deteccdo de SARS-CoV-2 em amostras de esgoto hospitalar
demonstraram diferentes efetividades quando observados o0s percentuais
encontrados no presente estudo.

Karami et al (2021) realizou um estudo comparando percentuais de amostras positivas
para SARS-CoV-2 em esgotos domésticos e esgotos hospitalares. Os autores
descreveram um percentual de 19.73% (15/73) de positivos nas amostras oriundas de
sistema de esgotamento doméstico urbano e apenas uma amostra positiva encontra

em esgoto hospitalar.
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O menor nimero de amostras positivas, ainda que pesquisados em zonas de alto risco
para a COVID-19, pode estar relacionado com o método de concentracédo definido
pelos pesquisadores, realizado com sucessivas centrifugacdes e extragcdo no
sobrenadante, sem metodologia de precipitacdo de material genético.

Um estudo publicado por Goncalves et al (2021) descreve fatos importantes que
atestam a necessidade de métodos de concentracdo melhor definidos para
recuperacdo de material genético viral em amostras de esgoto hospitalar. Quando
realizadas metodologias de deteccéo pelo gene E e RdRp sem realizar concentracao,
foi possivel detectar 0 SARS-CoV-2 em 13.4% (2/15) das amostras.

Quando aplicada metodologia de concentragéo por ultracentrifugacéo utilizando filtros
AMICON 30 kDa, o percentual de postivos aumento para 26.7% (4/15). Utilizando
filtros AMICON 10 kDa, 10 amostras foram confirmadas como positivas para SARS-
CoV-2, evidenciando um percentual real de 66.7%. Estes dados demonstram a
importancia da escolha da melhor metodologia de concentracdo de RNA viral para a

realidade na qual o estudo esta inserido.

Os resultados encontrados no presente estudo corroboram os descritos por Zhang et
al (2020) que demonstraram possivel e eficiente a detec¢cdo de SARS-CoV-2 ema
amostras de esgoto hospitalar quando utilizada e metodologia de concentracdo por

polietilenoglicol (PEG).

Os pontos de coleta que compreendem o Hospital Estadual Jayme dos Santos Neves
(HEJSN) obtiveram os melhores percentuais de positivos. No ponto definido como
HEJSN 1, localizado na entrada do sistema de tratamento implantado no hospital,

100% (8/8) das amostras coletadas foram positivas para SARS-CoV-2.

Foi possivel detectar o RNA viral na saida do sistema de tratamento, com um
percentual de 50% de positivos (4/8). O alto nUmero de positivos em relacdo a outros
hospitais definidos no estudo tem relacdo com a utilizacdo da instituicdo de saude no

gue tange ao tratamento de doencas, sendo o HEJSN o hospital definido pelo governo
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local como referéncia no tratamento de COVID-19, possuindo o maior nimero de

internados pela doenca.

Em contrapartida, encontramos amostras positivas em hospitais que ndo possuiam
pacientes internados com COVID-19, como o CREFES, que obteve 22.2% (2/9) de
amostras positivas. Este fato evidencia o possivel potencial de propagacéao da doenca
por pacientes assintomaticos e que frequentam alas hospitalares de cuidados néo
relacionados ao tratamento da COVID-19.

Estes resultados e conclusdes se tornam evidentes quando observados outros
estudos. Acosta et al (2021), ao analisar esgoto proveniente de um hospital terciario,
definido como instituicdo de saude eletiva equivalente a clinicas para consultas de
especialidades, descreveu amostras positivas para SARS-CoV-2, ainda que em

instituicdo de saude néo especifica para tratamento de COVID-19.

Além disso, os pesquisadores ainda demonstram a possibilidade de monitoramento
do numero de casos de infeccbes através do esgoto de instituicbes secundarias e
terciarias, uma vez que sdo centros de alta circulacdo de pessoas e que nao
necessariamente frequentardo pacientes sintomaticos. Estes resultados foram

semelhantes aos demonstrados pelo presente estudo.

Com o objetivo de interpretar os impactos dos niveis da deteccdo e quantificacdo do
SARS-CoV-2 nas amostras de esgoto nos hospitais definidos e sua relacéo direta com
0 numero de pacientes, foi avaliado o nUmero de pacientes internados em enfermarias
nos dias das coletas realizadas no Hospital Estadual Jayme dos Santos Neves
(HEJSN) (Figura 16).
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Figura 16: Representacdo grafica do nimero de cépias de RNA obtidas por RT-gPCR em escala
logaritmica correlacionada com o namero de pacientes internados com COVID em enfermaria no
HEJSN.

Quando observados os valores de copias por mL de RNA quantificados em nosso
estudo para o HEJSN, o numero de internados variou conforme a quantificacdo
observada. Em uma analise de correlacdo, o R de Pearson foi definido em 0.84,
demonstrando forte correlacdo entre o numero de internados em enfermarias por
COVID-19 e a concentracdo de RNA ao longo das semanas avaliadas no ano de 2020
e 2021.

Um estudo multicéntrico realizado por Acosta et al (2021) avaliou a presenca de
SARS-CoV-2 em esgotos de hospitais e correlacionou a concentracado de RNA obtidas
para os genes N1 e N2 com o numero de internacdes nas regides estudadas. Os
pesquisadores encontraram um R de Pearson de 0.67 e 0.79, respectivamente. Estes

valores estdo proximos dos encontrados pelo presente estudo.

Esta correlacdo € analoga a encontrada para o aumento de casos em regidoes
estudadas para o monitoramento de RNA de SARS-CoV-2 em esgotos domésticos.
Tendo em vista este fator, os hospitais demonstram ser importantes objetos de estudo
para o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas de deteccao vira, tornando-as
mais sensiveis e especificas para que possam ser aplicadas em amostras mais

diluidas, como em sistemas de esgotamento sanitario urbano ou em valdées, muito
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comuns em agrupamentos populacionais que ndo possuem ligacdo com a rede de

saneamento basico municipal.

Diferente de estudos que realizaram suas deteccbes em amostras retiradas
diretamente da rede de esgotamento sanitario domeéstico, nosso estudo realizou a
deteccdo buscando entender o espalhamento da doenca em grupos populacionais
através de amostragem simples em valdes. Os valdes, na realidade desse estudo,
representam uma matriz de andlise mais diluida dada a natureza e influéncia de marés

e chuvas nos corpos d’agua poluidos.

Levando em consideracéo este fator e a manutencdo da metodologia proposta para
ambas as matrizes de analise (esgoto sanitario bruto e esgoto hospitalar), as amostras
hospitalares apresentaram um percentual de positivos 19,8% maior do que as
amostras de valdes. Este fato pode estar relacionado com a concentracdo das
amostras, como citado anteriormente, e a possibilidade da presenca de RNA de
SARS-CoV-2 no esgoto, que possui maiores chances de ser encontrado no esgoto
hospitalar e pode ser encontrado em concentracbes maiores se analisados por

diferentes metodologias de concentracdo e detec¢do (GONCALVES et al., 2021).

A quantificagdo do RNA de SARS-CoV-2 para HUCAM e HEAC estédo descritos na
figura 17 e figura 18, respectivamente. Nao houveram pontos de detecg¢é&o suficientes
para a representacdo grafica da quantificacdo em funcéo do periodo de coleta para o
CREFES. Nao foi possivel obter o quantitativo de internados com COVID-19 nestes

hospitais, limitando a anélise ao HEJSN.
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Figura 17 - Representacdo grafica do niumero de copias de RNA obtidas por RT-qPCR em escala
logaritmica correlacionada com o nimero de pacientes internados com COVID em enfermaria no
HUCAM.
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Figura 18 - Representacdo grafica do nimero de copias de RNA obtidas por RT-gPCR em escala
logaritmica correlacionada com o nimero de pacientes internados com COVID em enfermaria no
HEAC.
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53 - MODELAGEM NUMERICA POPULACIONAL PARA COVID19 E
FERRAMENTA COMPUTACIONAL DE AGRUPAMENTO DE DADOS

Tendo em vista a possibilidade de avaliacdo do niumero de pessoas infectadas com
base na quantificacdo obtida por RT-gPCR , vérios autores (HART & HALDEN, 2020;
MIURA et al., 2021; HONG et al., 2021) sugerem a utilizacdo de modelos especificos
de epidemiologia baseada no esgoto para estimativa numeérica populacional de

infectados.

Com o potencial de predicdo baseado na correlacdo entre pacientes internados e
concentracdo de RNA observado neste estudo, foi definido como modelo para teste
da ferramenta computacional os algoritmos combinados propostos por Hart e Halden
(2020), Gundy et al (2008), Wolfel et al (2020) e McMahan et al (2020) o Hospital
Estadual Jayme dos Santos Neves (HEJSN). Este ponto de coleta foi escolhido devido
ao elevado numero de amostras positivas e por ser o hospital referéncia para

tratamento de COVID-19 na regido.

O programa apresenta uma interface onde o usuario insere os dados individualmente,
para entdo conferir e coloca-los no banco de dados (Figuras 19; 20). Ao aplicar os
dados destinados para a realizacdo dos célculos propostos, a interface gera o nUmero
mais provavel de infectados para a determinada regido em questdo seguindo a
metodologia proposta. H4 também a possibilidade de salvar as analises realizadas
para acesso posterior (Figura 21).

Home - [m) x

Arquivo

Ingerir Dados  Exibir Dados

Local ~ Temperatura (°Cy [ |
Gene Pesquisado || Carga Viral RNAmIy [ ]
Controle Interne: [ ] Dia da Coleta: | quntafera . 7de outubro de2021 [~

Figura 19: Representacdo da interface principal do modelo computacional proposto para aplicar as
equacdes de EBE propostas.
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Jayme dos Santos Neves

Carga Viral RNAmI): [ ]

Gene Pesquisado:

7de oubro de2021 @~ |

Caontrole Interno |:| Dia da Coleta: | quntafera

Insesir

Figura 20: Interface de locais salvos no modelo computacional proposto para aplicar as equagdes de

EBE propostas.

Arquive
Inserir Dados

07/10/2021 &: 129

o O numero de infectados em Jayme dos Santos Neves No dia
Vocé Deseja Salvar Este Resultado?

Inserir Dados  Exibir Dados

Temperatura (°C):

Local" |Jayme dos Sartos Neves ~

Gene Pesquisado: Carga Viral (RNA/mI):

Dia da Coleta; | aintafera , 7de outubro de 2021 [~ |

Controle Interno:

Figura 21: Interface de demonstracao dos resultados no modelo computacional proposto para aplicar
as equacbes de EBE propostas.



65

No presente estudo, os dados gerados de niumero mais provavel de infectados (NPI)

foram interpretados conforme a incidéncia a cada mil pessoas (Tabela 7).

Tabela 7 - Modelo de inferéncia quantitativa de pacientes infectados gerados pela interface proposta e
testada para o Hospital Estadual Jayme dos Santos Neves. O quantitativo de Copias gendmicas &
representado por CG, a incidéncia inferida pelo modelo por IM e a Incidéncia real por IR.

INTERNADOS - TOTAL DE R
HEJSN INCIDENCIA
ENFERMARIA PESSOAS
Semana
. . _ CG /Dia | COVID19 |[OUTROS HOSPITAL IM IR
epidemiolodgica
49 3120 22 40 2388 84,2 9
50 6 23 47 2405 0,1 |96
10 25 38 2464 0,2 |10,1
3684 33 39 2493 955 | 13
4 216 20 38 2487 5,6 8
11 21,7 28 35 2538 0,6 11
13 5348 43 34 2647 130,7 | 16
16 4866 48 45 2892 108,6 | 17

De maneira geral, quando observados os dados gerados aplicando os algoritmos
testados pelo presente estudo, observou-se pouca linearidade no potencial de

inferéncia dos modelos propostos para a realidade na qual esta inserido o estudo.

Na semana epidemioldgica 49, o algoritmo inferiu uma incidéncia de 84 infectados a
cada 1000 usuérios do sistema hospitalar. Porém, esta semana obteve um dos
menores guantitativos de pacientes internados com COVID19 e foi o dia com o0 menor

namero de pessoas circulando no hospital.

Este fato, pode estar relacionado com o tempo de retencdo e aumento na
concentracdo de RNA de SARS-CoV-2 nas amostras de esgoto devido as horas

anteriores e particulas de sélidos suspensas.

Apesar da falta de linearidade quando aplicado o modelo, a incidéncia inferida parece
fazer sentido em quantidades menores de copias gendmicas por dia (Tabela 5).
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Em semanas como a semana epidemiolégica 13 e 16, a avaliacéo traz observacdes
interessantes. Na semana 13, a incidéncia inferida pelo algoritmo foi de 130 infectados
a cada 1000 usuérios do hospital. Quando observado o nimero de internados, esse
valor foi maior do que o observado na semana 16, quando 48 pessoas estavam

internadas com COVID19 no hospital, porém, o modelo inferiu uma menor incidéncia.

Quando consideradas variaveis como numero total de usuarios da rede hospitalar, a
contribuicdo para a rede de esgotamento sanitario pode aumentar e resultar em maior

diluicdo do esgoto e consequente diminuicdo do numero quantificavel de RNA viral.

Além disso, Hong et al (2021) demonstraram em seus estudos de observacao das
varidveis de modelagem aplicadas a epidemiologia baseada no esgoto para deteccdo
de SARS-CoV-2 que, para manutencéo e linearidade da deteccédo do virus em esgoto,
0 numero de pacientes infectados deve se manter entre 253 e 409 casos positivos

para cada 10 mil habitantes.

Como descrito por Miura, Kitajuma e Omori (2021), o percentual variavel de liberacao
de particulas virais nas fezes também influencia diretamente em modelos
matematicos. O modelo utilizado pelos autores define uma média de liberacdo de virus
nas fezes de cerca de 26 dias. Esta média, quando o monitoramento é feito
semanalmente assim como em nosso estudo, implica em um aumento de 17 vezes o
valor real da incidéncia calculada, demonstrando a necessidade de sucessivas coletas
e de um plano continuo de monitoramento diario, em diversos momentos do dia, a fim

de melhorar a sensibilidade dos modelos de EBE propostos.

Petala et al (2021), levando em consideracdo o potencial de modelos matematicos
como determinacdo de estimativas, definiu a construgdo de um modelo matematico
consistente e testado em um nucleo populacional bem definido. O modelo, que tem
como principal variavel o entendimento da quantidade de dias em que ha liberacao de
particulas virais nas fezes durante o curso da doenca, apresentou potencial de
predicdo do numero de casos em uma ordem temporal de até 2 dias antes do aumento

real da incidéncia de casos de COVID19 reportados.
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A importancia da consideracdo do percentual de liberacdo de virus nas fezes foi
também evidenciada por Schmitz et al (2021), onde, através de andlises de fezes de
pacientes assintométicos, foi evidenciado o alto percentual de contribuicao viral fecal
desta parcela de infectados e que pode influenciar diretamente na construgédo de

modelos futuros de epidemiologia baseada no esgoto.

O modelo proposto por Hart e Halden (2020), Gundy et al (2008), Wdlfel et al (2020)
e McMahan et al (2020) e testado por nosso estudo através da ferramenta
computacional desenvolvida e colocada para livre acesso nao leva em consideracao
diretamente o numero de particulas virais liberadas. Além disso, para insercéo destes
valores no algoritmo, um novo estudo deve ser desenvolvido diretamente na
populacao contribuinte para o esgoto testado e, na escala do estudo, essa abordagem

foi impossibilitada.

Entretanto, a ferramenta computacional desenvolvida funcionou conforme o esperado
e possui alto potencial de modificacdo. Outros modelos de EBE podem ser
implantados e calculados através da ferramenta, facilitando a insercéo de estudos de

EBE nos diferentes centros de monitoramento ambiental de patégenos pelo mundo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo é o primeiro a estabelecer a presenca de SARS-CoV-2 em esgoto
sanitario bruto provenientes de valfes, em agrupamentos populacionais localizados
no municipio de Vila Velha, Espirito Santo e em Hospitais da regido metropolitana,

implantando com sucesso a metodologia proposta.

A metodologia foi implantada ,também, com sucesso para a deteccéo de variantes de
importancia clinica do virus SARS-CoV-2. Fato este que pode permitir uma maior
abrangéncia desta metodologia (EBE) para os dados de saude coletiva do estado do
Espirito Santo. Entretanto, a deteccdo de variantes foi realizada apenas no aspecto
qualitativo, necessitando assim de maior investimento para a sua caracterizagcao

quantitativa nos esgotos e obtencdo das sequéncias especificas.

O avanco configura uma nova realidade de monitoramento ambiental para o estado
do Espirito Santo, que com conhecimento potencial sobre a metodologia
implementada e das estratégias de epidemiologia baseada no esgoto (EBE), possui
potencial para construcdo de uma rede de monitoramento ambiental para diversos

microrganismaos.

Entretanto, recomenda-se a manutencao e desenvolvimento de novos estudos que
busquem definir padronizacbes para 0 monitoramento ambiental, levando em
consideracdo as caracteristicas fisico-quimicas do esgoto avaliado, bem como
potencial de recuperacdo e deteccdo nas mais diversas técnicas e metodologias

propostas para deteccao de SARS-CoV-2 no esgoto.

Ainda sim, neste caso, a EBE funciona como importante estratégia de tomada de
decisdes publicas, e, combinada com a constru¢cdo de um algoritmo de resultados
constantes e aplicado utilizando a ferramenta computacional proposta, torna-se facil

a sua implantacédo em diversas regides.

Por fim , a construgéo de uma ferramenta computacional capaz de integrar equacoes
de modelos de inferéncia populacional €, principalmente, torna-la publica para

aprimoramento e desenvolvimento de estudos futuros. O cédigo-fonte colocado em
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livre acesso pode ser modificado para interpretar novos algoritmos de diferentes
modelos de inferéncia, mantendo as caracteristicas praticas baseadas na interface.
Além disso, os dados aqui fornecidos e a metodologia implementada podem contribuir
ativamente para o desenvolvimento de estudos futuros de monitoramento ambiental

para SARS-CoV-2 e outros microrganismos patogénicos.
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7 CONCLUSOES
A implantacdo da metodologia para concentracdo, extracdo e deteccdo de RNA de
SARS-CoV-2 em amostras de esgoto urbano de valbes e hospitais da RMGV
apresentou resultados significativos, sendo possivel estabelecer e correlacionar os
dados de monitoramento ambiental com modelos de EBE propostos. O presente
estudo prop6s um modelo de EBE aplicado utilizando algoritmos para mensurar o
namero de pacientes infectados nas regides avaliadas, ndo apresentando resultados
satisfatorios quando aplicado na realidade do estudo. Porém, os algoritmos propostos
se mostraram de facil e aplicagdo e demonstraram grande potencial para

desenvolvimento de novos estudos para melhoria e adaptacdo do modelo EBE.
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