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RESUMO

A epidemiologia baseada em aguas residuais refere-se a uma ferramenta tipicamente utilizada em escala populacional
para o monitoramento de diferentes virus, incluindo o SARS-CoV-2. Essa metodologia é uma ferramenta ndo-invasiva e
capaz de adaptar-se a diferentes realidades econémicas. O presente estudo teve como objetivo monitorar a presenca do
SARS-CoV-2 em aguas residuais brutas em uma importante estacdo de tratamento de Salvador-BA. Foram analisadas
amostras concentradas ou ndo concentradas pela precipitacéo por PEG 8000. Foi possivel detectar o RNA gendmico em
ambas as condi¢bes. Além disso, pdde-se correlacionar o nimero de copias aos dados epidemioldgicos da COVID-19
que comprovaram a viabilidade da WBE como uma ferramenta complementar para o monitoramento do SARS-CoV-2.

PALAVRAS-CHAVE: Epidemiologia baseada em aguas residuais; COVID-19; concentragéo viral; PEG 8000.

1. INTRODUCAO

O SARS-CoV-2 (do inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) € um virus respiratério
envolto com genoma de RNA causador da doenca Coronavirus 2019 (COVID-19).1 Tipicamente, os infectados
apresentam uma gama de sintomas gripais, podendo progredir a manifestagBes gastrointestinais.1? A
transmisséo viral em humanos ocorre sobretudo pelo ar, porém foi possivel isolar o SARS-CoV-2 em distintos
espécimes clinicos, incluindo amostras fecais de pacientes sintomaticos e assintomaticos.l34 O
derramamento fecal prolongado do SARS-CoV-2 direcionou a testagem das aguas residuais, as quais foram
prontamente positivas ao RNA gendmico do virus.* A Epidemiologia Baseada em Aguas Residuais (WBE, do
inglés Wastewater-based epidemiology) € uma metodologia marcada por seu progresso bem sucedido no
monitoramento de virus entéricos,® e atualmente é empregada com éxito na vigilancia do SARS-CoV-2 em
varias cidades do mundo, no intuito de monitorar e projetar alertas precoces para surtos futuros.®7 Isso s6 é
possivel uma vez que as aguas residuais fornecem amostras que agregam individuos de determinadas areas,
reduzindo os custos de monitoramento, dispondo dados epidemiolégicos mais facilmente acessiveis.8 Além
disso, essa metodologia permite o rastreamento de individuos assintomaticos, que normalmente ndo séo
detectados pela vigilancia clinica.® Nesse sentido, a vigilancia de efluentes em paises emergentes é
especialmente interessante, como no Brasil, onde ha alta densidade populacional e a capacidade de testagem
clinica é limitada.® Nesse contexto, este estudo teve como objetivo monitorar a presenca do SARS-CoV-2 em
aguas residuais brutas (ndo tratadas) da Estacdo de Tratamento de Efluentes (ETE) do Rio Vermelho,
Salvador-BA, Brasil. Esta ETE recebe cerca de 70% do esgoto da cidade,’® com capacidade de
processamento de 8,3 mil litros por segundo.!' Dessa forma, torna-a uma forte candidata para o
monitoramento, dada sua dimensao e representatividade.

2. METODOLOGIA

2.1 Pré-tratamento de amostras

Um total de 9 amostras de esgoto nado tratado da Estacdo de Tratamento de Efluentes do Rio
Vermelho de Salvador (Bahia, Brasil) foram analisadas entre abril de 2021 e janeiro de 2022. As amostras
obtidas em parceria com a Empresa Baiana de Agua e Saneamento (EMBASA) foram submetidas a inativagéo
térmica e acondicionadas a —80°C até o uso, em laboratério.

2.2 Concentracdo de SARS-CoV-2

Para a concentracdo foram utilizados 40mL de amostra de esgoto bruto e adicionados 4g de
polietilenoglicol (PEG) 8000, 0,99 cloreto de sddio (NaCl) e 18ulL de controle exégeno Lentivirus, contendo a
sequéncia da proteina verde fluorescente (eGFP) para monitoramento das etapas de processamento. Como
controle negativo foram utilizados 40mL de PBS 0,01 M, pH 7,2. Para o controle positivo, foram utilizados
40mL de PBS 0,01 M, pH 7,2 acrescidos de 90uL de SARS-CoV-2 e 18uL de controle exdgeno. O virus do
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SARS-CoV-2 foi proveniente de amostras de swab nasofaringeo de pacientes positivos para SARS-CoV-2 do
Laboratério de Diagndstico Molecular do Instituto SENAI de Inovagdo em Saude CIMATEC. As amostras
foram alocadas a 4°C e mantidos em agitacdo overnight. Em sequéncia, as amostras com PEG foram
centrifugadas, o sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso em 1.000uL de PBS 0,01 M, pH 7,2,
sendo mantidas refrigeradas para posterior extragdo de &cidos nucleicos. Amostras ndo concentradas
também foram analisadas, utilizando-se 1.000uL de cada amostra. Controles positivo (CP) e negativo (CN)
foram empregados (CP: 1.000uL de PBS 0,01 M, pH 7,2; 90uL SARS-CoV-2 e 18uL de controle exdgeno/
CN: 1.000uL de PBS 0,01 M, pH 7,2). Também acondicionadas em refrigeracdo até a posterior etapa de
extracao.

2.3 Extracdo do RNA viral, Limpeza de inibidores e RT-gPCR de SARS-CoV-2

As amostras foram submetidas a extracdo do RNA viral usando o kit MagMax™ Viral/Pathogen Il no
sistema automatizado KingFisher™ Duo Prime System seguindo o manual do fabricante. Apés a extracao, as
amostras passaram por uma etapa de limpeza para remoc¢éo de inibidores, utilizando o kit OneStep PCR
inhibitor removal. Para a RT-gPCR, iniciadores e sondas especificas para SARS-CoV-2 (N1 e N2), conforme
estabelecido pelo Centro de Controle e Prevencédo de Doengas dos Estados Unidos?'?, foram utilizados. Como
controle positivo das rea¢des de RT-gPCR foi utilizado o plasmideo 2019-nCoV_N_Positive Control (IDT,
EUA) utilizando os marcadores N1 e N2. As amostras com Ct (cycle threshold) menor que 40 foram
consideradas positivas.’® Para a deteccdo de eGFP (controle ex6geno) foram utilizados os iniciadores
desenhados para este estudo.

2.4 Analise de dados

A curva padrédo e os dados de threshold foram analisados no QuantStudio™ Design and Analysis
Software v1.5.1. O presente estudo buscou dados qualitativos, sendo assim foi avaliada somente a presenca
ou auséncia de SARS-CoV-2.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Gracas ao controle exégeno eGFP foi possivel analisar que as amostras detectadas por gPCR
estavam livres de inibicdo. Sendo assim, foram usadas para anélise de RT-qgPCR sem que fosse necessaria
a diluicao dessas amostras. Os ensaios dos genes N1 e N2 foram analisados para todas as amostras, porém
os resultados obtidos com o marcador N1 foram considerados devido a sua maior sensibilidade em
comparagdo com outros marcadores moleculares SARS-CoV-2, incluindo marcador N2.8 O material genético
do SARS-CoV-2 pbde ser detectado em amostras de esgoto que passaram ou nao pela etapa de
concentracdo com PEG 8000. Contudo, as andalises com concentragdo obtiveram melhor resultado. Das
amostras concentradas, 86% eram positivas, enquanto nas amostras ndo concentradas, apenas 57%
positivaram (Figura 1).

Detecgéo de RNA do SARS-CoV-2 - Gene N1
E NAO CONCENTRADA | CONCENTRADA

Figura 1. Resultados para detec¢do do RNA gendmico do SARS-CoV-2
para o marcador N1, em amostras de esgoto bruto ndo concentrado e
2021 Agosto concentrado (PEG 8000). Marcacdo azul: RNA do SARS-CoV-2
positivo; marcagdo vermelha: RNA do SARS-COV-2 nédo detectado e
marcacao cinza: amostra ndo avaliada.
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Mesmo sendo possivel detectar o virus em ambas as condi¢cdes, a concentragcdo se mostra uma etapa
importante para a detec¢do de SARS-CoV-2 em esgoto bruto. Os dados do monitoramento revelaram alta
deteccdo de SARS-CoV-2 nos meses de maio e junho/2021, bem como no més de janeiro/2022, que
correspondem com o aumento de novos casos de infec¢édo por coronavirus registrados na cidade.# Por outro
lado, a partir de abril/2021 notou-se uma queda no nimero de casos, refletindo na diminuicao da deteccao
das copias de RNA em mesmo periodo. Essa projecao pode estar associada ao fim da segunda onda de
casos de COVID-19 no Brasil, caracterizada principalmente por casos de infec¢éo ou reinfec¢éo pela variante
Gama (linhagem P.1) do SARS-CoV-2.15> Ademais, em janeiro/2022 houve um pico no numero de casos,
obtendo-se a mais alta deteccdo do SARS-CoV-2, podendo estar relacionado a dissemina¢éo global da
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variante preocupante Omicron (linhagem B.1.1.529), ja que cerca de 95% dos genomas do SARS-CoV-2
sequenciados em servicos de saude privados e cidades brasileiras pertencem a essa variante nesse
periodo.1® Esse pico de deteccdo também pode ser associado ao fluxo de pessoas na cidade, ja que nesse
mesmo periodo registrou-se a maior movimentacao de passageiros no aeroporto de Salvador do ano.1” Assim,
de forma geral, o presente estudo reforca a atuagdo da epidemiologia das aguas residuais como método
complementar & monitorizagdo epidemiolégica do SARS-CoV-2, uma vez que mostra a correlagbes entre o
ndmero de cépias e os dados epidemiolégicos da COVID-19.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Ao estabelecer um estudo de monitoramento de aguas residuais no municipio de Salvador/BA espera-
se estabelecer metodologias seguras e confiaveis para anélise dos dados. E possivel detectar SARS-CoV-2
em amostras de esgoto bruto concentradas ou ndo concentradas. A técnica de concentracdo baseada em
PEG se mostra simples e eficiente, pois ndo requer equipamentos especializados ou de alto custo, sendo
possivel realizar a WBE nos mais diversos locais do mundo. A auséncia da concentragdo leva a uma menor
eficiéncia na deteccao, por isso a etapa de concentracdo é essencial em amostras de esgoto bruto. A WBE
se mostra como uma ferramenta néo-invasiva e complementar de monitoramento epidemioldgico, podendo
contribuir para a expansao do uso de WBE para o controle da SARS-CoV-2 no municipio de Salvador/BA.
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