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Resumo: A rede de saneamento basica associada as medidas de educagdo em saude tem papel fundamental no
controle da transmissdo de diversos agentes patogénicos. Diante da grave crise sanitaria estabelecida pela
pandemia do novo coronavirus (SARS-Cov-2) e a detecg@o do virus em diferentes amostras biologicas, levantou-
se a possibilidade da transmissdo oral-fecal. Contudo, ndo se tem evidéncias cientificas desse tipo de transmissao
a partir do esgoto. Com esse cendrio ¢ a limitagdo de testagem laboratorial da populagdo, o presente artigo tem
como objetivo demonstrar as etapas iniciais de desenvolvimento metodologico de um sistema de detecgdo do de
SARS-CoV-2 narede de esgoto do municipio de Araguaina. Por meio do mapeamento da rede, foram selecionados
pontos estratégicos de interligacdo e coletadas amostras compostas ao longo das semanas epidemiologicas. As
amostras obtidas foram submetidas a analises de pH e temperatura, pasteurizacdo e concentragdo viral, e na
sequéncia, armazenadas em freezer a -80°C para posterior analise molecular. A técnica de concentracdo viral foi
otimizada de acordo com a literatura e o tempo de amostragem representou um fator critico na coleta das amostras.
As proximas etapas consolidam a implantagdo do sistema, permitindo a quantificacdo da carga viral, e a
comparagdo e sobreposi¢do com os dados epidemioldgicos do municipio.
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio da pandemia da COVID-19, o esforco mundial de geragdo de informagdes sobre
o novo coronavirus se deu de forma dinamica e rapida, desde as analises descritivas dos primeiros casos,
analises de sequéncias genOmicas, relatos e analises da diversidade de seus aspectos clinicos, bem como
alternativas de ferramentas epidemioldgicas. Tal cenario criou também um contexto que impde aos
sistemas nacionais de satude publica o papel de validar seu sistema de vigilancia e assisténcia em satude
quanto a oportunidade de detecgdo precoce (Lana et al., 2020). Sabe-se que a capacidade de monitorar
rapidamente a propaga¢ao de doencas infecciosas ¢ essencial para sua prevengao, intervencao e controle.
Para Yeo et al. (2020), as fezes de pacientes testados positivos para COVID contém RNA viral do virus.
Pacientes com amostras fecais positivas (55% do total) apresentaram resultados respiratorios que
permaneceram positivos para 0 RNA do SARS CoV-2 por uma média de 16,7 dias, enquanto que nas
amostras fecais os resultados permaneceram positivos por uma média de 27,9 dias apds o inicio dos
primeiros sintomas, ou seja, em média 11,2 dias a mais do que nas amostras respiratorias (Wu et al.,

2020).

Embora ndo se tenha evidéncias cientificas da transmissdo oral-fecal, pesquisadores sugeriram

uma dispersao viral prolongada pelas fezes, por quase cinco semanas apds as amostras respiratorias dos
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pacientes terem resultado negativo para RNA do SARS-CoV-2. No caso do SARS-CoV-2, diante das
limitacdes praticas e economicas de aplicagdo dos testes clinicos em massa, pesquisadores ao redor do
mundo, incluindo o Brasil, tem sugerido o uso da Epidemiologia do Esgoto como estratégia para apoiar
0 monitoramento da propagacdo da COVID-19 (Medema et al., 2020; Wu et al., 2020a, Peccia et al.,
2020; Ahmed et al., 2020; Ahmed et al., 2020b; La Rosa et al., 2020) e no Brasil (Chernicharo et al.,
2020; Prado et al., 2020; Chernicharo et al., 2021). No Brasil, a Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) iniciou o monitoramento em Belo Horizonte e Contagem, que se expandiu para uma rede de
cidades e regides metropolitanas, como Ceara, Pernambuco, Rio de Janeiro, Parana e Distrito Federal
(Boletim de apresentacdo — Rede de Monitoramento de esgoto, 2021). No Rio de Janeiro, o
monitoramento foi iniciado pela Fiocruz (Prado et al., 2021). Ha outros trabalhos como este no estado

de Santa Catarina (Fongaro et al., 2021).

De acordo com os Boletins Epidemiologicos, Araguaina registrou em diversas semanas
epidemiologicas, numero de casos confirmados de COVID-19 superiores aos nimeros da capital do
Tocantins (Palmas), despontando como o municipio com maior incidéncia de casos no estado do
Tocantins, mesmo com uma populagdo numericamente inferior a capital. Um dos motivos destacados
para que Araguaina chegasse nessa condigao seria sua localizagdo, situar-se no entroncamento urbano e
rodovidrio com importante interacdo com outros centros locais ¢ sub-regionais, como Maraba e
Imperatriz (Aguiar, et al. 2020). Nesse contexto, buscando estratégias de vigilancia em satide, a Camara
Técnica do Comité de Bacias em articulacdo com diversas institui¢Ges, t€ém centralizado suas a¢des em
projetos que visam o monitoramento e a prevencdo da contaminagdo dos recursos hidricos nos limites
da Bacia que atua, além de projetos voltados para a satde publica da populacdo de Araguaina e regido.
O presente estudo, surgiu da articulacdo de varias institui¢des, € tem como objetivo descrever as etapas
preliminares de desenvolvimento de um sistema de deteccao de alerta rapido para Covid-19 na rede de

esgoto do municipio de Araguaina — TO.

2 METODOLOGIA

O municipio de Araguaina ¢ uma cidade média com estimativa de 186 245 habitantes, que
como grande parte dos municipios brasileiros da regido norte ndo apresenta uma ampla cobertura de
rede de esgoto (Sanchez, 2021); sua cobertura atual atende cerca de 30% da populagdo municipal, tendo
a concentragdo da rede na regido central, localidade com maior fluxo de pessoas na cidade. Para o
delineamento do estudo foi sugerido a formagdo de uma equipe com membros das quatro instituigdes:
BRK Ambiental, Secretaria Municipal de Satde, Universidade Federal do Tocantins/Universidade
Federal do Norte do Tocantins ¢ Instituto Federal do Tocantins. A partir da discussdo interinstitucional,
foram selecionados os pontos de coleta de amostras de esgoto ¢ a padronizagdo do delineamento

metodoldgico, assim determinando a participagdo de cada institui¢do. Inicialmente foram selecionados
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quatro pontos e posteriormente, por questdes técnicas e operacionais, foram entdo elencados dois pontos
principais situados na area central da cidade, pontos relacionados a maior circulagdo de pessoas. A

Figura 1 apresenta os pontos de visita da rede de esgotamento sanitario selecionados para o estudo.

Uma vez selecionados os pontos de visitas, foi elaborado um plano de monitoramento, que
consistiu na coleta de amostras compostas por um técnico da BRK ambiental e o acompanhamento dos
membros da equipe pesquisadora nos pontos da malha urbana selecionados. As amostras compostas
foram coletadas manualmente em frascos de vidro autoclavados de 1 litro. Embora o volume de amostra
necessario para a concentragdo do virus em laboratorio seja muito pequeno, ainda assim ¢ desejavel que
o volume da amostra composta para cada ponto da rede de monitoramento néo seja inferior a 1 litro, a
fim de possibilitar melhor representatividade durante o periodo de amostragem. A coleta de amostras
compostas ocorre no periodo da tarde/manha, usualmente entre 8hs as 12hs e 13hs as 17hs, ambas em
volumes correspondentes a 200 mL a cada 16 minutos, totalizando aproximadamente 3 litros ao término
de um periodo de 4 horas de amostragem. O frasco coletor previamente autoclavado ¢ mantido envolto
pelo gelo durante todo o periodo de amostragem. A primeira amostra coletada é submetida a medic¢do

de pH e temperatura (Figura 2).

Ao término da amostragem, as amostras do esgoto sdo transportadas até o Centro de Ciéncias
da Saude (CCS) da UFNT, onde o material ¢ armazenado em geladeira até o processamento (com um
intervalo maximo de até 48h apos a coleta em campo). Todos os métodos e procedimentos adotados no
presente estudo foram baseados nas publicag¢des recentes € nos métodos adotados pelo grupo de pesquisa
da UFMG (publicados em notas técnicas e boletins no site do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia

em ETEs Sustentaveis (INCT) (https://etes-sustentaveis.org/rede-monitoramento-covid-esgotos/).

Antes da etapa de concentragdo viral, foi realizado o processo de pasteurizagdo a 60°C por 90
minutos como medida de biosseguranca laboratorial, com a finalidade de reduzir a carga microbiana e
“inativar” os virus das amostras de esgoto coletadas (Wu et al., 2020; Prado et al., 2021). A etapa inicial
de processamento das amostras consiste na concentragao das particulas virais, pois amostras de agua e
esgoto costumam apresentar concentragdes virais relativamente baixas. O método utilizado no projeto €
uma modificacdo do método de adsorcao- eluicdo em membranas eletronegativas de Katayama et al.
(2002) e Symonds et al. (2014). Nesse método, ndo se realiza eluicdo do virus retidos na membrana,
mas faz-se a extragdo do material genético diretamente da membrana, usando kit comercial para extragao
de acidos nucleicos virais. Por questdes de biosseguranga, o processo de concentragdo viral apresenta

etapas que requerem o uso da capela de fluxo de laminar.
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Figura 1 - Delimitagdo de Pontos de Visita (PV) estratégicos para o Monitoramento da Carga Viral do Esgoto em
Araguaina - TO
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Fonte: BRK-Ambiental (2021)

Figura 2 — pHmetro, um medidor de potencial hidrogeniénico (pH) e amostragem manual por um técnico
devidamente treinado para manipulag@o de redes sanitarias da empresa BRK Ambiental.

Fonte: Pereira e Aratijo (2021) Registro fotografico das coletas de campo.

Iniciando a concentragdo, transferiu-se um volume de 100mL da amostra de esgoto para um
becker contendo uma barra magnética, ambos previamente esterilizados por autoclavacao. Adicionou-
se entdo na amostra, 1 ml de MgCl2 (2.5 M), para obter a concentracao final de 25mm. Homogeneizou-
se a amostra durante 3 minutos e depois mediu-se o pH (fita de reagente). Acidificou-se a amostra
usando acido acético (1 M) até pH entre 3 e 3,5. Esse tratamento de acidificacdo da agua, maximiza a
interagdo dos virus com a membranas eletronegativas durante filtragdo. Ressalta-se a importancia em
filtrar o maior volume possivel, até a membrana colmatar (ponto de saturagdo da membrana), o que
significa alcangar o maximo de recuperacdo de material viral. Na sequéncia, removeu-se a membrana

do suporte do filtro com pinga estéril. Colocou-se a membrana (dobrada) dentro do tubo especifico do
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kit de extracdo de DNA a ser utilizado nas proximas etapas do estudo, AllPrep Power Viral DNA/RNA
(Qiagen, Hilden, Alemanha). Adicionou- se 600yL da solucdo PM1 e 6yL de 2-mercaptoetanol, a fim
de minimizar riscos de degradagdo do RNA, uma molécula quimicamente muito instavel. Este passo
deve ser realizado dentro da capela de exaustdo, pois o 2-mercaptoetanol é volatil, com odor
intensamente caracteristico. Por fim, armazenou-se a membrana a 20°C até posterior extragdo do RNA.
A sequéncia dos procedimentos é apresentada na Figura 3.

Figura 3 Sequéncia dos procedimentos apos filtragcdo e recuperagdo das particulas virais em membrana

B 'w
Fonte: Aratijo (2021) Registro fotografico dos procedimentos laboratoriais.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 1 sdo apresentados os pardmetros verificados ao longo do processo de amostragem e
a otimizagdo da concentragdo viral, com o objetivo principal de verificar a variacdo da amostra
ambiental, variagdo relacionada aos diferentes pontos da rede, e possivelmente variagdo por inibidores
e variaveis externas na amostra coletada. Ressalta-se que a amostra ambiental, quando comparada as
amostras biologicas, apresenta uma ampla instabilidade em relagdo a composi¢ao. Observou-se que o
tempo de coleta e o volume do filtrado apresentaram maior variagdo. Esses resultados, implicaram em
maior conhecimento do padrao amostral da rede de esgoto da cidade, permitindo ajustes nos protocolos,
bem como direcionando a necessidade de ajustes posteriores nos protocolos da quantificagdo molecular.

Considerando uma distribui¢ao temporal, os parametros pH, temperatura e volume de acético
se mantiveram constantes, contudo, o tempo de filtragdo e o volume do filtrado oscilaram ao longo das
semanas epidemiolodgicas estudadas, o que possivelmente pode ser justificado pelas amostras diluidas
coletadas nas ultimas semanas com maior frequéncia de chuvas e, também, pela variacdo intrinseca de

amostras de aguas residuais. Essa variacdo temporal dos parametros avaliados ¢ apresentada na Figura
4.
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Tabela 1 — Parametros fisico-quimicos verificados ao longo do processo de amostragem e otimizagdo da
concentragdo viral.

N Minimo Maximo Média Desvio Padrao

Tempo de coleta (min) 35 60 200 152,74 50,22
Volume da amostra(L) 38 1 2 1,79 0,41

pH da amostra 39 6,70 9,45 7,66 0,53

Temperatura(C) 39 29,0 32,8 30,94 1,19
Volume acido acético (ml) 37 8 20 13,92 3,09
Tempo para filtra¢ao (min) 37 25 75 49,46 14,66
Volume filtrado (ml) 38 30 80 52,63 12,59

Figura 4 - Oscilagdo dos parametros fisico-quimicos das amostras da rede de esgoto da cidade de Araguaina, TO,
ao longo das semanas epidemiolédgicas estudadas.
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Vale ressaltar que os volumes filtrados estdo adequados a outros protocolos e que os objetivos
técnicos dentro dessa etapa preliminar estdo sendo obtidos. Posteriormente sera concluido o processo
de extracdo do material genético do virus. Por meio dessa nova ferramenta metodoldgica, os estudos
em virologia ambiental vém alcangando um consideravel papel na construgdo de indicativos

socioambientais (PRADO et al., 2021).

Em relacdo aos dados epidemiolodgicos, o levantamento do montante dos infectados vém
ocorrendo no municipio de Araguaina, principalmente, por meio da testagem dos casos sintomaticos,
permitindo ao setor municipal de satide rastrear os setores de maior prevaléncia da doenca conforme
disponibilizado pela prefeitura Municipal de Araguaina. Segundo o Boletim Informativo Covid-19
11/11, foram registradas 19 confirmacdes para Covid-19, dia 10 de novembro, dez mulheres e nove
homens. Um obito foi registrado, um homem de 85 anos. Com esses registros, o municipio chega a
36.484 casos confirmados, sendo desses 68 casos ativos da doenga, 35.869 recuperados e 547 dbitos.

Embora a vigilancia epidemiologica tenha como base a identifica¢do clinico-laboratorial da

infecgdo, um fator que dificulta a detecgdo rapida do novo coronavirus SARS-CoV-2 em uma populagao,



Conselho Nacional de Desenvolvimento
Instituto Federal do Tocantins Cientifico e Tecnoldgico

O i
. Cloniton & Bxanca ) c N P
1271 Qcnpg
JIC &
¢ o fato de as pessoas infectadas com a COVID-19 ndo apresentarem sintomas ou os apresentarem de
formas mais leves ou até mesmo inespecificos. Assim, a detecgdo s6 ¢ feita apos serem reportados os
casos clinicos ou quando ¢é disponibilizado o teste. Esse intervalo entre a infec¢do e a detec¢do é um dos
fatores decisivos para o sucesso no controle da doenca e medidas efetivas em saude publica (Soares et
al., 2020). Estudos indicam que a vigilancia a partir do esgoto tem se mostrado como uma eficiente
alternativa para detec¢ao rapida da circulagdo do virus, bem como de seu mapeamento socioespacial em

regides metropolitanas (CHERNICHARO et al., 2020; MOTA et al., 2021; PRADO et al., 2021), porém

ndo identificamos até o momento estudos similares em cidades médias.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O aumento da circulagdo do virus na popula¢do potencialmente aumenta a carga viral nos
sistemas de esgoto das cidades, logo, o conhecimento da rede sanitaria da cidade permite identificar
areas com maior presenga do virus, prevendo possiveis surtos e contribuindo em a¢des regionalizadas.
Como estamos em um momento de arrefecimento da pandemia da COVID-19, relacionado
principalmente a expansdo da imunizagdo, vislumbramos a possibilidade de decaimento da carga viral
na rede de esgoto, porém apontamos o sistema de detec¢do como uma possivel ferramenta de alerta
rapido da circulagdo viral. O estudo segue em fase de coleta de amostras, conforme cronograma,
previstas para término até novembro de 2021. Apods esta fase, prosseguiremos com a analise das
amostras, os resultados permitirdo descrever se ha ou ndo detec¢dao do coronavirus na rede de esgoto, €
também fornecera subsidios para um estudo comparativo com os resultados obtidos nas notificacdes de

casos da vigilancia epidemiologica do municipio.
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