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SARS-COV-2 VIRAL LOAD IN GOIANIA WASTEWATER: WASTEWATER-BASED EPIDEMIOLOGY FOR A COVID-19
EARLY WARNING SYSTEM. COVID-19 is currently the most critical disease in the world. Thus, several tools have been used in the
last two years to contain the spread of SARS-CoV-2. In this perspective, Wastewater-Based Epidemiology (WBE) provides valuable
data by including symptomatic, pre-symptomatic, and asymptomatic individuals and anticipating clinical cases. For 37 weeks, the
SARS-CoV-2 viral load was monitored in sanitary sewage samples from Goiania-Brazil. Through pre-concentration, extraction, and
purification of viral RNA, followed by RT-qPCR, it was detected in 83.78% (31/37) of the weeks the presence of fragments of the
genetic material SARS-CoV-2 with viral loads ranging from 10° to 10® genome copies L. The viral load in the wastewater samples
was related to the clinical data of the municipality, demonstrating its ability to promote an Early Warning System (EWS). In early
2022, it was possible to predict the increase in clinical cases 3 weeks in advance and issue an alert note to the health authorities.
Prevalence estimates ranged from 0.003 to 0.5% and showed good agreement with observed values. Thus, monitoring effluents

become another essential tool that can help combat the pandemic’s advance, especially in countries with scarce resources.
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INTRODUCAO

A pandemia da COVID-19 se tornou o maior desafio epidemio-
16gico dos ultimos dois anos, sendo considerada a pior crise sanitaria
deste século. Diante disso, a Organiza¢do Mundial de Satide (OMS)
tem estabelecido constante vigilancia sobre os casos clinicos em todo
o mundo. Segundo os seus dados, jd foram contabilizados mais de
380 milhdes de casos da doenca, ocasionando mais de 5,6 milhdes
de mortes em todo o planeta. O Brasil, que até a presente data possui
cerca 25 milhdes de casos reportados, ocupa o 2° lugar no ranking
global em nimero de mortes, com mais de 627 mil vidas perdidas, o
que representa aproximadamente 10% de todas as mortes causadas
pelo virus em todo mundo.'

Nesse cendrio de pandemia, muitas medidas vém sendo adotadas
com o objetivo de minimizar a disseminacio do virus, como por
exemplo, o uso de méscaras faciais, distanciamento social, testagem
em massa e campanhas de incentivo a vacinacdo.>* Dentre essas
medidas, a testagem ocupa um lugar importante, pois além de fornecer
informacdes relacionadas ao diagndstico individual, permite também
auxiliar, desde o isolamento de pacientes contaminados, passando
pelo direcionamento de politicas publicas no manejo consciente de
medidas impositivas de intervencdo ndo farmacéuticas (NPIs), até a
distribui¢@o racionalizada de vacinas.”’

Todavia, por meio das medidas de testagem convencionalmente
adotadas por alguns paises, isso €, com o direcionamento de testes
apenas aos pacientes sintomdticos, tem-se a presenca de dados
inferiores em relagdo ao real nimero de pessoas contaminadas e,
portanto, um equivoco da situagio epidemioldgica atualizada, uma
vez que hd subnotificagdo dos casos. Os casos sdo subnotificados,
seja pelo déficit de testes ofertados pelo setor publico, principalmente
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em paises de recursos limitados, ou ainda, pela grande quantidade
de casos assintomadticos.® A técnica considerada padrdo outro
para testagem da COVID-19 ¢ a RT-qPCR (do inglés: reverse
transcription- quantitative polymerase chain reaction) que é um
método de amplificacdo e detec¢do de fragmentos especificos de
DNA. A amplifica¢@o enzimdtica do gene alvo se dd através de ciclos
de aquecimento e resfriamento enquanto a detec¢do € baseada na
medida de fluorescéncia no decorrer da reagdo. A técnica baseia-se
no principio basico de que o aumento significativo da quantidade de
produto da PCR (amplificagdo do gene de interesse) estd diretamente
relacionado com o aumento da fluorescéncia, que € medida em tempo
real. Além disso, a testagem convencional fornece apenas informagdes
no que se refere ao status momentaneo da crise sanitdria, sem tempo
hébil para planejamento antecipado do gerenciamento da crise. Diante
desse cendrio, o monitoramento de fragmentos de dcidos nucleicos de
SARS-CoV-2 (que pode ser relacionado a concentragio do virus) no
esgoto, passa a ser uma importante ferramenta de satde coletiva para o
acompanhamento e antecipagio do curso da pandemia, possibilitando
a criagdo de um Sistema de Alerta Precoce (SAP).*!® A utilizagdo
dessa ferramenta compde o conjunto de estratégias definida por
epidemiologia baseada no esgoto (WBE- do inglés Mates-bastardos
Epidemiology). Em geral, fragmentos do RNA do virus podem
ser encontrados no esgoto, ja que todas as pessoas contaminadas,
sintomadticas ou assintomaticas, excretam o virus através de seus fluidos
bioldgicos.!" A Figura 1 demonstra o caminho que os fragmentos do
virus percorrem até a esta¢@o de tratamento de esgoto (ETE). De modo
geral, a populacdo infectada excreta o virus presente em seus fluidos
bioldgicos (fluidos nasais, orais e fecais), que irdo percorrer o caminho
até que seus fragmentos virias cheguem até a ETE, onde podem ser
detectados. A ETE recebe contribui¢des de fragmentos virais tanto de
pacientes sintomdticos quanto de pacientes assintomaticos.

A ferramenta WBE € de fundamental importancia para a saide
publica pois serve para ampliar os dados obtidos pelos testes
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Figura 1. Desenho esquemdtico das principais contribui¢oes em afluentes para uma ETE

diagndsticos e, dessa forma, desempenha um papel crucial na
otimizagdo das tomadas de decisdes de enfrentamento da pandemia,
fornecendo informacdes relevantes tanto para fases de pés-isolamento
quanto em casos de restabelecimento do isolamento da populacio
apds o aumento de casos da COVID-19. Uma das vantagens da
abordagem WBE sobre os testes de diagndstico clinico seria a
capacidade de detectar o aumento de casos com antecedéncia.
Brevemente, o conceito da epidemiologia baseada no esgoto
fundamenta-se no principio de rastrear biomarcadores no esgoto. Os
biomarcadores séio agentes quimicos ou bioldgicos excretados pelo
corpo humano, que podem ser coletados pela rede de esgoto e seguir
até a estacdo de tratamento, e assim serem recuperados por métodos
fisico e/ou quimicos. Para SARS-CoV-2, o material genético (RNA
viral) tem sido amplamente aceito como biomarcador. Portanto,
monitorar/quantificar as mudangas temporais nas concentragdes de
RNA viral presente em amostras de dguas residuais comunitarias
pode fornecer informagdes de saide publica sendo capaz tanto de
determinar a verdadeira extensdo da infecgdo na populacdo, quanto
prever o surgimento de novos surtos virais.!*!?

No Brasil, diversos grupos vém realizando o monitoramento do
SARS-CoV-2 em esgoto, mediante detec¢io de seus fragmentos.'3-1¢
Nesse sentido, uma Rede de Monitoramento da COVID-19 em
Aguas Residuais foi criada em 2020, através da acio conjunta
da Agéncia Nacional de Aguas (ANA), Ministério de Ciéncia
e Tecnologia e Inovagdes'” e Ministério da Satde."® A Rede de
Monitoramento em Aguas Residuais' é uma iniciativa de combate ao
avango da pandemia de COVID-19 no Brasil, por meio de pesquisa
epidemioldgica baseada em monitoramento e mapeamento da carga
viral em dguas residuais, para elaboracdo de um sistema de alerta
precoce para COVID-19. A Rede tem trabalhado na elaboragdo
de boletins semanais de monitoramento epidemiolégico em vérios
locais do Brasil, com o objetivo de informar a populagao e auxiliar as
autoridades competentes na tomada de decisdes em relagdo as acoes
de enfretamento da COVID-19. Na cidade de Goiénia, o Laboratério
de Biomicrofluidica (IQ/UFG), que pertence a Rede, tem realizado
esse monitoramento. Dessa forma, neste trabalho apresentamos os
dados do monitoramento epidemiolégico realizado de maio de 2021
a janeiro de 2022 em amostras da ETE Dr. Hélio Seixo de Britto em
Goiania-GO, a fim de acompanhar a circula¢do do virus SARS-CoV-2,
emitir alertas precoces e, assim, fornecer mais uma ferramenta auxiliar
de enfrentamento a pandemia da COVID-19.

MATERIAIS E METODOS
Reagentes

A 4gua ultrapura para biologia molecular (livre de DNases,
RNases e Proteases), o etanol PA, o tampao fosfato salino (PBS),
a soluc@o de fenol saturada com 0,1 mol L' de tamp@o de citrato
(pH 4,3) e o polietilenoglicol-PEG 8000 foram adquiridos junto a
Sigma-Aldrich (St Louis, MO). O cloreto de sédio PA foi obtido
junto a Neon (Suzano, SP). Todos os oligonucleotideos, incluindos os
iniciadores da reacdo RT-qPCR (N1, N2 e RP) baseados no protocolo
desenvolvido pela Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
e, também, o dsDNA de concentracido conhecida utilizado para
construcdo da curva analitica (N° de catdlogo 10006625 e 10006626),
desenhados de acordo com a regido dos primers, foram sintetizados
junto a “Integrated DNA Technologies” - IDT (San Diego, CA). O
kit de purificagdo de RNA e DNA viral DPK-115L foi adquirido pela
Cellco Biotec (Sdo Carlos, SP). O kit GoTaq Probe 1-Step RT-qPCR
foi comprado junto a Promega (Madison, WI).

Procedimento experimental

As principais etapas para determinac@o da carga viral no esgoto
estdo descritas na Figura 2 e incluem: amostragem, preparo da amostra
e deteccdo e quantificagdo por RT-qPCR. Em outras palavras, apds
a amostragem, a amostra foi concentrada utilizando PEG 8000 e
em seguida o RNA foi extraido através de extragdo em fase sdlida
(SPE- do inglés: solid phase extraction) e na sequéncia foi realizado
a RT-qPCR.

Amostragem

As amostras de esgoto sanitdrio foram coletadas semanalmente
(as quartas-feiras) no periodo de 5 de maio de 2021 a 20 de janeiro
de 2022 (37 semanas - 18* a 52* semana epidemioldgica de 2021 e
1* a 3* semana epidemioldgica 2022) na estagdo de tratamento de
esgoto (ETE) Dr. Hélio Seixo de Britto, localizada no municipio de
Goiania, Goids, Brasil (-16.62770663044021, -49.26149887088405).
A ETE Dr. Hélio Seixo de Britto foi escolhida porque recebe
aproximadamente 70% do esgoto gerado na cidade de Goiania/GO (na
qual as bacias contribuintes sdo o ribeirdo Anicuns e seus afluentes,
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Figura 2. Principais etapas da determinagdo da carga de SARS-CoV-2 no esgoto da cidade de Goidnia

o Ribeirdo Jodo Leite e o Caveirinha) tem capacidade de tratamento
de até 2300 L s, recebendo uma vazio média de 1400 L s de
esgoto. Cada amostragem semanal foi realizada por meio da coleta
e unido de 10 aliquotas de 100 mL do efluente (correspondendo a
amostragem semicomposta de 1000 mL), coletados em hordrios
especificos igualmente espacados, durante 18 horas, das 15 h as 9 h.
Foi aferida a vazdo para cada periodo amostral. Todas as amostras
foram armazenadas em frascos previamente limpos e refrigeradas a
temperatura de 4 °C desde a coleta até o hordrio da andlise. Aliquotas
de 50 mL de cada amostra semanal foram armazenadas a -80 °C como
amostras para contraprova.

Pré-concentracio, extraciio e purificacio de acidos nucleicos
em amostras de esgoto sanitario

Os dcidos nucleicos presentes nas amostras foram concentrados
e extraidos pelo método proposto por Claro ef al.,'”> com pequenas
modificacdes, seguida pela purificacdo por extracido em fase sélida
(SPE) utilizando kit comercial. Resumidamente, 40 mL da amostra
semicomposta foi incialmente centrifugada a 1500 xg por 250 min a
—4° C na presenca de 0,9 g de NaCl e 4,0 g de PEG 8000. Ao pellet
formado, foram adicionados 0,4 mL de PBS 1X e 1 mL de fenol dcido
que, apds agitagdo, foi centrifugado a 13.000 xg por 10 minutos. A
fase aquosa formada contendo os 4cidos nucleicos foi submetida a
extrac¢do em fase sélida utilizando o kit DPK-115L (Cellco Biotec,
Sao Paulo), seguindo as recomendagdes do fabricante. Em todas as
extragdes, juntamente com a amostra foram realizados controles
positivos através do enriquecimento de amostras de esgoto com
RNA de SARS-CoV-2, para analisar a viabilidade da extra¢do. Ao
final do procedimento, os 4cidos nucleicos extraidos e purificados
foram imediatamente utilizados na RT-qPCR para quantificacdo viral
do SARS-CoV-2.

Quantificacao viral

Os ensaios de quantificacdo do SARS-CoV-2 foram realizados por
meio da RT-qPCR (transcri¢do reversa seguida da Reagdo em Cadeia
da Polimerase quantitativa) usando o kit GoTaq probe RT-qPCR one
step (Promega, Wisconsin, EUA) no termociclador da Agilent AriaMx
Real-Time PCR, baseado nos protocolos desenvolvidos pela Centers
for Disease Control and Prevention (CDC). O protocolo desenvolvido
pela CDC amplifica duas regides distintas do SARS-CoV-2 (N1 e
N2) e uma regido do genoma humano (RP). O volume total de cada
reagdo foi de 10 uL (5 pL GoTaq Probe qPCR Master Mix, 0,2 uL

Go Script RT Mix, 1,55 pL dgua livre de nuclease, 0,75 uL Primers/
Probe e 2,5 uLL de amostra). Os primer/sondas usados para deteccéo
visaram duas regides distintas do nucleocapsideo do novo coronavirus
(N1eN2)eumaregidao do DNA gendmico humano, RNase P humana
(controle interno).

Inicialmente, para construg@o da curva analitica, foram realizadas
diluicdes seriadas de 1,0x10° a 1,0 copia uL! a partir de um fragmento
de dsDNA contendo os alvos (N1 e N2) de concentracdo conhecida
(padrio). Para cada concentra¢do do fragmento de SARS-CoV-2
foram realizadas reagdes em triplicata e, ao final da RT-qPCR,
correlacionamos cada concentragio de SARS-CoV-2 com um ciclo
de quantificacdo (Cq). O programa de amplificagdo consistiu em um
ciclo de 45 °C por 15 minutos para transcricio reversa, um ciclo de
95 °C por 2 minutos para desnaturagdo inicial e, 50 ciclos de 95 °C
por 3 segundos e 55 °C por 30 segundos, para amplificagao.

Para quantificagdo das amostras foi realizado a RT-qPCR,
conforme descrito anteriormente. Todas as misturas reacionais
foram testadas com controles positivos e negativos simultaneamente
com as amostras. As amostras foram consideradas positivas
quando apresentaram Cq < 40.%2! O valor de Cq (do inglés Cycle
quantification) é dependente do nimero inicial de moléculas de
DNA disponiveis para amplificacdo. Quanto mais moléculas de
DNA disponiveis para amplificagdo menos ciclos de aquecimento e
resfriamento sdo necessdrios para detectar o gene alvo presente no
meio. Desta forma, quanto maior a carga viral menor serd o valor
de Cq. Igualmente, quanto maior o valor de Cq menor a carga viral
e por isso para valores de Cq> 40 a amostra € considerada negativa,
como ja estabelecido em outros trabalhos na literatura cientifica.” A
quantificagdo em cépias virais para cada amostra foi realizada por
meio da equagdo da reta fornecida pela curva analitica.

Estimativa de prevaléncia

A populacdo infectada da cidade de Goidnia e as estimativas de
prevaléncia foram calculadas a partir da carga viral do SARS-CoV-2
quantificada nos esgotos e nos outros pardmetros apresentados
nas equagdes 1 e 2, conforme anteriormente relatado por Claro e
colaboradores."

Populagdo infectada (N) = Cy,, x% 1)
o X

Populagdo estimada (%) = N x100 (2)
Populagdo contribuinte
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A concentragio de RNA viral presente nas dguas residudrias (Cgya,
em copias L) foi determinada como descrito anteriormente. A vazao
volumétrica de esgoto (Q, em L.d"') foi medida na prépria ETE Dr.
Hélio Seixo de Britto no momento da coleta das amostras. O valor de a.
se refere a massa fecal didria produzida por um ser humano em paises de
baixa renda, variando de 75 a 520 gramas por pessoa (com valor médio
de 243 + 130,2 g.pessoa='.d™").? O valor de B se refere a quantidade
de material genético do SARS-CoV-2 eliminada por um individuo
infectado, que geralmente varia de 6,3 x 10°a 1,3 x 10% c6pias g='.!12!
Para calcular a estimativa da prevaléncia média do virus SARS-CoV-2
foi considerando a populacdo contribuinte da ETE Dr. Hélio Seixo de
Britto (aproximadamente 1.100.000 habitantes, o que corresponde a
70% da populagdo de Goidnia).

A carga viral excretada por um individuo infectado (produto
o x f3) apresenta elevada variabilidade (3 logs ou mais), o que aumenta
aimprecisdo dos cdlculos de estimativa de prevaléncia. Dessa forma,
foi implementado o modelo estatistico probabilistico de Monte-Carlo
com 10 mil amostras aleatdrias, considerando-se um intervalo de
confianca de 90%. Os valores e o tipo de distribuicdo utilizados para
cada um dos pardmetros estéio apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros de entrada da simulagido de Monte-Carlo

Distribuicao estatistica

Parametros Unidade (Valor)
Crna Cépias L (Concerf:t(f;tt;lzl;)] média)
Q Ld (Vaf;)c]: trlrl:;dia)
a gpessoald i = 2430, gzgvmizlpadréo =130.2)°
B Copias g Uniforme

(Min = 6,3x10°, Max = 1,3x10%)

“Conforme Rose ef al.?*® "Conforme Kitajima et al.'' e Gholipour et al.*!

RESULTADOS E DISCUSSOES
Deteccao de SARS-CoV-2 em amostras de esgoto sanitario

Conforme os dados jd apresentados anteriormente, as amostras de
esgoto sanitdrio, coletadas semanalmente, representam a contribuicao
de cerca de um milhdo de pessoas e, portanto, trata-se de uma
amostra representativa para a realidade do municipio, refletindo o
comportamento da maioria dos casos clinicos reportados.

O presente estudo descreve o monitoramento de longo prazo
da ocorréncia de fragmentos do RNA do SARS-CoV-2 no esgoto
sanitdrio da cidade de Goidnia durante o periodo de 5 maio de 2021
(18* semana epidemiolégica de 2021) até 20 de janeiro de 2022
(3* semana epidemioldgica de 2022). Dentre as 37 semanas avaliadas,
em 31 semanas (83,78%) foi detectada a presenca de fragmentos do
material genético do SARS-CoV-2 nas amostras de esgoto sanitdrio
do ponto de monitoramento ETE Dr. Hélio Seixo de Britto. A Figura 3
mostra quais regides do gene foram detectadas (N1, N2 ou N1 e N2)
em cada uma das 37 semanas, assim como a faixa de Cq encontrada
em cada semana epidemioldgica.

Recentemente, muitos trabalhos realizados com amostras de ETE
tem demonstrado a detecciio de SARS-CoV-2 no esgoto sanitdrio e
uma correlacdo com os casos clinicos.”>* Nesse trabalho, dentre as
semanas epidemioldgicas avaliadas, em 51,61% das vezes foram
detectados fragmentos de RNA do SARS-CoV-2 em ambas as regides
N1 e N2. Em contrapartida, em 19,35% das semanas o alvo foi
detectado apenas naregido N1 e, em 29,04% apenas na N2 (Figura 3).

E possivel observar através da Figura 3 uma tendéncia preferencial
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Figura 3. Regido do SARS-CoV-2 (N1/N2) amplificada por RT-gPCR em cada
semana epidemiologica analisada, estratificada entre No Cq e em 3 faixas de
Cq [30-33[, [33-36[ e [36-39]. N1: regido do nucleocapsideo 1; N2: regido
do nucleocapsideo 2; Cq: ciclo de quantificagdo; No Cq: auséncia de ciclo
de quantificagdo; ND: ndo detectado

de amplificagdo da regido de acordo com a data da analise (semana
epidemioldgica). De maio a julho (18 semana até a 27 semana
de 2021) observou-se que em 72,73% das semanas, as amostras
amplificaram preferencialmente na regido N1, ainda que neste
mesmo intervalo de tempo houvesse amplificagdo dos genes N1+N2,
a amplificac@o dos dois genes sé ocorreu em 27,23% das semanas.
As diferencas entre os ensaios de N1 e N2 em amostras de dguas
residuais também foram relatadas por outros estudos recentes.***

Em um estudo publicado por Ai e colaboradores,” por meio
de andlises estatisticas, os autores correlacionaram os casos de
COVID-19 da regido analisada e a concentragdo de 3 genes do
SARS-CoV-2 (N1, N2 e E) em amostras de dguas residuais. As
concentragdes de todos os trés genes do SARS-CoV-2 foram
correlacionadas positivamente com os casos confirmados didrios para
quase todos os locais. Nesse estudo, a regido N2 obteve o melhor
desempenho. A robustez da regido N2 na PCR quantitativa também
€ mostrada em outros estudos com dguas residuais, relatando que
a regiao N2 ¢ menos propensa a mutacdes e, portanto, de deteccio
preferencial em momentos que ocorre a prevaléncia de circulacio de
variantes.”*® Os dados da Figura 3 demonstram que, nesse estudo, a
tendéncia em amplificar a regifio N2 iniciou-se a partir da 44* semana
de 2021 e permaneceu até a 1* semana de 2022.

As amostras analisadas nas 37 semanas foram estratificadas em 3
intervalos de Cq (30-33, 33-36 e 36-39) e No Cq. Dentre as semanas
epidemioldgicas nas quais o RNA do virus foi detectado, 16,13% das
amostras apresentaram valores de Cq no intervalo de 30-33, 51,61%
estao no intervalo de 33-36 e 32,26% estdao no intervalo de 36-39.
O intervalo de maior concentragdo viral (30-33) se concentra nas
primeiras semanas epidemioldgicas analisadas (18* a 25° semana
epidemioldgica de 2021), em concordancia ao alto niimero de casos
de clinicos no municipio de Goiania. Em contrapartida, desde a 42*
semana observou-se uma tendéncia de diminui¢do da concentracio
viral, com predominancia de Cq no intervalo de 36-39, sendo que em
algumas semanas ndo foi detectada a presenca dos virus (semanas 42,
43,46,47,48, 50). Contudo, esse cendrio se altera a partir da segunda
e terceira semanas epidemioldgicas de 2022, em que foi observado
uma mudanga no intervalo de Cq para 33-36, em uma perspectiva
de aumento da concentra¢do de SARS-CoV-2 no esgoto, indicando
o aumento de casos clinicos de COVID-19 no municipio.

Quantificacio de SARS-CoV-2 em agua residuais e casos
clinicos

A quantificacdio exata e confidvel do virus € o principal objetivo
do WBE porque sdo justamente estes resultados que podem indicar
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o inicio potencial de futuras ondas e/ou epidemias. A RT-qPCR foi
realizada seguindo as instrugdes do fabricante, como ja descrito
anteriormente. Cada RNA extraido foi analisado em triplicata. Foi
realizada uma curva analitica para cada gene alvo (N1 e N2). Uma
série de controles positivos (cinco dilui¢des em série de 10 vezes) e
negativos foram incluidos para cada RT-qPCR executado pelo alvo
do genoma N1 e N2. As curvas analiticas para N1 (y =-3,221x+34,55;
R?=10,998; Eficiéncia =99%) e N2 (y =-3,683x + 37,74; R*= 0,991,
Eficiéncia =86,85%) mostraram uma dindmica linear e o limite de
deteccdo (LOD) foi de 5,0 cépias do genoma.

A Figura 4 apresenta os resultados do monitoramento de casos cli-
nicos e das concentragdes dos fragmentos do RNA viral no esgoto ao
longo do periodo de monitoramento. Na Figura 4b, as concentracdes
sdo classificadas em 5 niveis: muito baixa (10?-10%), baixa (10°-10%),
média (10*-107), alta (107-10°) e muito alta (10°-10'°). A defini¢do
dessas faixas de concentragio foi baseada no conjunto histérico de
dados desta pesquisa e de outros trabalhos conduzidos pelo nosso gru-
po de pesquisa.” Com os dados de 1 ano de monitoramento do esgoto
e com as informacdes da vigilancia epidemioldgica (casos clinicos
notificados, nimero de internagdes e nimero de 6bitos), foi possivel
verificar alguns padrdes e estabelecer as faixas de concentracio. De
maneira geral, verificaram-se as concentracdes consideradas altas
(107-10°) nos momentos mais criticos da pandemia (maior nimero
de notificagdes da COVID-19), e as concentracdes baixas (103-10%)
nos momentos menos criticos.

Os dados de concentracdo viral no esgoto sanitdrio foram
comparados com os dados clinicos (média mével de 14 dias) de casos
de infecc¢@o por SARS-CoV-2 da cidade de Goiania, disponibilizados
pela Secretaria Municipal de Saide,” como mostra a Figura 4a. Entre
a 182 e 41 semana foi possivel detectar a presenca do RNA viral em
100% das amostras de dguas residuais, sendo que entre as semanas 18
e 34 a carga viral que oscilou entre 105 e 10" cépias d!, apresentou
baixa variabilidade, assim como os dados epidemiolégicos/clinicos. A
concentracio viral detectada naquele momento manteve-se em altos
niveis oscilando entre 107 e 10® cépias de RNA L (Figura 4b). No
entanto, a partir da semana 35 observou-se uma tendéncia de queda
na concentragdo do material genético do virus no esgoto. Da mesma
forma, a média mével de casos clinicos da COVID-19 sofreu gradativa
redugdo. A tendéncia de queda da carga viral no esgoto manteve-
se até a primeira semana epidemioldgica de 2022. Nesse periodo,
verificaram-se as concentragdes do RNA viral no esgoto sanitdrio
em niveis médios (entre 10* e 10° copias L') ou inferiores ao limite
de deteccdo. A partir da segunda semana epidemioldgica de 2022
foi observado um aumento significativo na concentragdo do RNA
viral, que voltou a subir para patamares considerados altos (acima
de 107 cépias L), correspondendo a maior concentragao viral desde
18 de agosto de 2021. Desta forma, através da Figura 4a, observamos
que os dados do esgoto apresentaram uma aparente concordancia
com os dados clinicos, sendo que supostamente o primeiro precedeu
o segundo e nas ultimas semanas epidemioldgicas este efeito pode
ser observado de forma mais evidente.

Essas informagdes obtidas através do monitoramento epidemio-
16gico sdo importantes pois representam uma ferramenta que permite
com que agéncias e autoridades competentes assumam agoes de
vigilancia epidemiolégica na prevencido e controle da COVID-19.
Um Sistema de Alerta Precoce (SAP) eficaz pode ser usado para
identificar os pontos criticos da COVID-19 e orientar a execucédo e a
distribui¢d@o de recursos, incluindo estratégias de testagem em massa,
ampliagdo de assisténcia hospitalar e, de forma geral, rastreamento e
preparo para o enfrentamento dos surtos virais.'>303!

Com base nos dados obtidos, semanalmente foram emitidos
informes via boletins epidemioldgicos de livre acesso no site do
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdes,'” relatando a carga
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Figura 4. (a) Relagdo entre a carga viral de SARS-CoV-2 quantificada nas
amostras de dguas residuais e a média movel dos casos clinicos na cidade
de Goidnia; (b) Concentragdo do RNA viral no esgoto. ND: ndo detectado,
NA: ndo analisado

viral presente nas amostras de dguas residuais do municipio de
Goiania, bem como a comparacao com os dados de cargas virais das
semanas epidemioldgicas anteriores. Além disso, diante do recente
aumento na carga viral, como o ocorrido no inicio de 2022, foi emitido
uma nota de alerta e um comunicado oficial a Secretaria de Satide
do municipio de Goiania visando antecipagdo das agdes de controle
sanitdrio para o enfrentamento da COVID-19 devido ao possivel
aumento de casos clinicos nas semanas seguintes.

Outro importante aspecto observado foi a relacdo da carga viral
no esgoto sanitdrio com a taxa de vacinagdo da populagdo goianiense
e a entrada da variante Omicron no municipio. A Figura 5 apresenta
a variagdo da carga viral ao longo do tempo em relagdo ao avanco
da imunizag¢ado na cidade Goiania.

Como pode ser observado na Figura 5, o avan¢o da imunizagdo
refletiu na diminuigdo da carga viral de SARS-CoV-2 no esgoto de
Goiénia, desde maio, até o inicio de dezembro de 2021. Todavia,
no inicio de 2022 foi observado uma re-emergéncia da carga viral
de SARS-CoV-2 no esgoto, provavelmente pela inser¢do da nova
variante (6micron) no municipio. Yaniv et al.** monitoraram tracos
de SARS-CoV-2 nas dguas residuais de Beer-Sheva e observaram
que ap6s 50% da populacdo ter sido vacinada, houve uma diminuicdo
constante e consistente no nivel de RNA de SARS-CoV-2 detectado
em 4aguas residuais, até que ficasse abaixo das concentracdes
detectdveis. Os autores também relataram que, mesmo a populacéo
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Figura 5. Relagdo entre a carga viral de SARS-CoV-2 quantificada nas amos-
tras de dguas residuais na cidade de Goidnia e nimero de doses aplicadas
da vacina da COVID-19 no municipio

apresentando alto indice de vacinacdo, o surgimento de uma nova
variante no municipio, repercutiu em um aumento da carga viral no
esgoto, assim como foi observado neste estudo.

Embora a vacinacio da populag@o seja um fator preponderante
para diminui¢do dos casos de COVID-19 e, consequentemente, da
carga viral de SARS-CoV-2 no esgoto, a tendéncia de diminuicio
da carga viral no esgoto sanitdrio ndo pode ser relacionada
exclusivamente com o progresso da imunizagdo. Outros fatores
como, por exemplo, as medidas restritivas de isolamento social, a
complexidade da matriz biolégica e os fatores ambientais podem
estar correlacionados com o decréscimo da carga viral observada no
esgoto dentro do periodo analisado.

Prevaléncia estimada

A Tabela 2 e a Figura 6 apresentam os resultados das estimativas
de prevaléncia por més de monitoramento, assim como os valores
observados (obtidos a partir dos dados epidemiol6gicos do municipio).
Os valores modelados (preditos) sdo apresentados como mediana e
intervalo de confianga, considerando-se um nivel de significancia de
90% (p <0,1). Na tabela também sdo apresentados os valores médios,
minimos e mdximos da prevaléncia observada na regido, determinada
a partir dos casos clinicos notificados da COVID-19.

Tabela 2. Prevaléncia modelada e reportada da COVID-19 durante os meses
de monitoramento

Prevaléncia modelada (%) Prevaléncia reportada (%)

Ano Meses  \ediana (IC de 90%) Média (min - max)

2021 Maio 0,5(0.2-2.9) 0,03 (0,01 - 0,05)

Junho 0.2(0,1-1,1) 0,03 (0,01 - 0,05)

Julho 0,1 (0,03 -0,5) 0,04 (0,01 - 0,07)

Agosto 0,1 (0,03 -0,5) 0,04 (0,006 — 0,06)

Setembro 0,01 (0,003 — 0,05) 0,02 (0,005 — 0,03)
Outubro 0,003 (0,001 - 0,02) 0,007 (0,001 — 0,02)
Novembro 0,005 (0,002 — 0,03) 0,007 (0,0005 — 0,02)
Dezembro 0,003 (0,001 — 0,02) 0,004 (0,0001 — 0,02)

2022 Janeiro 0,04 (0,02 -0.3) 0,04 (0,0005 - 0,1)

Em geral, as prevaléncias modeladas apresentaram boa
concordancia com as reportadas. Nos meses de maio a agosto de
2021, os valores preditos foram até 10 vezes superiores aos valores
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Figura 6. Relagdo entre as prevaléncias modeladas e observadas

observados/reportados. No entanto, nos meses subsequentes, os
valores preditos foram equivalentes aos reportados, sobretudo
quando os intervalos de confianga foram considerados na andlise
comparativa. Esse comportamento pode estar associado a reducéo
da carga viral no esgoto, apés os 4 primeiros meses (Figura 4a).
Quanto maiores os valores da carga viral no esgoto (numerados da
equacdo 1), maior serd o erro associado ao modelo de estimativa
de prevaléncia.* Houve uma variacdo de 1 a 2 logs entre o inicio e
apods 4 meses de monitoramento.

Esses resultados vao de encontro com outros resultados ji
relatados pela literatura cientifica, reportados para amostras de
esgoto sanitdrio de regides diferentes da regido estudada aqui. Em
Massachusetts — EUA, Wu e colaboradores? estimaram valores de
prevaléncia entre 0,1 e 5%, muito superiores aos valores observados
na regido a partir dos dados clinicos (aproximadamente 0,026%).
Na regido do ABC Paulista, em Sdo Paulo, Claro et al.'s também
obtiveram valores preditos cerca de 10 vezes superiores aos
observados, para amostras de esgoto coletadas entre junho de 2020
e abril de 2021.

Incertezas e limitacoes

A amostragem para aplicacdes em WBE oferece desafios
espaciais e temporais que devem ser considerados para que os
resultados obtidos sejam representativos da populag¢@o em estudo. Por
exemplo, as diferengas entre os sistemas de dguas residuais urbanas e
rurais devem ser consideradas uma vez que sistemas de esgoto urbano
podem fornecer amostras mais representativas da comunidade do que
os sistemas rurais. Outro aspecto relevante € o tempo de amostragem,
que deve considerar pardmetros como os reservatorios ambientais,
locais onde o virus € mais facilmente transportado e transmitido, o
tamanho da drea de captagdo e a possibilidade de mudangas diurnas
no influxo e/ou taxas de detecco viral.**%

Uma vez que o RNA viral € liberado pelos individuos infectados,
ele entra na rede de esgoto e se mistura com o restante das dguas
residuais. Basicamente, o fator de diluicdo pode ser determinado
assumindo uma mistura completa e homogénea do RNA viral liberado
por todos os individuos em um dia e a vazdo didria de esgoto que
geralmente € obtida do operador da rede de esgoto. Mas, na prtica, o
processo de mistura e dilui¢a@o € significativamente influenciado pela
vazdo diurna desigual das dguas residuais e pelo tempo de descarga
do vaso sanitdrio. Portanto, entre os muitos aspectos importantes a
serem considerados destaca-se a amostragem realizada com o auxilio
de amostradores automaticos, que podem sdo programados para
realizar amostragens compostas durante um periodo representativo,
por exemplo, 24 h usando um amostrador proporcional ao fluxo.
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Embora os amostradores automaticos fornecam confiabilidade e
seguranga, as unidades refrigeradas necessdrias para prevenir a
degradacido viral sdo caras, muitos destes ainda sdo importados e
o valor tende a inviabilizar a sua aquisicdo em alguns locais. Por
isso, em muitas situagdes, a amostragem composta realizada sem o
amostrador automatico pode representar a abordagem mais pratica,
apropriada e acessivel.3%

Outra fonte de incerteza a ser destacada € a qualidade do RNA
viral. A extra¢@o e concentracdo de amostras de efluentes geralmente
contém diversos inibidores de PCR, incluindo gorduras, proteinas e
substancias himicas, que interferem na reagdo de PCR. No entanto,
para virus de RNA, como SARS-CoV-2, a RT-qPCR ainda € o
método padrdo ouro para obter dados quantitativos confidveis. Em
alguns casos, esses inibidores podem ser minimizados diluindo as
amostras de RNA 3%

Conforme recomendado pelo Centro de Controle e Prevencao
de Doengas dos Estados Unidos,* as estimativas de prevaléncia nao
devem ser utilizadas de forma isolada para subsidiar as tomadas de
decisdo, uma vez que ainda existem muitas incertezas nos calculos.
A carga viral excretada por um individuo infectado através das fezes
(denominador da equag@o 1) pode variar em até 5 logs.””** Os valores
de [ (carga viral excretada nas fezes) utilizadas neste estudo foram
os mesmos utilizados por Kitajima et al.!! entre 5,79 e 8,11 log10
copias do genoma g fezes™. No entanto, essa faixa de variacdo pode
ser ainda maior, entre 2,56 e 7,67 log 10 cépias do genoma g fezes™.%®

Outra limitag@o € que o modelo utilizado considera a liberacdo
do RNA viral apenas pelas fezes. No entanto, estudos recentes
mostram outras vias importantes de contribui¢do, como o escarro,
produzido pela expectoragdo. Como o SARS-CoV-2 € um virus
respiratdrio infeccioso, é detectado principalmente em amostras do
trato respiratério (70 a 100%). De acordo com Li et al.,* a liberac@o
de escarro nos esgotos pode aumentar as concentra¢des de fragmentos
de RNA do SARS-CoV-2 em amostras de esgoto em até 70 vezes.
No entanto, essa fonte ainda ndo tem sido considerada em estudos
com modelagem de prevaléncia.

O esgoto sanitdrio € uma matriz complexa, que fornece muitas
informagdes sobre os hdbitos e caracteristicas de uma populagdo,
apresentando variada composicio bioldgica (associada a dejetos
humanos, de animais de estimacdo, de animais sinantrépicos, entre
outros), além de compostos quimicos (organicos e inorganicos)
oriundos de residéncias e efluentes industriais.'>* Outras varidveis
relevantes que devem ser consideradas sio as condi¢des ambientais,
principalmente a temperatura em paises de clima quente. A riqueza
de constituintes quimicos e bioldgicos presentes na matriz, aliada a
processos intempéricos (temperatura e radiacdo solar), corroboram
para degradacio e, portanto, decaimento da carga viral em amostras
de esgoto sanitdrio. Além disso, os estudos podem ser conflitantes
no que se refere a como ocorre a eliminacdo do virus através de um
individuo infectado. Alguns estudos apontam que apenas 60-70%
dos individuos infectados excretam RNA de SARS-CoV-2. Outros
estudos mostraram que mesmo portadores assintomdticos e ndo
diagnosticados também excretam o RNA de SARS-CoV-2. Também
nao hd um consenso em qual a concentragdo viral excretada pelos
individuos infectados.??*! Além disso, a carga viral quantificada nas
amostras de dguas residuais € funcido dos métodos de amostragem,
pré-concentragdo, extragdo e quantificacio do RNA viral adotados
por cada grupo de pesquisa, e por consequéncia, das incertezas desses
métodos utilizados. Diante dessa realidade, as comparagdes absolutas
entre a prevaléncia observada de COVID-19 e as concentracdes de
RNA SARS-CoV-2 em dguas residuais sdo complexas. Todavia,
por mais que seja reconhecidamente inexata devido a grandes
incertezas associadas, a prevaléncia estimada pode fornecer um
direcionamento e, portanto, ser utilizada como ferramenta de
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vigilancia epidemiolégica e combate a pandemia da COVID-19,
considerando as suas limitacdes.

CONCLUSOES

A epidemiologia baseada no esgoto (WBE) ¢ uma importante
ferramenta que pode auxiliar no combate ao avango da pandemia da
COVID-19, uma vez que fornece informacdes essenciais sobre o nivel
de infec¢do da populagdo analisada mais préxima do real, ao considerar
0s casos totais (sintomdticos, pré-sintomdticos e assintomdticos).
Além disso, a antecipag@o dos casos clinicos fornece em tempo habil,
a possibilidade de tomada de decisdes de politicas publicas. Dessa
forma, a WBE torna-se especialmente ttil em paises com recursos
escassos, que nao possuem viabilidade de realizar testagens em massa
periodicamente, uma vez que, na WBE, com poucos testes tem-se
importantes dados da situagdo infeciosa da populacao.

As informacdes obtidas neste estudo possibilitam a criagdo de
um sistema de alerta precoce permitindo as autoridades responsaveis
antecipacdo nas medidas de enfrentamento dos surtos virais.
Contudo, ainda que os resultados apresentados neste trabalho
sejam consistentes, € preciso cuidado ao analisd-los considerando a
complexidade da matriz em questdo, o esgoto sanitdrio, bem como os
erros e incertezas dos métodos utilizados nas etapas de amostragem,
pré-concentragio, extracao e quantificagdo do RNA. Mesmo levando
em consideragdo as incertezas associadas, a prevaléncia estimada
fornecer um direcionamento e por isso, portanto ¢ uma ferramenta
de vigilancia epidemiolégica e combate a pandemia da COVID-19.

Ao analisar semanalmente as dguas residuais de esgoto sanitdrio
no municipio de Goiania, detectamos em 83,78% (31/37) das semanas
a presenga de fragmentos do material genético do SARS-CoV-2 e,
observou-se uma tendéncia preferencial de amplificacio da regido do
nucleocapsideo viral de acordo com a semana epidemioldgica, que
condiz com a incidéncia de variantes no municipio. Quantitativamente,
a carga viral variou de 10" a 10'® c6pias do genoma/dia, com excegdo
das semanas 42, 43, 46, 47, 48 e 50, em que ndo foi detectado a
presenca de RNA de SARS-CoV-2 no esgoto. Ademais, a estimativa
de prevaléncia realizada indicou boa concordancia entre os dados
preditos e observados. Os valores estimados pelo modelo sdo até 10
vezes superiores aos valores observados.

Através do monitoramento epidemiolégico, os niveis de carga
viral de SARS-CoV-2 no esgoto sanitdrio de Goiania vem sendo
disponibilizados gratuitamente por meio de boletins epidemioldgicos
publicados na pagina do MCTI desde 5 de maio de 2021. Esses dados
fornecem a populagio e, principalmente, aos gestores publicos, uma
ferramenta a mais de combate ao avanco da pandemia e, dessa forma,
corroboram ativamente para satide coletiva.
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