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RESUMO

A pandemia do SARS-COV-2 trouxe um impacto significativo no sistema de salde, acarretando mais de 380
milhdes de casos e cinco milhdes de mortes no mundo em um curto periodo. Adicionalmente, o surgimento de
variantes de preocupacdo do virus (VOC) representa um risco para a salde publica. Neste contexto, o
monitoramento da evolugdo genética do SARS-CoV-2 por sequenciamento de nova geracdo (NGS) tem
permitido o planejamento de medidas de contencdo do patgeno. A vigilancia epidemioldgica baseada no uso
do NGS em amostras de esgotos se revela uma metodologia robusta para examinar a expansao do virus em
centros urbanos, além de permitir a deteccdo de mdltiplas variantes simultaneamente, e até mesmo a
quantificacdo relativa das VOCs em circulagdo, o que pode auxiliar na efetividade das agdes governamentais
em saulde publica. Neste contexto, o objetivo principal do projeto é obter sequéncias do SARS-CoV-2 para
avaliar a circulagdo do virus e a chegada precoce de VOCs no esgoto de Curitiba e regido metropolitana. Para
isto diferentes estratégias de sequenciamento foram adotadas para identificar e quantificar as variantes do
SARS-COV-2 em amostras obtidas no projeto em desenvolvimento pela Rede Covid Esgoto
(https://www.gov.br/ana/pt-br/assuntos/acontece-na-ana/monitoramento-covid-esgotos). O desenvolvimento
deste projeto inferiu dados para avaliacdo epidemioldgica da doenga Covid-19 em Curitiba e regido
metropolitana, contribuindo na elucidacéo da circulacdo do virus e deteccdo de novas VOCs.

PALAVRAS-CHAVE: SARS-CoV-2, COVID-19, esgoto, guas residuais, Curitiba.
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INTRODUCAO

Desde a identificacdo do SARS-CoV-2 em 2019, mais de 630 milhdes de casos e 6,6 milhdes de mortes foram
notificados durante o periodo de pandemia (OMS, 2022). Atualmente, o surgimento de variantes de
preocupacao (VOC) do virus ainda representa um risco para a salde publica. No final de 2021 a VOC
Omicron e suas subvariantes ganharam relevancia devido a alta transmissibilidade apresentada (OMS, 2022).
Neste contexto, 0 monitoramento da evolugdo genética do SARS-CoV-2 por sequenciamento de nova geragdo
(NGS) tem permitido o planejamento de medidas de contencéo do patdgeno. Com mais de 680 mil 6bitos no
pais, existe uma urgéncia na producéo de informag@es para auxiliar medidas de contencdo da doenca. Uma vez
que o virus pode ser excretado nas fezes, tem sido demonstrado que a quantificacdo da carga viral em esgotos
¢ diretamente proporcional ao nimero de pessoas infectadas em datas subsequentes (Ahmed et al., 2020,
Medema et al., 2020; Gerrity et al. 2021; Boletim Rede Covid-Esgotos-www.gov.br/ana/pt-br). Além disso,
com auxilios de dados oriundos do esgoto tem sido possivel identificar e quantificar outras doencas
emergentes/ re-emergentes, como Variola M (de Jonge et a., 2022), Sarampo (Benschop et al., 2017),
Poliomoelite (Troy et al., 2011) e Enterovirus E68 (McAllister et a., 2015) que podem entrar na lista de
preocupacdo das Secretarias de Salde locais e até mesmo da OMS.

Neste contexto, a vigilancia epidemioldgica baseada nos esgotos se mostrou eficaz para examinar a expansdo
de doencas em centros urbanos, o que pode subsidiar as a¢cbes em salde publica. No Parana mais de 2,7
milhdes de infeccBes e mais de 45 mil mortes foram notificadas até novembro de 2022 (SSE/PR, 2022).
Embora esses numeros representem aproximadamente 7,86% dos casos registrados no Brasil, apenas pouco
mais de 12 mil genomas foram produzidos e depositados no GISAID (gisaid.org). Tais dados demonstram a
necessidade urgente do estabelecimento de ferramentas adicionais para ampliar a capacidade do
monitoramento epidemioldgico da doenga. O sequenciamento completo do genoma das amostras humanas,
considerado padrdo-ouro para identificar as variantes apresenta, além do alto custo, dificuldades amostrais,
que podem ser contornados por meio da utilizagdo de amostras ambientais, como as de esgoto possibilitando
detectar e quantificar multiplas variantes simultaneamente de forma randomizada (Kampf et al., 2020;
Medema et al., 2020).

OBJETIVOS

Neste contexto, o objetivo deste trabalho tem sido desenvolver o monitoramento em tempo real da circulacdo
de virus de interesse clinico em &guas residuais de Curitiba e regido metropolitana, em parceria com a
Companhia de Saneamento do Parana (SANEPAR) e Rede Covid Esgotos (www.gov.br/ana/pt-br).
Adicionalmente, vem sendo realizado o sequenciamento de nova geracgéo das amostras de material genético do
virus SARS-CoV?2 obtidas a partir de esgoto da regido em estudo.

O conhecimento sobre presenca dos diferentes agentes virais analisados (SARS-CoV2, Sarampo, Poliomielite,
Variola M e enterovirus E68) sera utilizado na prospeccédo sobre a origem e/ou existéncia de reservatérios ndo
humanos dos virus em estudo, em conformidade com as diretrizes da ODS (odsbrasil.gov.br), visando o
desenvolvimento de uma ferramenta adicional e robusta para 0 monitoramento de recursos hidricos.

METODOLOGIA UTILIZADA

A partir amostras de aguas residuais obtidas através da SANEPAR e conjunto, com amostras gentilmente
cedidas pelo Projeto Rede Covid Esgotos, tém sido realizadas quantificagdes da carga viral de virus de
interesse clinico tais como SARS-CoV2 e outros agentes emergentes e reemergentes em circulagdo em
Curitiba e regido Metropolitana utilizando a técnica de gPCR. Para isto, tem sido aplicado marcadores
especificos tais como P1, P2 e P3 (Troy et al., 2011), N1 (Benschop et al., 2017), G2R (de Jonge et al., 2022) e
D68 (McAllister et al., 2015) para virus causadores de doencas emergentes/reemergentes em circulacdo na
regido estudada.

Além disso, com objetivo de identificar as linhagens de SARS-CoV2 que circularam em Curitiba e regido
Metropolitana durante o periodo da pandemia, foram adotadas metodologias de sequenciamento de nova
geracao nas plataformas Illumina e Nanopore com protocolos especificos para detec¢do das variantes e
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sequenciamento genémico dessas linhagens. Tais dados tém sido aplicados para elucidacdo da epidemiologia
da doenca (Karthikeyan et al., 2022).

RESULTADOS OBTIDOS OU ESPERADOS

Com auxilio das plataformas de sequenciamento de nova geracdo tem sido identificadas as linhagens de
SARS-CoV2, inclusive as VOCs, em circulagdo durante a pandemia na regido da grande Curitiba. A partir
destes resultados, um método de modelagem e processamento de dados vem sendo desenvolvido visando
elucidagdo da circulagdo do SARS-CoV-2 durante o periodo da pandemia, em que houve coleta de dados pela
Rede Covid Esgotos, e do acompanhamento de novas variantes do virus por meio de sequenciamento
(resultados ainda em andamento). Esta metodologia também vem sendo empregada para outros agentes virais,
promovendo a ampliacio da capacidade de monitoramento epidemioldgico de doengas infecciosas a partir do
esgoto. Em amostra de 25 de outubro de 2022, além de alta propor¢do das variantes BA.5* previamente
relatadas em amostras clinicas, foram realizados os primeiros registros para a regido da linhagem BQ.1,
atualmente dominante no Brasil, além da presenca das linhagens XBB.1 e outras. Além disso, foi confirmada a
deteccdo por qPCR de Variola M, Sarampo, enterovirus E68 e Poliomielite em amostras de novembro de
2022. Dentro deste contexto, a partir do dados encontrados durante o monitoramento extensivo realizado para
0 virus SARS-CoV2 (Rede Covid Esgotos) sera possivel estabelecer uma ferramenta robusta que podera ser
aplicada na prospeccédo de outras doengas infecciosas emergentes/reemergentes, fornecendo subsidios para as
autoridades no estabelecimento de a¢des visando o controle de doencas, visando 0 monitoramento de recursos
hidricos em conformidade com as diretrizes da ODS (Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel:
https://odsbrasil.gov.br).

Os resultados de sequenciamento de amostras previamente obtidas pela Rede Covid Esgotos sugerem que em
outubro de 2022 a variante Omicron BA.5.2.1 foi a variante predominante em circulagio nas aguas residuais
de Curitiba, seguida da linhagem Omicron BA.5.1, BA.5 e outras linhagens em menor prevaléncia (Figura 1).
Além dos resultados obtidos até aqui, foi possivel amplificar outros patdgenos que estes estdo em circulagao
na populacdo de Curitiba em niveis detectdveis em amostras de aguas residuais da regido. E assim, espera-se
que com o0 avanco das analises seja possivel fornecer base de dados fundamentais para entender a dindmica
passada, presente e futura da circulacdo do Sars-CoV2 na regido de Curitiba/PR, bem como a circulacdo de
outros patdgenos de interesse em salde publica.

Prevaléncia das Variantes

N BAS.2.1 BA.5.1.22 lm B.1.1.208 AY.116
BA.5.1 s BQ.1.1 B.1.1.25 BQ.1.22
BA.5 BE.1.1 AY.6 BA.5.1.15
BF.14 Bm BA.5.3 BA.5.1.16 Imw B.1.1.118
I XBB.1 BN.3.1 W BF.2
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Figura 1: PREVALENCIA DAS VARIANTES DE SARS-CoV2 EM CIRCULAGAO NAS AGUAS
RESIDUAIS DE CURITIBA/PR EM OUTUBRO/2022, com base em sequenciamento genético a partir da
plataforma Illumina.
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CONCLUSOES/RECOMENDAGCOES

Os resultados apresentados até entdo sugerem que apesar da dominancia em circulacdo das variantes Omicron
outras linhagens ainda estéo circulando na populacdo local. Da mesma forma, por meio de rtPCR foi possivel
identificar a presenca de outros patégenos de interesse em sadde publica, tais como Variola M, Sarampo,
Poliomielite e Enterovirus E68. Além disso, com os resultados esperados sera possivel criar uma rede de
vigilancia epidemioldgica baseada em andlises das aguas residuais de Curitiba e Regido Metropolitana
possibilitando a identificacdo de patdgenos emergentes ou reemergentes ainda com baixa ocorréncia na
populacdo, auxiliando o monitoramento epidemiologico e fomentando politicas de sadde publica e auxiliando
no controle de doencas.
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