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RESUMO

A pandemia de COVID-19 foi responsavel por grandes impactos que ndo apenas mudaram o cotidiano da
populagdo mundial, mas também proporcionou grandes avancos em diferentes areas da ciéncia. Alguns fatores
como o colapso dos sistemas de salide em diversos paises e 0 acesso restrito a testes clinicos, especialmente
em paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos, estimularam a busca por ferramentas alternativas que
permitiam obter informacgdes em tempo real e em nivel de populagdo a respeito da disseminacgdo dos casos de
COVID-19, como a epidemiologia baseada nos esgotos. Nesse estudo, a epidemiologia baseada no esgoto foi
utilizada como uma ferramenta para o monitoramento espaco-temporal da pandemia de COVID-19 em
Curitiba-PR. Os resultados obtidos sugerem que a presente ferramenta permite realizar um efetivo
acompanhamento espacial dos casos de COVID-19 utilizando a rede de esgotamento sanitario, indicando que
a regido da ETE-03 pode ser uma regido de alta vulnerabilidade. Contudo, destaca-se a caracteristica mais
concentrada do esgoto nessa regido, o que pode ser atribuido a uma rede menor e mais integra. Além disso, 0s
resultados evidenciam uma alta correlacdo entre as informacfes obtidas a partir do esgoto e diversos
indicadores clinicos, incluindo os casos de COVID-19, o nimero de testes realizados e a positividade dos
testes. Desta forma, 0 aumento na carga de RNA viral nos esgotos ndo esta apenas associado ao maior nimero
de novos casos de COVID-19, mas também a maior busca por teste e uma maior taxa de testes positivos.

PALAVRAS-CHAVE: Pandemia, COVID-19, Informacges em Tempo Real, Monitoramento Espacial.

INTRODUGAO

Nos ultimos anos, a epidemiologia baseada nos esgotos (Wastewater-based Epidemiology, WBE) foi aplicada
em pesquisas epidemiolégicas e perspectivas politicas para prover informacdes sobre o uso de tabaco, alcool,
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drogas ilicitas e produtos farmacéuticos controlados. Entretanto, a pandemia de COVID-19 renovou o
interesse por essa ferramenta a fim de obter informagdes em tempo real e em nivel de populagdo utilizando a
rede de esgotamento sanitario (ERICKSON et al., 2021).

Causada por um novo tipo de coronavirus (SARS-CoV-2) e responsavel por uma sindrome respiratoria aguda
grave, a pandemia de COVID-19 imp0s grandes desafios para toda populagdo mundial. A rapida disseminagdo
dos casos de COVID-19 foi responsavel pelo colapso de sistemas de salde em diversos paises, incluindo o
Brasil. Assim, diversas ferramentas epidemioldgicas foram extensivamente investigadas e aplicadas para
complementar informacdes e dar suporte a processos de tomada decisdo pelo setor de satde publica, incluindo
a WBE. Neste sentido, uma vez que tracos do RNA viral do SARS-CoV-2 estdo presente em excrecBes
humanas, a WBE foi implementada e consolidada em diversas cidades ao redor do mundo (AGRAWAL et al.,
2021; CARRILLO-REYES; BARRAGAN-TRINIDAD; BUITRON, 2021; CLARO et al., 2021; MOTA et al.,
2021; WEIDHAAS et al., 2021).

No Brasil, 0 monitoramento de COVID-19 nos esgotos em Curitiba comegou em marg¢o de 2021 a partir de um
monitoramento piloto realizado em Belo Horizonte-MG, que deu origem a Rede Monitoramento COVID
Esgotos  (etes-sustentaveis.org/rede-monitoramento-covid-esgotos/), composta por instituicdes de seis
diferentes capitais de estado (Curitiba, Belo Horizonte, Rio de Janeiro, Brasilia, Recife e Fortaleza). Curitiba é
a capital do estado do Parana e a maior cidade do sul do Brasil, com aproximadamente 1.948.626 habitantes.
O municipio possui uma das maiores coberturas de saneamento basico do pais, sendo aproximadamente 96%
do municipio atendido com coleta e tratamento de esgoto (SNIS, 2021). A partir do sistema de esgotamento
sanitario, o municipio pode ser divido em cinco macrorregides atendidas por cinco diferentes Estacdes de
Tratamento de Esgoto (ETESs), que também recebem o esgoto sanitario gerado em parte dos municipios da
regido metropolitana de Curitiba (RMC). A divisdo do municipio em macrorregibes permite que a
disseminacdo de COVID-19 seja monitorada a partir dos esgotos do ponto de vista espacial e temporal.

O objetivo deste estudo foi apresentar a distribuicdo espaco-temporal da concentracdo do virus SARS-CoV-2
nos esgotos de Curitiba ao longo de 22 meses de monitoramento, entre mar¢o de 2021 e dezembro de 2022.

MATERIAIS E METODOS

Pontos de amostragem, periodo e frequéncia

Os pontos de amostragem foram as entradas das ETEs em Curitiba, onde as amostras de esgoto bruto foram
coletadas conforme procedimento padronizado pela Rede Covid Esgotos na Nota Técnica n° 01
(Monitoramento Covid Esgotos, 2020). As amostragens nas ETEs foram realizadas semanalmente no periodo
da manha e de forma composta no periodo das 08h00 as 12h00, totalizando quatro horas de amostragem e
utilizando dispositivos automaticos. Durante e apds o periodo de amostragem, as amostras foram mantidas
refrigeradas a 4 °C e transportadas para os laboratorios do Departamento de Hidraulica e Saneamento e do
Departamento de Patologia Bésica da Universidade Federal do Parana (UFPR) para as analises de parametros
fisico-quimicos e extracdo e quantificacdo do RNA do SARS-CoV-2, respectivamente.

Extracdo e quantificagdo do SARS-CoV-2

A extracdo e quantificacdo do RNA viral foi realizada conforme metodologia descrita por Mota et al. (2021), a
qual foi adaptada de Symonds et al. (2014) e de Ahmed et al. (2015). O método de extracdo consistiu na
filtragem de uma aliquota das amostras através de uma membrana eletronegativa com porosidade de 0,45 um
utilizando um sistema de filtracdo & vé&cuo. Posteriormente, o material genético retido na membrana foi
extraido utilizando o kit de extracdo AllPrep PowerViral DNA/RNA (Qiagen Inc.), conforme instrucdes
recomendadas pelo fabricante. Ap6s a extracdo, a quantificacdo do RNA viral foi realizada utilizando o teste
US-CDC (2019) para o marcador N1 e um marcador de RNAse P para controle em RT-gPCR (Quantstudio 5
real-time PCR, Applied Biosystems). A curva de calibragdo do marcador N1 foi construida utilizando o
plasmideo IDT 2019-nCoV_N. A concentragdo de RNA do virus SARS-CoV-2 no esgoto (Cezgors,
cépias/mL) foi, portanto, obtida conforme a Equacéo 1:

—y ¥z
cesgnm =X ,.r_l equacéo (1)
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onde X é a concentracdo viral na solucdo de extracdo; V1 é o volume de esgoto filtrado até saturacdo da
membrana; e V2 é o volume da solugdo de extragéo.

Compilagéo dos dados clinicos

Os dados clinicos sobre a pandemia de COVID-19 em Curitiba-PR foram obtidos do Painel COVID-19
Curitiba (https://coronavirus.curitiba.pr.gov.br/), divulgado pela Secretaria Municipal da Sal(de. As

informacdes utilizadas foram: novos casos diarios, casos ativos, nimero de leitos hospitalares ocupados e
niveis de isolamento social.

RESULTADOS OBTIDOS
Visdo geral da pandemia de COVID-19 em Curitiba-PR

No inicio do monitoramento (marco de 2021), foram reportados aproximadamente 33 mil novos casos por
més, com uma diminuicio gradual até dezembro de 2021. Contudo, em janeiro de 2022 0s novos casos de
COVID-19 aumentaram abruptamente, diminuindo progressivamente até abril de 2022. Tal comportamento
foi observado também em outros dois momentos do mesmo ano. A Figura 1 mostra 0 nimero de testes
realizados, os novos casos reportados e a positividade dos testes, isto é, a quantidade de testes positivos com
relagdo ao nimero total de testes realizados mensalmente entre margo de 2021 e dezembro de 2022.
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Figura 1: Compilado mensal do total de testes realizados, do nimero de casos reportados e da
positividade dos testes conforme reportado pela Secretaria Municipal da Satde de Curitiba-PR.

Distribuicdo espaco-temporal da concentracéo viral nos esgotos

As analises qualitativas da distribuicdo espaco-temporal da concentracdo de RNA viral nos esgotos foram
conduzidas utilizando mapas de calor, que tinham o objetivo de reportar informacdes periodicamente. As
escalas dos mapas seguiram um padrdo utilizado na Rede Monitoramento Covid Esgoto, incluindo as faixas:
(i) ndo detectado, quando o material genético do virus ndo foi encontrado nas amostras; (ii) baixa, quando as
concentragdes virais estavam entre 1 e 4.000 copias por litro; (iii) moderada, entre 4.001 e 25.000 cépias por
litro; e (iv) alta, superiores a 25.000 copias por litro. Assim, a distribui¢do espaco-temporal da concentracéo
viral nos esgotos em Curitiba durante todo o periodo de monitoramento é apresentada na Figura 2. As
caracteristicas das macrorregides, incluindo as areas de contribui¢do no municipio de Curitiba, estimativas da
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populacdo contribuinte, concentracdes de nitrogénio amoniacal (N-NHs) no esgoto, vazdes de esgoto afluente
as ETEs e soma das concentrages de RNA viral, foram sumarizadas na Tabela 1.

LEGENDA N
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Figura 2: Distribuigdo espaco-temporal das concentragdes mensais médias de RNA viral nos esgotos
afluentes as ETEs de Curitiba-PR.
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Tabela 1: Abrangéncia das ETESs e parametros fisico-quimicos dos esgotos em Curitiba-PR.

Pontos Area? Populacdo N-NH;¢ Vazao® > conc. viral
(km?) (10%) (mg/L) (L/s) (108 copias/L)
ETE-01 50,75 205 45+15 1285+327 1,74
(970)° (11-71) (572-1821)
ETE-02 95,95 387 47+15 1218+213 1,90
(923)° (17-94) (718-2083)
ETE-03 35,89 286 85+26 335198 5,55
(16-154) (165-586)
ETE-04 80,44 322 58+19 575+151 3,13
(481)° (16-95) (345-942)
ETE-05 62,13 277 48114 490455 3,46
(14-78) (400-652)

2 Considerando somente a area de cobertura em Curitiba-PR.
® Populagdo contribuindo total, incluindo RMC.
¢ Valores de concentracdo media, desvio padrdo, minima e maxima.

ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os resultados indicaram que maio e junho foram os meses com as maiores concentracfes de RNA viral em
2021, enquanto janeiro, fevereiro, maio e dezembro foram os mais criticos em 2022. Por outro lado, outubro e
novembro de 2021 foram os meses com as menores concentragdes em todo o periodo de monitoramento. Tais
resultados estdo coerentes com os dados clinicos obtidos a partir do Painel COVID-19 Curitiba (Figura 3).
Observa-se que as concentracfes de RNA viral no esgoto estdo diretamente associadas a maior procura por
testes (R = 0,830) e ao numero de casos de COVID-19 reportados (R = 0,897). Além disso, a positividade dos
testes também aumentou quando as concentra¢des virais no esgoto foram maiores (R = 0,859), em que pese
tais correlagfes poderiam ter sido negativamente influenciadas por fatores como 0s casos assintomaticos e
sintomas brandos com baixa procura por testes, bem como pelo uso de autoteste.
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Figura 3: Relacao entre a soma das concentracdo médias mensais de RNA viral nos esgotos afluentes as
ETEs e os dados clinicos reportados pela Secretaria Municipal da Saude de Curitiba-PR.

Somando todas as concentragBes de RNA viral por regido, a ETE-03 apresentou a maior concentracéo,
sugerindo ser uma regido com alta vulnerabilidade. Contudo, pondera-se que €é importante levar em
consideracao as particularidades das ETES, como a area de contribuicdo e integridade da rede de esgotamento
sanitario. De acordo com a populacdo atendida e as vazdes afluentes, as duas maiores ETESs de Curitiba sdo as
ETEs 01 e 02. Entretanto, as contribuicdes de Curitiba correspondem apenas a cerca de 20% e 40% do esgoto
afluente a essas ETES, respectivamente. O restante do esgoto é proveniente da RMC. Por outro lado, a ETE-03
€ amenor ETE do municipio, atende exclusivamente Curitiba e apresenta a menor area de contribuigao.
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Neste sentido, os resultados sugerem que o esgoto afluente a ETE-03 possui caracteristica mais concentrada
em relagdo as demais, conforme concentracdes elevadas de N-NH3 (Tabela 1), o que pode ser atribuido a uma
rede de esgotamento mais recente e integra. Além disso, a regido ETE-03 possui a menor area de contribuigdo,
0 que diminui o tempo de residéncia do esgoto na rede. Por outro lado, as redes de esgotamento das ETEs 01 e
02 sdo muito extensas, principalmente por incluirem municipios da RMC, o que pode resultar na degradacdo
parcial do material genético e, consequentemente, na menor concentragdo de RNA viral afluente, apesar do
grande adensamento populacional dessas regides. A degradacdo do material genético em redes de esgotamento
é reportada como um fator de influéncia que requer avaliacdo cuidadosa em trabalhos de WBE (WADE et al.,
2022).

CONCLUSOES

A andlise qualitativa utilizando mapas de calor foi uma importante ferramenta para identificar a distribuicéo
espaco-temporal da concentracdo de RNA do virus SARS-CoV-2 nos esgotos de Curitiba-PR, tendo indicado
areas criticas com elevado nimero de pessoas infectadas pela COVID-19. A divulgagdo semanal dos mapas de
calor contendo informagfes facilmente interpretdvel pela populacdo pode contribuir para ampliar o
conhecimento desta acerca da pandemia, bem como poderia ser utilizada pelos tomadores de decisdo no
planejamento de a¢Bes de combate a disseminacéo do virus SARS-CoV-2 de forma regionalizada. Entretanto,
diversos fatores podem influenciar a andlise e interpretacdo dos resultados da concentracdo viral, como o
tamanho da rede, sua integridade e fatores externos, como a diluicdo de &guas pluviais em periodos chuvosos.
Portanto, é fundamental o acompanhamento de parametros fisico-quimicos do esgoto, como a vazdo e o
nitrogénio amoniacal, para melhor compreensdo dos resultados.
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