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RESUMO

A epidemiologia baseada em esgoto constitui uma abordagem populacional, estratégica como
sistema de alerta para 0 aumento da incidéncia da COVID-19. Entretanto, ainda ha desafios em sua adocéo
no contexto da vigilancia em salde, especialmente nos territorios sem sistema de esgotamento sanitario. O
presente estudo objetiva 0 monitoramento de SARS-CoV-2 (SC2) em aguas residuais da Sub-Bacia do
Canal do Cunha (SBCC), RJ - area com o maior nimero de aglomerados subnormais do municipio. Trata-
se de estudo transversal, compreendendo 6 pontos da SBCC (N=228), coletadas de agosto de 2020 a
fevereiro de 2023. A concentracgdo viral foi realizada por filtragdo em membrana eletronegativa, seguida de
extracdo direta (kit AllPrep Power Viral DNA/RNA, Qiagen). O SC2 (N1) e a inferéncia de Variantes de
Preocupagdo (VOCSs) foram determinados por RT-PCR em tempo real utilizando kits produzidos por Bio-
manguinhos. O RNA viral foi detectado em 76.0% das amostras ambientais, compativel com o cenario
epidemiologico. Nos territorios estudados, o aumento da concentragdo viral em amostras ambientais
sistematicamente precedeu em 1-2 semanas 0 aumento na incidéncia de casos de COVID-19, bem como a
introducdo de novas VOCs. Os achados evidenciam que, nas areas com saneamento precario ou ausente, o
monitoramento de SC2 em rios poluidos consiste em estratégia viavel para a vigilancia. Ainda, os achados
em tela reiteram a relevancia da vigilancia ambiental enquanto sistema de alerta precoce, contribuindo para
com a orientacdo de ac¢Bes voltadas ao enfrentamento de surtos e epidemias.

Palavras-chave: COVID-19. SARS-CoV-2. Vigilancia ambiental. Variantes virais de
interesse/preocupacao

ABSTRACT

The epidemiology based on wastewater constitute a population approach, strategy used as an alert system
for COVID-19 increase incidence. Nevertheless, still have challenges to embrace it in the context of health
surveillance, especially in territories where it doesn’t have sewage system. The objective of the
following study is monitoring SARS-CoV-2 (SC2) in wastewater from Canal do Cunha sub-basin (CCSB),
Rio de Janeiro, area with most number of subnormal clusters. It is a transversal study with 6 sampling
locations from CCSB (N=234), the samples were collected from august 2020 until February 2023. The viral
concentration was realized on filtration electronegative membranes, following straight extraction (kit
AllPrep Power Viral DNA/RNA, Qiagen). The SC2 (N1) and the inference of concern variants were
(VOCs) determined by real time RT-PCR using kits produced by Bio-manguinhos. The viral RNA was
detected on 76.0% of the environmental samples, compatible with the epidemiological scenario. In the
studied territory, the increase viral concentration systematically precedes in 1-2 weeks the increase in
reported COVID-19 cases and aligned to the introduction of new viral variants. Since wastewater
monitoring consist on a valuable alert system, this course would add relevant knowledge on complementary
analysis in the environmental context and geographical/temporal dispersion of SARS-CoV-2 VOCs, in
order to tailor public health interventions

Keywords: COVID-19. SARS-CoV-2. Environmental surveillance. Variants of Concern
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1. INTRODUCAO
O SARS-CoV-2, agente etiologico responsavel pela pandemia corona virus 2019

(COVID-19), e um virus envelopado de RNA fita simples positivo pertencente a familia
Coronaviridae e género Betacoronavirus. Apés a identificagdo dos primeiros casos de
Wuhan em dezembro de 2019 (WU et al., 2020; ZHOU et al., 2020) o virus se disseminou
globalmente em poucos meses (CARROLL et al., 2021). O cenario epidemioldgico varia
entre diferentes paises, segundo a fase epidémica, a emergéncia de novas variantes virais
e medidas de intervencdo (KOELLE et al., 2022). Até o dia 08 de novembro de 2023,
771.820.175 de casos e 6.978.175 de Obitos foram reportados. No Brasil, foram mais de
38 milhGes de casos e 707 mil 6bitos cumulativos, com taxas de incidéncia e mortalidade
por 100 mil habitantes da ordem de 18093,2 e 333,2, respectivamente(MINISTERIO DA
SAUDE, 2023).

O Rio de Janeiro foi um dos municipios mais afetados pela pandemia. Em 2022, foram
confirmados 757.581.594 casos e 2808 dbitos. Nos 10 meses de 2023 foram confirmados
2,877,595 casos/100mil habitantes, sendo 77,635 6bitos por 100 mil habitantes. A taxa
de incidéncia e mortalidade (por 100 mil) figuram como 16,667 e 450, sendo a taxa de
letalidade de 2.70% (SVS RIO DE JANEIRO, 2023)

Desde o inicio da pandemia, foi possivel observar diferentes picos epidémicos (abril
de 2020, final de 2020, marco e agosto de 2021, janeiro de 2022, maio de 2022, outubro
de 2022 e marc¢o de 2023) no municipio do Rio de Janeiro. Esses picos epidémicos — que
ocasionaram picos de internac@es, estiveram principalmente associados a circulacdo da
variantes virais, Zeta, Gamma, Delta e Omicron (SECRETARIA MUNICIPAL DE
SAUDE DO RIO DE JANEIRO, 2022; FIOCRUZ, 2023). No final de 2021, o cenario
indicava o arrefecimento da epidemia com reducdo expressiva no nimero de Nnovos casos
nas Ultimas semanas epidemioldgicas. Entretanto, um novo pico foi ocasionado pela
entrada da variante Omicron, e mesmo com a vacinac¢do avancada, causou a explosdo do
namero de novos casos no Rio de Janeiro, outros estados do Brasil (Conselho nacional

de secretarios de salde, 2021) e varios paises (SONI et al., 2022).

Até novembro de 2023 foram aplicadas no municipio do Rio de Janeiro um total de
20576.413 doses da vacina, entre doses de reforco e refor¢o bivalente. Contudo, a
dindmica do cenario epidemioldgico destaca a necessidade de vigilancia sistematica,

ainda que nos periodos de redugdo de novos casos continuo e sustentado, baixa taxa de



transmissibilidade e alta cobertura vacinal, como atualmente observado no Rio de Janeiro
(SVS RIO DE JANEIRO, 2023)

O SARS-CoV-2 ¢ capaz de infectar diferentes tecidos e pode causar de infec¢cdo
assintomatica a doenca multisistémica e 6bito, com relevante impacto sobre 0s servicos
de satde (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020b; CEBAN et al., 2022). O virus
tém quatro proteinas estruturais, denominadas proteinas S, envelope (E), membrana (M)
e nucleocapsideo (N), e uma dessas proteinas estd associada a capacidade de infeccdo e
escape imunoldgico: a proteina de superficie Spike, uma glicoproteina em forma de
espicula que com afinidade substancial pela enzima conversora da angiotensina 2
(ECA2), expressa de forma abundante em células endoteliais de diversos 6rgédos e
sistemas, facilitando a infeccdo sistémica (SCHOLZ et al., 2020). Os fragmentos
denominados N1 e N2, correspondem ao gene que codifica a proteina do nucleocapsideo
viral .O virus € eliminado no excremento humano, posteriormente, despejado no
esgotamento sanitario, e quando as condicOes sdo precéarias de saneamento, 0 esgoto €
langado sem tratamento nos rios, contaminando o ambiente (YANG et al., 2023).

A epidemiologia baseada em esgoto tem sido usada com sucesso para a detecgédo
e monitoramento de patogenos virais (OMS, 2003; LA ROSA et al., 2014; PREVOST et
al., 2015; LA ROSA et al., 2020). Essa abordagem tem constituido um instrumento
estratégico, agregando informacdes sobre a circulacéo viral, incluindo pré/p6s-bloqueio
e vacinacdo. Além de precoce, a concentracdo viral em aguas residuais encontra-se
associada ao aumento da incidéncia de COVID-19. Esses estudos revelaram alta taxa de
deteccdo de RNA em diferentes matrizes, como esgoto, lodo e rios poluidos (AGUIAR-
OLIVEIRA et al., 2020; MEDEMA et al., 2020). Uma investigacdo conduzida em Quito
no Equador, evidenciou a deteccdo viral em rio urbano que recebe o langamento direto de
esgoto (GUERRERO-LATORRE et al., 2020). Achados semelhantes foram relatados na
Itdlia (RIMOLDI et al., 2020) e Australia (AHMED et al., 2020a). Esses resultados
sugerem que rios poluidos podem ser uma fonte alternativa para vigilancia ambiental —
estratégia central nos locais onde o sistema de esgotamento sanitario é precario ou

ausente, como observado em areas do Rio de Janeiro.

A sub-bacia hidrografica do Canal do Cunha (SBCC) faz parte da Bacia da Baia de
Guanabara, com éarea estimada em 70,2km2 e compreende 36 bairros e uma alta

concentracdo de aglomerados subnormais (133 comunidades e 24 loteamentos



irregulares). A SBCC recolhe &gua de nascentes e rios que cruzam &reas densamente
povoadas, o que também contribui para a contaminacéo dos rios através da descarga direta
de esgoto ndo tratado e residuos sélidos. Agravando o cendrio, parte da populagdo possui

acesso limitado a testagem para COVID-19 e outros servigos médicos de qualidade.

O presente projeto justifica-se pela necessidade de implementacdo da vigilancia
baseada em esgoto como sistema de alerta precoce em areas de vulnerabilidade
socioecondmica. Essa abordagem populacional emerge como um sistema complementar
a vigilancia baseada em casos clinicos, com potencial para auxiliar as acdes em saude

publica.

2. METODOLOGIA
2.1. Amostras ambientais

Trata-se de estudo transversal em amostras de agua superficial contaminada do Rio
de Janeiro, compreendendo 6 pontos da Sub Bacia do Canal do Cunha/RJ, coletados de
agosto de 2020 a fevereiro de 2023 (Figura 1 e 2). As coordenadas dos pontos de coleta
estdo apresentadas na Quadro 1. Para cada ponto foram coletados 600 mL de amostras
ambientais, em tubos estéril de fundo cénico de 50ml, identificados pelo ponto de coleta
segundo a coordenada geografica, nimero da coleta e data. 200 mL foram imediatamente
submetidos a concentracdo viral e 0os demais tubos foram congelados a -80°C. Todo o
procedimento foi realizado de acordo com o POP LVRS TA-001 “coleta de aguas

superficiais que recebem aguas residuais”

Figura 1. Pontos amostrais na Sub-Bacia do Canal do Cunha, Rio de Janeiro Agosto de
2020 a fevereiro de 2023.
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Figura 1.

Mapa do Brasil, do Estado do Rio de Janeiro e da sub-bacia do canal do Cunha na cidade do Rio de

Janeiro.

Figura 2. Pontos amostrais na Sub-Bacia do Canal do Cunha, Rio de Janeiro Agosto

de 2020 a fevereiro de 2023.
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Figura 2

Fotos dos seis pontos de coleta da sub-bacia do canal do Cunha na cidade do Rio de Janeiro.

Quadro 1. Coordenadas geograficas dos pontos de coleta da SBCC, Rio de Janeiro

Sigla Coordenadas Bairro Rio/Canal
P1 S 22°52°21.57 W43°18’45.5” ] .
Cavalcanti Timbd
P3 S 22°54°24.2” W43°13°52.3” ; ]
Agua Santa Faria
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P5.1 S22°55°10.6” W43°17° 01.04” )
Floresta do Lins Jacaré

P5.2 S22°54°31.4” W40°16.2° 21.6” )
Engenho de Dentro |Jacaré

Manguinhos

P8 S 22°52°45.17 W 43°14° 21~ Canal do Cunha

Manguinhos

P9 S 22°52°42.87 W 43°15°00.7” Faria Timbo

2.2. Concentracao viral

A concentracao viral nas amostras de dgua de superficie foi realizada por filtragdo em
membrana eletronegativa, seguida de extracdo do RNA viral diretamente da membrana,
uma modificacdo do método de adsorcdo-eluicdo em membranas eletronegativas de
Katayama (KATAYAMA; SHIMASAKI; OHGAKI, 2002) e Symonds (SYMONDS et
al., 2014), que tem demonstrado resultados mais eficientes para virus com envoltério
(AHMED et al., 2020b). Neste método, ndo se realiza a elui¢do dos virus retidos na
membrana, mas faz-se a extracdo do material genético diretamente da membrana. O
procedimento é realizado de acordo com 0 POP LVRS TA-002, “método de concentragdo
viral em amostras ambientais por filtragdo em membrana”. A vacina Inforce 3 contém
virus sincicial respiratorio bovino (BRSV) e é utilizada para o controle do processo de

filtracéo.

Apos adicao de 200uL de controle BRSV a cada 200mL de amostra, incubadaa 4 °C
por 30 min, seguido por filtragio em filtros de 0.8uM para retirada de sujidades. E
adicionado a amostra 2mL de MgClI2 (2.5M). Depois de homogeneizar durante 3 min e
medir o pH as amostras foram acidificadas com acido acético (1M) até pH entre 3 e 3,5.
As amostras foram filtradas através de membrana, HAWP04700 de éster de celulose, com
poro de 0,45um, diametro de 47mm (MILLIPORE, Darmstadt, Alemanha), conectada ao
sistema de filtracdo. A membrana é removida do suporte do filtro com pinca e introduzida
a um tubo PowerBead do kit de extracdo de DNA, AllPrep PowerViral DNA/RNA
(Qiagen®, Hilden, Alemanha) previamente identificado com o nimero da amostra.
Adiciona-se 600uL da solugdo PM1 do kit de extragdo AllPrep PowerViral DNA/RNA

(Qiagen®, Hilden, Alemanha) e 6L de 2-mercaptoetanol a cada tubo, a fim de minimizar
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a degradacdo do RNA. Apds vortexar por 30 seg. e incubar por 5 minutos a T.A. a
membrana é armazenada (no tubo com as solucGes) a -80°C até a extragdo do RNA.

2.3. Extragdo de acidos nucléicos

As extracOes de acidos nucléicos foram realizadas utilizando o kit AllPrep PowerViral
DNA/RNA (Qiagen®, Hilden, Alemanha), conforme as instru¢cbes do fabricante
utilizando o equipamento QIAVAC (Qiagen). O processo esta descrito no POP LVRS
TA-003 “extragdo de DNA/RNA — kit AllPrep PowerViral DNA/RNA”

2.4. Deteccao molecular de SARS-CoV-2 e BRSV (controle)

A deteccdo molecular do SARS-CoV-2 por RT-PCR em tempo real baseia-se na
pesquisa dos alvos N1 e N2, utilizando-se o kit de Bio-manguinhos e seguindo
rigorosamente 0 manual de instrugcdes e utilizando os POPs: POP LVRS TA-004
“protocolo TAQMAN de RT-PCR para deteccdo e quantificagdo de virus SARS-CoV-2
(N1+N2) em amostras ambientais (kit bio-manguinhos) e POP LVRS TA-005 “protocolo
de RT-PCR em tempo real para a deteccdo de virus sincicial respiratorio bovino (BRSV)
em amostras ambientais — KIT GoTAQ”. O mix foi composto pela mistura de PCR
contendo tampé&o e enzimas e oligonucleotideos. Apos pipetar 5ul de &cido nucléico, a
reacao de transcricao reversa ocorreu a 500C por 15 min, seguida por 1 ciclo de 950C por
2 min para a ativacao da enzima. A fase de amplificacdo ocorre em 45 ciclos de 950C por
20 seg. e 580C por 30 seg. A amostra é considerada positiva na presenca de curva de
amplificacdo para os alvos N1 ou N2.

Para calculo da concentracao viral em copias/ml, é utilizado o padrdo comercial 1
2019-nCoV_N_Positive Control (IDT), que consiste em plasmideo do virus, na
concentracdo de 200.000 copias/ul. Para a curva de quantificacdo, é feita cinco dilui¢bes
(10E1-10E5) do padrdo, testadas juntamente com as amostras. Com base no valor de Ct,
é estimada a concentracdo viral em cada amostra frente a curva padrdo, aplicando a
formula obtida na curva de regressao. Cada diluicdo do padrdo é testada em triplicata e
cada amostra ambiental é testada em duplicata. Para a detec¢do de BRSV, utilizamos o
protocolo descrito por Boxus et al (2005) (BOXUS; LETELLIER; KERKHOFS, 2005).

2.5. Pesquisa de Variantes de Preocupacéo (VOCs) do SARS-CoV-2 por RT-
PCR em tempo real
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A determinagéo de VOCs virais por RT-PCR em tempo real foi realizada utilizando-
se 0 Conjunto de Reagentes de pesquisa para deteccdo 4Plex de SARS-CoV2 e Triagem
de VOCs, desenvolvido no LVRS em conjunto com Bio-manguinhos. O procedimento é
realizado de acordo com 0 POP LVRS TA-006 “reagao de RT-PCR em tempo real para
inferéncia de VOCS do virus SARS-CoV-2 em &guas residuais — kit 4PLEX de
biomanguinhos”. O ensaio apresenta um formato quadriplex (deteccdo de 4 alvos),
utilizando sondas TagMan e é capaz de detectar o virus SC2 através da amplificacdo de
uma regido alvo no gene N, e simultaneamente, triar amostras com perfis sugestivos para
as diferentes VOCs através da combinacédo de resultados obtidos (presenca ou auséncia)
das delecdes (Del) S106, G107 e F108, no gene ORF1la (nsp6) e Del. H69 e V70 no gene
Spike das amostras testadas. Este protocolo associa a deteccdo e a triagem inicial das
VOCs Alfa, Beta, Gama, Delta e Omicron. Como controle interno (CI), o ensaio detecta
uma regido do gene constitutivo humano, RNAseP (RP). As instru¢des do Manual do
fabricante foram rigorosamente seguidas. Apos pipetar 10ul de RNA a mistura de PCR e
mix Mix SC2/VOC, a reacao de RT ocorre a 500C por 15 min, seguida por 1 ciclo de
950C por 2 min para a ativacdo da enzima. A fase de amplificacdo ocorre em 40 ciclos

de 950C por 20 seg e 610C por 30 seg.

2.6. Bases de dados consultadas
2.6.1. DADOS EPIDEMIOLOGICOS
Os dados epidemioldgicos do municipio do Rio de Janeiro foram obtidos a partir
da base de dados Painel COVID da Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro

(EpiRi0,2020). Disponivel em: https://www.epirio.svs.rio.br/.

2.6.2. DADOS GENOMICOS
Os dados genémicos foram obtidos a partir da base da Rede Gendmica Fiocruz

(FIOCRUZ,2020). Disponivel em: http://www.Genomahcov.fiocruz.br/.

2.7. CEP
Este projeto compde o estudo piloto de monitoramento de COVID-19 em aguas da

SVS/MS e a Rede de Aguas ResiduaissMCTI (sub-estudo da Rede One Health de
monitoramento genémico, CNPqg 402457/2020-0). Foi aprovado pelo CEP
FIOCRUZ/IOC (Parecer 2.453.470).
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3. RESULTADOS

3.1. Deteccdo e quantificacdo de SARS-CoV-2 em aguas superficiais e residuais
da Sub-Bacia do Canal do Cunha, Rio de Janeiro
Entre agosto de 2020 e fevereiro de 2023, foram realizados ensaios de RT-qPCR para
0s genes alvo N1 e N2 para a quantificagdo do SARS-CoV-2 em 228 amostras da SBCC,
observando-se variagfes entre 0s pontos e semanas epidemioldgicas. A prevaléncia de
N1 (75,9%; p<0,0001)) foi maior nos pontos de amostragem p5.2 (85%), p8 (85%) e p9
(89,2%). As concentracdes do gene N1 também foram significativamente (p = 0,0004)
maiores nesses trés pontos, com médias de 778,5, 993,8 e 858,4 gc/L, respectivamente
(Tabela 2). Nao foram observadas diferencas significativas na positividade de N2 entre
0s pontos amostrais. Contudo, a concentragdo média do gene N2 foi significativamente
(p<0,0001) distinta entre os pontos, sendo observada a maior concentragdo nos pontos
p5.2 e p8 e p5.1. Os resultados estdo detalhados na Tabela 1

Tabela 1. Deteccdo de SARS-CoV-2 em aguas residuais da Sub-Bacia do Canal do
Cunha. Rio de Janeiro, ago 2020-fev 2023

Parametros/ P1 P3 P5.1 P5.2 P8 P9 SBCC | P-valor
Pontos (37) (39) (35) (40) (40) (37) (228)
SARS-CoV-2
N1 27 31 14 34 (85.0) 34 33 173 <0.0001
positividade, n | (73.0) (79.0) (40.0) (85.0) (89.2) (75.9)
(%)
N2 23 20 19 27 (67.5) 29 25 143 0.34
positividade, n | (62.2) (51.3) (54.3) (72.5) (67.6) (62.7)
(%)
N1gc/L, | 750.6 + | 652.2+ | 260.4 + 778.5 993.8+ | 858.4+ | 7154+ | 0.0004
media+ DP | 776.8 828.9 4428 | + 1218 1236 1110 632.8
N2 gc/L, | 6.2+ 5.7 361.7+ | 6418+ | 671.3+ | 135+ | 308.1+ | <0.0001
media + DP 9.2 +9.5 722.9 1421 1185 27.9 527.6

Tabela: Os dados séo apresentados como n (%) ou média £ DP. (*). Os valores de p foram calculados por
ANOVA ou Kruskal-Wallis de acordo com testes de normalidade. Variaveis categéricas foram analisadas

por qui-quadrado. Valores de p <0,05 foram considerados significativos.

Ao longo do estudo foi comparada a concentragdo dos genes alvo N1 e N2 (figura
3) nas amostras. Concordando com a literatura (HUTCHISON et al., 2022), foi possivel
observar uma maior consisténcia do gene N1, com maiores taxas de positividade e maior
concentracdo média (p<0.05), além de significativamente maior nos pontos P1 (p<0.001),
P3 (p<0.001) e p9 (p<0.001).
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Figura 3 - Comparacdo entre a concentracdo dos genes alvos N1 e N2 das amostras da
SBCC entre agosto 2020 e fevereiro 2023
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Figura 3.

Gc/L = copias gendmicas por Litro. Os dados sdo apresentados como n (%) ou média + DP. (*). Os
valores de p foram calculados por comparacdo multipla de Kruskal-Wallis de acordo com testes de
normalidade. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Nas semanas epidemioldgicas (SE) 41 e 47 foram observados o primeiros dois
picos de deteccdo em &guas residuais, precedendo o pico epidémico de casos em
dezembro de 2020 (SE 49). Os pontos de coleta em Manguinhos, Engenho de Dentro e
Cavalcanti apresentaram alta carga viral nas amostras ambientais, com reducao
significativa na SE 51, que precedeu o inicio da vacinagdo no municipio. Na SE 8-2021,
é percebido um novo pico de deteccdo na agua, especialmente nos bairros acima
mencionados, onde o0 esgotamento sanitario é diretamente despojado nos rios. Esse
aumento de concentracdo viral aparentemente ndo encontrou-se traduzido em aumento
significativo no namero de casos nem nos bairros da SBCC e nem no municpio.
Interessantemente, coincidiu com a circulacdo da variante Gamma no estado do Rio de
Janeiro, com base no monitoramento realizado pela rede Genémica Fiocruz. Contexto
semelhante foi observado na SE 2021-34, com a circulacdo da variante Delta, quando
encontrado o aumento de carga viral em todos os pontos de coleta. Na SE 2021-48, a

incidéncia de casos no municipio encontrava-se drasticamente reduzida, em comparacao
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com periodos anteriores, refletida igualmente na deteccdo viral nos rios estudados.
Contudo, em dezembro de 2021, quando a incidéncia ainda se mantinha controlada, foi
detectado um aumento significativo de concentragdo viral nas amostras de aguas residuais
coletadas, compativel com o observado em 2020 no periodo pre vacinacdo, e ja
sinalizando a exploséo de novos casos em janeiro de 2022, ocasionados pela entrada da
Omicron. A carga viral encontrada nas amostras ambientais na SE 4 — representativa do
més de janeiro de 2022 — foi a maior encontrada em todo o periodo investigado e evidente
em todos o0s pontos de coleta, inclusive na Floresta do Lins, o ponto controle do estudo.

Todos esses dados estdo representados na figura 4.

Figura 4. Deteccdo de SARS-CoV-2 VOCs em 4guas residuais. Sub-Bacia do Canal do
Cunha, Rio de Janeiro. Agosto de 2020 a maio de 2022.
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Os circulos nos locais de coleta acima referenciados representam a concentracéo viral em cada ponto de
acordo com a semana epidemioldgica. Os circulos brancos indicam a auséncia ou concentragdo menor

que 500 cdpias por litro e marrom escuro concentragdes superiores a 3000 copias por litro.

Figura 4
A deteccdo de SARS-CoV-2 em aguas residuais da Sub-Bacia do Canal do Cunha,
segundo a semana epidemioldgica esta representada na figura 6. A deteccdo de N1 em
aguas residuais foi compativel com a distribuicdo do nimero de casos de COVID-19 nos

bairros coletados da SBCC, bem como do total de casos por semana epidemioldgica do
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municipio do Rio de Janeiro. Nota-se que, sistematicamente, 0 acumento da concentragdo
media do RNA (N1) viral precede o aumento do numero de casos. Em destaque, a
concentragdo viral pré-6micron (25/01/2022) era maior ou igual aos peridos pré-vacinais

mesmo antes da exploséo de casos notificados.

Figura 5. Deteccdo de SARS-CoV-2 em aguas residuais de acordo com a data de
coleta. Sub-Bacia do Canal do Cunha, Rio de Janeiro. Ago 2020-fev 2023.
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Figura 5

Concentracdo do RNA viral em aguas residuais (linha vermelha) e nimero de casos dos bairros da SBCC

e no municipio do Rio de Janeiro (barras azuis) ao longo do periodo de estudo.

3.2. Monitoramento de variantes de interesse/preocupacédo do SARS-CoV-2

A deteccdo de SARS-CoV-2 VOCs em aguas residuais da SBCC e a distribuicdo de
variantes do SARS-CoV-2 no Rio de Janeiro encontra-se representada na Figura 6 .
Conforme é possivel observar, a introducéo de cada variante no territério é precedida pelo
aumento da concentracdo de RNA viral nas guas residuais, ocorrido em outubro de 2020
(antes da introducdo da variante P2 em novembro), em marco de 2021 (precedendo a
identificacdo da variante Gamma em casos humanos), em agosto de 2021 (com aumento
da circulagao da variante Delta em outubro) e notoriamente com a introducéo da variante

18

1/28 zos



Omicron, cujos casos explodiram em janeiro de 2022. Em dezembro de 2021, j& se
observava um pico de concentracdo de RNA importante nas &guas residuais, compativel
com 0s niveis pre-vacinagdo. A partir de margo de 2022, novo pico foi observado nas

aguas residuais, possivelmente atribuivél a circulacdo de inimeras variantes da Omicron.

Figura 6. Deteccdo de SARS-CoV-2 VOCs em 4guas residuais. Sub-Bacia do Canal do
Cunha, Rio de Janeiro e distribuicédo de variantes do SARS-CoV-2 no Rio de Janeiro,

segundo os dados da Rede Gendmica Fiocruz. Agosto de 2020 a maio de 2022.
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Concentracdo do RNA viral em &guas residuais (linha vermelha) e nimero de casos dos bairros da SBCC
e no municipio do Rio de Janeiro (barras azuis) ao longo do periodo de estudo. Setas indicam as datas de
introducédo das VOCs baseada em casos clinicos. Abaixo, gréfico de rea com base nas variantes virais
identificadas em amostras clinicas no estado do Rio de Janeiro

Figura 6

Os resultados da inferéncia de Variantes de Preocupacdo (VOCs) do SARS-CoV-
2 em amostras ambientais da SBCC, com base em ensaio de RT-PCR em tempo real
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encontram-se representados na figura 7. Foram selecionadas algumas amostras com
concentracdo viral >10gc/ul e que ainda tivessem RNA em volume disponivel. Do total

de 71 amostras testadas, 29 apresentaram VOC identificavel.

No ano de 2020, a variante Beta foi identificada predominantemente nas aguas
residuais investigadas, em contraste com os dados da Rede Gendmica Fiocruz - que se
baseia em casos clinicos e que evidenciaram a circulacdo majoritaria da variante P2 no
periodo em tela. Em dezembro de 2020, ja era detectado precocemente a variante Delta
em aguas residuais. Com a introducéo da variante Omicron e sua diversificagéo posterior,
0s resultados apresentaram-se mais consistentes com aqueles observados no

sequenciamento de casos clinicos.

Figura 7. Deteccdo de SARS-CoV-2 VOCs em éaguas residuais. Sub-Bacia do Canal do
Cunha, Rio de Janeiro. Agosto de 2020 a maio de 2022.
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SBCC e no municipio do Rio de Janeiro (barras azuis) ao longo do periodo de estudo. Setas indicam o
resultado da inferéncia VOCs por RT-PCR em tempo real. Abaixo, grafico de area com base nas variantes

virais identificadas em amostras clinicas no estado do Rio de Janeiro

Figura 7
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4. DISCUSSAO

Na COVID-19, a maioria dos casos sdo assintomaticos (GE et al., 2020b),
favorecendo a subnotificagdo e subestimacdo da carga da doenca. O mesmo conceito se
aplica a abordagem gen6mica, cujas amostras sdo majoritariamente referenciadas com
base no diagnéstico clinico. Portanto, abordagens que permitam estimar a incidéncia ou
monitorar variantes virais no nivel populacional sdo estratégicas para implementar a
nossa capacidade de monitoramento. A epidemiologia baseada em &aguas residuais
permite tal abordagem. Assim, a vigilancia ambiental € estratégica para 0 monitoramento
da dindmica epidemiolégica e evolutiva viral (DAUGHTON, 2020; MEDEMA et al.,
2020).

A positividade e concentracdo média do RNA viral variou ao longo do tempo e fases
epidemiologicas. Os pontos mais populosos (p5.2;p8;p9) apresentaram maior
positividade e maior concentracdo média de RNA, possivelmente associado com o0 maior
volume de despejo de residuos residenciais nos corpos hidricos (YANIV et al., 2021). O
ponto 5.1, localizado proximo a nascente do rio e com baixa densidade demografica,
apresentou resultados expressivos durantes as grandes ondas de contagio como a Omicron
e variantes (BA.5, BA.4, BA.2). Este dado demonstra a possibilidade do uso dessa
ferramente para o monitoramento de pequenas populagdes em locais remotos.
Futuramente para reforcar e aperfeicoar modelos matematicos faz-se necessario metddos
de normalizacéo da carga fecal nos diferentes pontos (HOLM et al., 2022). Contudo, tais
limitacGes ndo diminuem o impacto do trabalho. Os dados longitudianais corroboram a
possibilidade do uso desta abordagem populacional mesmo em locais com saneamento
precario ou ausente (AGUIAR-OLIVEIRA et al., 2020).

Os resultados evidenciaram que o aumento da concentracao viral em agua residual
precede 0 aumento da incidéncia de casos de COVID-19, bem pontuado nas semanas
epidemiologicas. O aumento da concentragdo viral também reflete as infec¢cdes
assintomaticas, reitando a importancia do monitoramento baseado em esgoto para a
identificacdo precoce de hotspots. Semanas antes do pico de casos associados a Omciron
(Janeiro 2022) e suas variantes (Maio e Dezembro de 2022) foi expressivo 0 aumento da
concentracdo do material genético nas aguas superficiais. Por vezes, 0 aumento dos casos
clinicos ndo traduziu linearmente o aumento prévio da concentracdo viral. O
entendimento sobre o impacto de algumas variaveis como taxa de excrecao viral entre as

diferentes ondas, efeitos da vacingéo e baixa testagem clinica s&o um desafio (TOLEDO
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etal., 2022; RECTOR et al., 2023). Os resultados deste estudo piloto corroboram com os
achados em esgoto e reiteram a importancia do monitoramento do virus em aguas
residuais para a intensificacdo das atividades de vigilancia epidemioldgica nos territorios
(MAO et al.,, 2020; SIMS; KASPRZYK-HORDERN, 2020; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020a).

Embora inicialmente desenvolvido para outro fim (amostras clinicas), o ensaio de
inferéncia das VOC por RT-PCR demonstrou boa corcodancia com as variantes
majoritéarias dos periodos em tela. Ainda, foi possivel observar a presenca de variantes
minoritarias em algumas amostras como a Alfa. E possivel que essas diferencas possam
ser parcialmente explicadas por um padrdo geogréafico diferenciado no ambito do
territorio especifico, pela diferenca de eficiéncia do ensaio na inferéncia das variantes
virais em amostras ambientais vs. amostras clinicas ou, ainda, que a abordagem
populacional permita a identificacdo de variantes aparentemente sub representadas na
amostra de casos clinicos sequenciados. O pico relacionado a variante alfa em margo,
julho e outubro de 2021, onde havia maior prevaléncia das variantes Gamma e Delta em

circulacdo no Rio de Janeiro, complementam as observacdes anteriores.

Esse contexto reforca a relevancia da vigilancia gendmica para fins de monitoramento
sistematico das variantes virais tanto em amostras humanas quanto em aguas residuais.
Entretanto, a complexidade das matrizes ambientais, a alta diluicdo dos virus nessas
amostras e o fato de que os ensaios para deteccédo e sequenciamento viral sdo desenhados
e calibrados para uso em amostras clinicas — onde a carga viral € efetivamente muito
superior — imp&em desafios relevantes nesse contexto (AHMED et al., 2022; XU et al.,
2023). Ainda, cabe destacar que a baixa testagem em varios momentos da epidemia teve
impacto direto sobre a representatividade dos casos clinicos sequenciados, o que pode ter
introduzido vieses na distribuicdo das variantes num dado territério. Infortunadamente,
ndo ha como selecionar os dados genémicos no nivel dos municipios ou mesmo bairros,
para gque tenhamos maior precisdo de analise e interpretacdo. Esses contextos sdo
fundamentais para melhor entendermos a dindmica de introducdo e circulacdo de

variantes nos territorios.

Com isso, as amostragens e testes sistematicos de aguas residuais sdo uma forma
complementar e ndo invasiva de monitorar a presenca do virus. O mesmo conceito se
aplica a abordagem gen6mica, cujas amostras sdo majoritariamente referenciadas com
base no diagndstico clinico. Portanto, abordagens que permitam estimar a incidéncia, e
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evidéncias adicionais sobre o virus em circulagdo na populacéo, incluindo sua presenca
ou auséncia e monitorar variantes virais no nivel populacional sdo estratégicas para
implementar a nossa capacidade de monitoramento. A epidemiologia baseada em aguas
residuais permite tal abordagem. Assim, a vigilancia ambiental é estratégica para o

monitoramento da dindmica epidemioldgica e evolutiva viral.

5. CONCLUSAO
Nas &reas com saneamento precario ou ausente, 0 monitoramento de SARS-CoV-2

em rios poluidos constitui uma estratégia viavel de vigilancia ambiental

e O aumento da concentracdo viral em &gua residual precede o aumento da incidéncia
de casos de COVID-19 e reiteram a importancia da vigilancia ambiental para a
identificacdo precoce de hotspots e intensificacdo da vigilancia epidemiologica nos
territorios, como sistema de alerta.

e A circulacdo de novas variantes virais parece estar associada ao aumento prévio da
carga viral em agua residual, reforcando a relevancia da vigilancia gendmica, em

amostras humanas e em aguas residuais.
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