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APRESENTACAO

O plano de comunicacédo estabelecido no &mbito do Projeto-piloto: Detecgdo e quantificagdo do novo
coronavirus em amostras de esgoto nas cidades de Belo Horizonte e Contagem contempla, além de
outras iniciativas, a publicacdo de dois tipos de Boletins: os de Acompanhamento e os Tematicos.
Enquanto os Boletins de Acompanhamento tém por objetivo a divulgagédo regular dos resultados de
monitoramento do novo coronavirus nas amostras de esgoto coletadas em diferentes pontos do sistema
de esgotamento sanitario de Belo Horizonte e parte de Contagem, os Boletins Tematicos buscam
abordar, em maior profundidade, outras variantes do estudo, a exemplo da ocorréncia do virus em
outras amostras de interesse, como as resultantes do monitoramento das esta¢fes de tratamento de
esgoto (ETESs) e das calhas dos ribeirGes Arrudas e Onca, assim como dos hospitais.

O Projeto-piloto Covid Esgotos é uma iniciativa conjunta da Agéncia Nacional de Aguas (ANA) e do
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Estacfes Sustentaveis de Tratamento de Esgoto (INCT
ETEs Sustentaveis - UFMG), em parceria com a Companhia de Saneamento de Minas Gerais
(COPASA), o Instituto Mineiro de Gestdo das Aguas (IGAM) e a Secretaria de Estado de Sadde de
Minas Gerais (SES).

Este Boletim Tematico N.2 visa apresentar uma analise das concentracdes do material genético do
novo coronavirus em amostras de esgoto coletadas na entrada das ETEs de Belo Horizonte (Arrudas e
Onga), abordando dois temas principais: i) Deteccdo do material genético do novo coronavirus a
partir de duas regides-alvo do genoma do SARS-CoV-2 (regides N1 e N2): avaliacdo da sensibilidade
e padréo de resposta dos alvos; e ii) Correlagdo das cargas virais determinadas para as regides
gendmicas N1 e N2 com o nimero de casos confirmados para a Covid-19 em Belo Horizonte, no
periodo de 4 de maio a 03 de julho de 2020 (equivalente as semanas epidemioldgicas 19 a 27).

A deteccdo e quantificacdo do RNA do novo coronavirus em esgoto € realizada através da técnica de
transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia pela polimerase quantitativa em tempo real (RT-
gPCR), usando protocolo recomendado pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados
Unidos (CDC-EUA) desenvolvido para amostras clinicas. O protocolo recomenda a utilizacdo de dois
ensaios de RT-qPCR (N1 e N2), que tém como alvo regides diferentes do gene que codifica a proteina
do nucleocapsideo (N) do virus SARS-CoV-2 (ver explicacdo detalhada no quadro ao final deste
boletim). Esses dois ensaios sdo sensiveis e especificos para 0 novo coronavirus e indicados pelo
CDC-EUA para o diagnostico clinico. Os resultados s&o expressos em nimero de copias do material
gendmico do virus por mL de esgoto, nesse Boletim expressas abreviadamente em “copias/mL”.

Devido ao rigor exigido para o uso da técnica de RT-qPCR aplicada ao diagndstico clinico (Bustin et
al. 2009), o resultado é considerado positivo para a presenca do genoma do SARS-CoV-2
(confirmacéo da infeccdo) apenas quando ambos os ensaios (N1 e N2) amplificam o sinal genético
ultrapassando o limiar de deteccdo antes de 40 ciclos da reacdo. Quando somente um dos alvos
amplifica, ou isso ocorre ap6s 40 ciclos, os resultados sdo considerados inconclusivos. No uso da
técnica RT-gPCR em estudos com amostras ambientais (como esgoto ou agua), 0s principais
parametros que geram preocupacdo quanto aos métodos analiticos séo a sensibilidade e especificidade
dos ensaios, pois amostras ambientais costumam ter pequenas quantidades de material genémico viral
e grande diversidade viral, em relacdo as amostras clinicas. A sensibilidade refere-se ao nimero
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minimo de cdpias que pode ser medido com precisdo em uma amostra, ou seja, 0 nimero minimo de
copias amplificadas na reacdo e, consequentemente, a menor concentracao que pode ser detectada na
amostra em numero de cOpias por mL. Ja a especificidade refere-se a capacidade do método de
detectar a sequéncia alvo adequada em detrimento de outros alvos ndo especificos também presentes
na amostra (por exemplo, 0s outros virus presentes na amostra, que ndo o virus SARS-CoV-2 causador
da Covid-19, e que poderiam interferir no resultado). Destaca-se que ambos os alvos sdo 100%
especificos para a detecgdo do SARS-CoV-2 (Nalla et al., 2020).

No presente projeto foi adotada a estratégia de analisar todas as amostras usando ambos 0s ensaios
(N1 e N2) em triplicatas técnicas. S&o considerados como resultados positivos aqueles em que ocorre
a amplificacdo de no minimo duas réplicas. Como ainda ndo esta claro se uma regido alvo do genoma
pode ser considerada melhor que a outra, sdo exploradas neste boletim as diferencas encontradas nos
resultados obtidos com ambos os ensaios (N1 e N2). Os resultados sdo comparados com estudos
internacionais e discutidos a seguir.

RESULTADOS

1. Concentracdes do material genético viral (RNA) do novo coronavirus: Explorando a
sensibilidade de cada regido alvo (N1 e N2).

Neste boletim séo apresentadas as concentracGes do RNA viral nas amostras de esgoto bruto afluente
as ETEs Arrudas e Onca por cada um dos ensaios (N1 e N2), ao longo de nove semanas consecutivas
de monitoramento (correspondentes as semanas epidemiolédgicas 19 a 27). Os resultados sdo
primeiramente apresentados sob a forma de um gréafico box-plot (Figura 1). Nota-se que, apesar dos
resultados para N1 e N2 guardarem certa similaridade em relacdo as faixas de concentracdo
observadas, é nitido que concentracGes menores foram detectadas prioritariamente com o ensaio N1
(75% dos dados para N1 sdo superiores a 0,2 copias/mL, ao passo que para N2, 75% dos dados sdo
superiores a 2,0 copias/mL) .

Os valores medianos determinados para as ETEs Arrudas e Onga foram de 1,3 e 1,8 copias/mL para o
alvo N1, respectivamente, e de 7,5 e 4,8 cdpias/mL para o alvo N2, respectivamente. Esses valores sdo
maiores do que os reportados por Ahmed et al. (2020) (0,12 cdpias/mL), para amostras de esgoto
afluente a ETEs na Australia, e menores do que os reportados por Wu et al. (2020) (10 a 100
copias/mL) e por Randazzo et al. (2020) (553 copias/mL para o alvo N2), para amostras de esgoto
afluente a ETEs nos Estados Unidos e Espanha, respectivamente. A titulo de comparacdo, a
concentragdo reportada de virus entéricos humanos determinada em esgoto tem sido da ordem de 103
copias/mL (Bisseux et al., 2018). No Brasil, as concentra¢fes dos virus entéricos como adenovirus e
poliomavirus variam entre 10? e 10° copias/mL, enquanto norovirus varia entre 1 e 10 copias/mL
(Fumian et al., 2013).
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Figura 1: Box-plot das concentra¢cBes do RNA viral (SARS-CoV-2) determinadas no esgoto afluente as ETEs Arrudas e
Onga, para os alvos N1 e N2. Os resultados sdo referentes as amostras coletadas em 9 semanas consecutivas de
monitoramento, correspondentes as semanas epidemioldgicas 19 a 27.

Uma avaliacdo mais detalhada em relacdo a sensibilidade dos alvos € realizada por meio da analise da
Figura 2, em que 0s mesmos resultados anteriormente representados sob a forma de grafico box-plot
(Figura 1) sdo apresentados ao longo de cada campanha de monitoramento efetuada. Apesar do limite
de deteccdo (determinado com a curva padrdo elaborada a partir da diluicdo do controle positivo) ter
sido igual a 2 copias por pL de reacdo de RT-gPCR para ambos os alvos (N1 e N2), verificou-se que o
limite de quantificagdo observado (ou seja, a menor concentracdo do RNA viral determinada na
amostra de esgoto) foi de 0,03 e 0,06 cdpias/mL para N1 e N2, respectivamente.

Na figura 2a, observa-se que o alvo N1 apresentou resultado positivo de amplificacdo em
concentragdes muito baixas (0,03 coOpias/mL) na semana 21, quando comparado com NZ2.
Adicionalmente, a resposta para 0 N2 foi negativa (ndo deteccdo) para a amostra da semana
epidemioldgica 19 referente ao afluente a ETE Onca (Figura 2a), ao passo que para N1 houve
amplificacdo (0,07 cépias/mL). Ndo obstante, para o esgoto afluente a ETE Arrudas, a amostra
referente a semana epidemioldgica 19 foi positiva para N2, mas negativa para N1. Ainda para o esgoto
afluente a ETE Arrudas, o alvo N2 apresentou resultado positivo de amplificacdo em concentragdes
também muito baixas na semana 21 (0,06 copias/mL) (Figura 2b). Portanto, nota-se que o
comportamento entre os alvos foi variavel e nem sempre a tendéncia de aumento observada para N1
ocorreu para N2 (Figura 2a e 2b). Adicionalmente, quando a concentracdo se reduziu para N1,
verificou-se que o decréscimo para N2 ndo aconteceu na mesma proporc¢do (Figura 2b). Em suma, a
tendéncia de aumento ou de reducdo de concentracdo determinada para cada alvo ndo seguiu a mesma
proporcdo, indicando padréo variavel de amplificacdo dos alvos.
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Figura 2: Evolucdo temporal das concentracBes do RNA viral (SARS-CoV-2) para as regides alvo (N1 e N2)
determinadas no esgoto afluente as ETEs Onga (a) e Arrudas (b). Os resultados sdo referentes as amostras coletadas em 09
semanas consecutivas de monitoramento, correspondentes as semanas epidemiolégicas 19 a 27.

Entretanto, ressalta-se que o alvo N1 apresentou frequéncia de deteccdo maior ou igual em relacdo ao
N2. Na Tabela 1 sdo apresentados os percentuais das amostras de esgoto afluente as ETEs que
testaram positivo para cada alvo (N1 e N2).

Tabela 1: Percentual de amostras de esgoto bruto afluente as ETEs Arrudas e Onga que testaram positivo para 0 RNA do
novo coronavirus com cada uma das regides alvo (N1 e N2) (total de 09 amostras - semanas epidemioldgicas 19 a 27)

Afluente ETE Arrudas Afluente ETE Onga
N1 N2 N1 N2
88,8% 88,8% 100% 88,8%

Quando se expande a analise para o conjunto das amostras de esgoto coletadas nas 15 sub-bacias de
esgotamento monitoradas!, considerando as semanas epidemioldgicas 16 a 27 (12 semanas de
monitoramento) (Figura 3), verifica-se que maior frequéncia de detecgdo também foi observada para o
alvo N1, especificamente nas oito semanas iniciais de monitoramento (semanas epidemioldgicas 16 a

! Detalhes dos pontos de monitoramento e sua localizagéo geoespacial podem ser encontradas nos Boletins de
Acompanhamento.
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23). Nas semanas seguintes (semanas epidemioldgicas 24 a 27), a frequéncia de deteccdo foi de 100%
para ambas as regifes alvos (N1 e N2). Destaca-se a semana epidemioldgica 17, na qual houve
deteccao do material genético do novo coronavirus somente com o ensaio N1.
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Figura 3: Frequéncia de deteccdo (%) do RNA do novo coronavirus para cada um dos ensaios (N1 e N2) por semana
epidemioldgica considerando o conjunto das amostras das 15 sub-bacias de esgotamento desde o inicio do monitoramento
(a partir da semana epidemioldgica 16).

Em conjunto, os resultados apresentados neste trabalho (Figuras 1, 2, 3 e Tabela 1) sugerem que o
alvo N1 foi mais sensivel que o N2, detectando concentracdes mais baixas de material genético viral,
maior frequéncia de detec¢do e apresentando padrao de resposta mais consistente ao longo do tempo.

As diferencas nos resultados dos alvos N1 e N2 provavelmente ocorrem porque diferentes ensaios de
RT-gPCR néo sdo igualmente suscetiveis a inibicdo da reacdo por substancias que sao co-purificadas
nos extratos de acidos nucleicos (Bustin et al. 2009). Tais diferencas tém sido relatadas em alguns
estudos que também realizaram a detec¢do e quantificacdo do material genético do SARS-CoV-2 em
amostras de esgoto usando os alvos N1 e N2 (Wu et al., 2020; Randazzo et al., 2020; Nemudryi et al.,
2020). Portanto, é provavel que um dos alvos (N1 ou N2) seja mais adequado dependendo de um
conjunto de condi¢es, incluindo a composicao do esgoto, a qualidade do material genético extraido e
os diferentes tipos e marcas de reagentes utilizados nas reacdes de RT-PCR. Assim, é recomendavel
que cada cidade realize testes com ambos alvos, usando os mesmos reagentes de RT-PCR, a fim de
identificar o alvo mais adequado & composi¢do do esgoto local. Medema et al. (2020) reportaram que
0 alvo N1 seria mais sensivel em relagdo ao N2, pois foi verificado resultado positivo somente para
N1 na amostra de esgoto quando o numero de casos reportados de Covid-19 era de 1 em 100.000
habitantes. Em contrapartida, Nalla et al. (2020) reportaram que a regido alvo N2 seria mais sensivel
do que as outras.

Portanto, ainda que ndo exista consenso na literatura sobre qual regido alvo seria a mais adequada para
a determinacgdo da presenca e quantificacdo do material genético do SARS-CoV-2, os resultados no
ambito do presente projeto sugerem que o alvo N1 é mais adequado para avaliacdo das amostras de
esgoto de Belo Horizonte e Contagem.
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2. Correlacao da carga viral (copias do RNA do novo coronavirus/dia) e do nimero de novos
casos semanais de Covid-19 em Belo Horizonte

Na Figura 4 séo apresentados os gréficos de dispersdo para os dados de carga viral total determinada
no esgoto bruto afluente as ETEs, considerando os alvos N1 e N2, juntamente com 0S novos casos
confirmados (Figuras 4a e 4b) e novos casos suspeitos (Figuras 4c e 4d) de Covid-19 para cada uma
das semanas epidemioldgicas analisadas (semanas 19 a 27). Nota-se que apenas para o0 alvo N1 houve
correlacdo positiva significativa entre o incremento das cargas virais e 0 aumento do nimero de casos
suspeitos e confirmados a cada semana epidemioldgica reportados pela Prefeitura Municipal de Belo
Horizonte (PBH).

O valor do coeficiente de determinacdo (R2) entre as variaveis foi superior a 0,86 (0 que corresponde a
um coeficiente de correlagdo (p) superior a 0,93) para o alvo N1, ao passo que para N2 foi inferior a
0,6. (coeficiente de correlacdo p < 0,77). Weidhaas et al. (2020) também reportaram elevados
coeficientes de correlagao (p= 0,82 e 0,96) entre as cargas de RNA viral per capita determinadas no
esgoto afluente de duas ETEs e o numero de casos de Covid- 19 por semana (em 100 mil habitantes).
Verificaram ainda elevado coeficiente de determinacdo (R2=0,81) para a relacdo entre o namero
estimado de individuos infectados (baseado na carga viral do esgoto) em cada bacia de esgotamento
sanitario analisada e o nimero de casos confirmados acumulados de Covid-19 na mesma regiao.

Diferentemente do reportado por Medema et al. (2020), que comparou a concentracdo do RNA viral
do SARS-CoV-2 detectado no esgoto com o0s casos acumulados reportados de Covid-19 nas 4
semanas que precederam a amostragem do esgoto, a presente avaliagdo considerou a soma das cargas
virais afluentes as ETEs Arrudas e Onga com o total de novos casos suspeitos ou novos casos
confirmados por semana em Belo Horizonte. Para que concentracdes possam ser utilizadas ao invés de
cargas virais, 0s casos confirmados reportados devem necessariamente ser regionalizados. Todavia,
pode-se afirmar que os incrementos de carga viral detectados para ambos os alvos (N1 e N2) referem-
se exclusivamente a incrementos de concentracdo viral, visto que as vazdes ao longo do periodo
analisado ndo sofreram alteracdes significativas.

Os resultados apresentados na Figura 4 podem ser entendidos como uma prova de conceito: ao passo
que estimativas absolutas da prevaléncia de Covid-19 baseadas na concentracdo do RNA do SARS-
CoV-2 detectadas no esgoto dependem da adocdo de premissas tal como a contribuicdo per capita de
fezes (ver Boletim Tematico n. 1 — https://etes-sustentaveis.org/monitoramento-covid-esgotos/), 0S dados
apresentados na Figura 4 sugerem que as alteragdes de concentracdo do RNA viral (e
consequentemente, de cargas virais) presentes no esgoto bruto afluente as ETES no transcurso do
tempo sdo uma ferramenta sensivel de monitoramento para caracterizar a circulacdo do virus na
populagdo. O limite tedrico de sensibilidade do monitoramento do esgoto como ferramenta de
vigilancia epidemioldgica associa-se a um limite inferior de prevaléncia de Covid-19 da ordem de
0,005% (ou seja, um individuo infectado pode ser detectado em até 2.000.000 de pessoas) (Hart e
Halden, 2020). Interessante notar que, ainda que relativamente baixo o numero de casos confirmados
(acumulados) reportados até a semana epidemioldgica 19 (857 casos — prevaléncia de 0,03%), a
técnica empregada no presente estudo foi capaz de detectar o sinal genético, tanto para N1 quanto para
N2. Entretanto, sabe-se que o registro de casos confirmados sofre sérias limitagdes metodoldgicas,
associadas ao dia de amostragem no paciente, amostragem realizada de maneira equivocada e,
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principalmente, ao nimero extremamente baixo de testagens clinicas (em torno de 7.200 testes a cada
100.000 habitantes no caso da area deste estudo). Adicionalmente, os testes clinicos sdo tipicamente
direcionados aos individuos que manifestam sintomas mais severos da doenca, engquanto o
monitoramento epidemioldgico baseado no esgoto detecta as particulas virais excretadas por pessoas
infectadas tanto sintomaticas quanto assintomaticas.
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Figura 4: Correlagao (gréafico de dispersdo) da carga de RNA (ndmero de copias por dia) do SARS-CoV-2 no esgoto bruto
afluente as ETEs Arrudas e Onga para 0 alvo N1 e do nimero de novos casos confirmados (a) e novos casos suspeitos (b)
de Covid-19 por semana em Belo Horizonte. Correlagdo da carga de RNA do SARS-CoV-2 no esgoto bruto afluente as
ETEs Arrudas e Oncga para o alvo N2 e do nimero de novos casos confirmados (¢) e novos casos suspeitos* (d) de Covid-
19 por semana em Belo Horizonte. Periodo de referéncia: semanas epidemiolégicas 19 a 27 (entre 4 de maio e 03 de
julho/2020).* Esses dados se referem aos casos suspeitos (Sindrome Gripal + Sindrome Respiratoria Aguda Grave com
suspeita de Covid-19) reportados no boletim epidemiolégico da PBH.

Cabe citar que as cargas virais detectadas no esgoto implicam uma prevaléncia de Covid-19
sobremaneira mais elevada (0,03% a 24,1% baseada em N1; semanas epidemioldgicas 19 a 27) do que
aquela calculada a partir dos dados de casos confirmados da PBH (0,03% a 0,24%; para 0 mesmo
periodo). Todavia, é de natureza complexa uma comparacdo absoluta da prevaléncia determinada a
partir dos casos clinicos confirmados reportados e aquela estimada a partir do monitoramento da
concentragdo do RNA viral no esgoto, quer seja por N1 ou N2, visto que a primeira depende
principalmente da quantidade e tipo de testes clinicos realizados, os quais sofrem severas limitagdes
como reportado anteriormente. Nesse sentido, ressalta-se a importancia dos resultados da Figura 4, em
que, efetivamente, pode-se notar que 0 monitoramento do esgoto € uma importante ferramenta de
vigilancia epidemioldgica para acompanhar a tendéncia de prevaléncia de Covid-19 em determinada
regido (neste caso Belo Horizonte).
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1. A determinacdo da concentracdo viral no esgoto se mostrou mais adequada quando obtida com o
alvo N1, tanto pela maior sensibilidade quanto pelo padrdo consistente de resposta deste alvo ao

longo do tempo.

. Observou-se correlacdo elevada (p superior a 0,93) das cargas virais determinadas com o ensaio N1

e 0 numero de novos casos confirmados e novos casos suspeitos de Covid-19 reportados a cada

semana epidemiolégica. O mesmo ndo foi verificado para o

ensaio N2 (p em torno de 0,71). A

correlacdo elevada indica que a tendéncia de aumento das cargas virais determinadas no esgoto

aconteceu concomitantemente com o aumento do numero

de casos de Covid-19 reportados,

demonstrando que o monitoramento do esgoto pode ser usado como ferramenta epidemioldgica.

. Os resultados confirmam que o monitoramento da carga viral

no esgoto € uma ferramenta sensivel

de deteccdo da circulacdo do virus em uma comunidade; e, portanto, 0 monitoramento do esgoto
representa uma ferramenta complementar e importante de vigilancia epidemiolédgica da Covid-19.

esgoto é realizada através da técnica de transcricdo reversa
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A deteccdo e quantificacdo do material genético (RNA) do novo coronavirus em amostras de

polimerase quantitativa (RT-qPCR), usando protocolo recomendado pelo Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos (CDC-EUA). O protocolo recomenda a utilizacdo de
dois ensaios de RT-qPCR (N1 e N2), que tém como alvo regides diferentes do gene que codifica
a proteina do nucleocapsideo (N) do virus SARS-CoV-2 (conforme desenho esquematico
abaixo). Na realizacdo desses ensaios de amplificacdo do material genético do virus sdo usados
iniciadores especificos que se ligardo a cada uma das regides alvos (N1 e N2).
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