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APRESENTACAO

O plano de comunicacdo estabelecido no ambito do Projeto-piloto: Deteccdo e quantificacdo do novo
coronavirus em amostras de esgoto nas cidades de Belo Horizonte e Contagem, previu além de outras
iniciativas, a publicacdo de dois tipos de Boletins, os de Acompanhamento e os Tematicos. Enquanto
0os Boletins de Acompanhamento tém por objetivo a divulgacdo regular dos resultados de
monitoramento do SARS-CoV-2 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, outros aspectos do estudo.

O Projeto-Piloto é uma iniciativa conjunta da Agéncia Nacional de Aguas e Saneamento Basico (ANA)
e do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Estagdes Sustentaveis de Tratamento de Esgotos
(INCT ETEs Sustentaveis — UFMG), em parceria com a Companhia de Saneamento de Minas Gerais
(Copasa), 0 Instituto Mineiro de Gestéo das Aguas (IGAM) e a Secretaria de Estado de Satde de Minas
Gerais (SES).

Este Boletim Tematico n° 5 visa avaliar a influéncia de dois métodos de amostragem (simples e
composta) e de diferentes tempos de amostragem composta (com duracdo de 1h, 2h, 3h e 4h) no
monitoramento do SARS-CoV-2 no esgoto de diferentes sub-bacias de esgotamento sanitario de Belo
Horizonte.

A vigilancia ambiental do SARS-CoV-2 por meio de sua deteccdo no esgoto é bastante Util e traz
informac0es valiosas sobre a circulacdo deste virus em uma determinada regido. Entretanto, ainda
existem davidas sobre como deve ser realizada a coleta da amostra, para que as concentracdes de SARS-
CoV-2 no esgoto sejam representativas da circulacdo do virus na populacdo. Tendo em vista que as
vazOes flutuam continuamente nas redes de esgotamento sanitario, € importante compreender se essas
variacdes de vazao correspondem também a varia¢Ges consideraveis nas concentragdes de SARS-CoV-
2.

A amostragem composta, em um periodo de 24 horas, é considerada o tipo de amostragem mais
desejavel, pois pode incluir excretas eliminadas em momentos diversos do dia, resultando em amostras
mais representativas da populacdo. Este tipo de amostragem é comumente realizado em ETEs de médio
a grande porte, frequentemente com o uso de amostradores automaticos. Porém, a realizacdo de
amostragem composta, por longos periodos (maior que 4 horas) torna-se impraticavel, seja manualmente
ou com o uso de amostradores automaticos, quando realizada fora da ETE, ou seja, em coletores,
interceptores, canais ou estacGes elevatorias localizados em &reas publicas.

Em tais situagdes, o risco de furto do equipamento e o custo de méo de obra podem ser muito elevados.
Assim, surgem algumas questdes: (i) a amostragem simples é adequada para monitorar as concentraces
do SARS-CoV-2 no esgoto ou é necessaria a realizacdo de amostragem composta?; ii) a amostragem
composta é representativa se for realizada apenas durante um periodo do dia (p. ex.: pela manha ou pela
tarde)?; no caso da amostra simples ser adequada, existe um melhor horario do dia para se proceder a
amostragem do esgoto?

O plano de amostragem e a coleta de amostras para a detecgdo do SARS-CoV-2 no esgoto devem levar
em consideracdo alguns fatores. O primeiro € avaliar qual é o objetivo do monitoramento, que pode ser,
por exemplo: (a) avaliar as tendéncias na ocorréncia do SARS-CoV-2 no esgoto, monitorando a
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circulagdo do virus na populagdo ao longo do tempo; (b) emitir alerta precoce da ressurgéncia da
circulagdo do virus em locais especificos ou até mesmo na cidade como um todo; (c) rastrear a
prevaléncia da doenca em uma determinada comunidade, identificando areas onde a situacdo é mais
preocupante, bem como areas que sdo menos afetadas pelo virus; ou (d) rastrear a presenca e prevaléncia
de variantes genéticas do SARS-CoV-2 que sdo consideradas de preocupacao a salde publica. Além
dos objetivos do estudo, outros fatores devem ser levados em consideracdo durante a elaboracdo dos
planos de amostragem, a saber (WEF, 2020):

Q) Seguranca do trabalhador: é sabido, atualmente, que as medidas recomendadas para a
protecdo dos trabalhadores do setor de saneamento durante os procedimentos de coleta e
manuseio das amostras de esgoto sdo suficientes para garantir sua seguranca com relacéo ao
SARS-CoV-2. Ndo ha evidéncias de que a transmissdo do virus possa ocorrer por meio do
contato com o esgoto. Mais detalhes sobre o assunto podem ser obtidos no Protocolo de
Seguranca e protecdo individual em operacdes que envolvam a coleta e 0 manuseio de
amostras de esgoto.

(i) Metodologia adotada para a coleta, preservacdo e transporte da amostra: deve haver
consisténcia no método de amostragem, por isso € importante que haja um protocolo a ser
seguido e que a equipe responsavel pela coleta, preservacdo e transporte da amostra até o
laboratorio seja devidamente treinada. Mais informacg6es sobre a metodologia adotada para
a coleta, preservacao e transporte das amostras de esgoto durante o Projeto Piloto podem ser
encontradas na nota técnica Contribuicdo para a elaboracdo de planos de monitoramento
da ocorréncia do novo coronavirus no esgoto.

(ili)  Possibilidade de analise de parametros adicionais: a coleta de dados adicionais € importante,
pois pode fornecer informagdes sobre o contexto em que a amostra foi coletada e auxiliar na
interpretacéo dos dados de concentragéo viral. Dentre os parametros adicionais que podem
ser considerados para avaliacdo estdo a temperatura da amostra no momento da coleta e na
chegada ao laboratorio, a demanda quimica de oxigénio (DQO), e a concentragcdo de amdnia.
Estes dois ultimos parametros podem, por exemplo, auxiliar na determinacdo da populacéo
associada a cada ponto de amostragem, especialmente se a vazdo puder ser determinada,
sendo frequentemente utilizados em estudos epidemioldgicos baseados no esgoto (Rico et
al., 2017).

No que diz respeito a metodologia adotada para a coleta, cabe aqui salientar os tipos de amostragem
(simples ou composta) que podem ser utilizados, visto que é o tema central deste Boletim Tematico. A
amostragem composta pode ser realizada por meio de amostrador automatico ou manualmente. O
emprego de amostradores automaticos esta associado a uma série de vantagens, como por exemplo,
maior seguranca para o operador, maior confiabilidade na composicao e preservacdo das amostras e
menor tempo despendido na coleta. Entretanto, nem sempre os amostradores automaticos estdo
disponiveis e, nesse caso, € possivel que a coleta composta seja realizada manualmente, coletando
amostras em intervalos de tempo regulares e transferindo cada aliquota coletada para um mesmo frasco.

A amostragem composta, seja por meio de amostradores automaticos ou manual, é geralmente
considerada mais adequada do que a amostragem simples. Todavia, em alguns casos, a amostragem
simples pode ser considerada aceitavel, por exemplo, quando a amostragem composta néao for factivel
na préatica. A coleta de amostras simples pode facilitar o trabalho, quando o objetivo é monitorar varios
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pontos dentro de uma determinada area, por exemplo. A coleta de amostras simples pode ser também a
Unica abordagem possivel para 0 monitoramento de comunidades pequenas, comunidades rurais e locais
que ndo sdo atendidos por estacdes de tratamento de esgotos centralizadas e/ou que nao possuem 0s
equipamentos ou equipes disponiveis para a realizacdo de amostragem composta (WEF, 2020). No caso
de amostragens simples realizadas em cidades de maior porte, com estacOes de tratamento centralizadas,
é importante ainda considerar o tempo de percurso do esgoto na rede coletora, visto que a coleta em
determinado ponto do sistema de esgotamento sanitario pode refletir as condi¢des do esgoto gerado em
momento distinto.

Apesar das vantagens associadas a praticidade da coleta simples, a coleta composta de 24 horas vem
sendo reportada em varios estudos (Medema et al., 2020; Ahmed et al., 2020; Wu et al., 2020; Sherchan
et al., 2020; La Rosa et al., 2020; Lodder e Husman, 2020) e considerada mais representativa das
concentracfes do material genético do SARS-CoV-2 no esgoto (Curtis et al., 2020; WEF, 2020; Rafiee
et al., 2021; Nemudryi et al., 2020). Na prética, entretanto, periodos de coleta acima de 6-8 horas tém
se mostrado inviaveis no contexto brasileiro, especialmente quando é necessario monitorar varios pontos
ao longo do sistema de esgotamento sanitario.

Dessa forma, coletas de amostras compostas com duracgdo de 2 a 8 horas também tém sido consideradas
adequadas (WEF, 2020). Experiéncias do presente Projeto Piloto tém demonstrado que, para o
monitoramento de sub-bacias de esgotamento sanitario, no caso de amostras tomadas diretamente da
rede coletora e interceptora de esgoto, a amostragem por um periodo de 4 horas no turno da manha tem
sido representativa das cargas virais eliminadas pelas pessoas infectadas pelo SARS-CoV-2, uma vez
que as cargas virais detectadas tém seguido as tendéncias da situacdo reportada para as regides
monitoradas, em termos de agravamento ou abrandamento da pandemia de Covid-19 ao longo do tempo.

Para entender melhor o impacto da coleta de amostras simples e compostas na determinacdo das
concentracfes do SARS-CoV-2 no esgoto, esses dois tipos de amostragens foram comparados para o
monitoramento de quatro sub-bacias de esgotamento sanitario de Belo Horizonte. A metodologia
utilizada e os resultados obtidos séo apresentados a seguir.

Comparacdao entre amostragem simples e composta para a determinacao de

SARS-CoV-2 no esgoto de Belo Horizonte

1. Escolha dos pontos de amostragem para a realizacdo do estudo

As coletas foram realizadas em quatro sub-bacias de esgotamento sanitario com caracteristicas distintas,
principalmente em termos de extensao e tempo de percurso do esgoto na rede coletora e interceptora da
cidade de Belo Horizonte, conforme é apresentado na Tabela 1. Na Figura 1 é apresentada a localizacdo
dos pontos de monitoramento com suas respectivas areas de contribuicao.
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Tabela 1 - Identificagdo e caracteristicas das sub-bacias de esgotamento sanitario contempladas no estudo

Equivalente Vazao média Tempo de
Identificacdo Descricéo oq ulacional estimada percurso do esgoto
bop (L/s) na rede (h)

Ribeirdo Arrudas (margem
SBA-04 esquerda) - Sub-bacia do 286.191 470 2,81
Ribeirdo Arrudas
Corrego Pastinho - Sub-

SBA-05 bacia do Ribeirdo Arrudas 43.297 n 0.47
Corrego Ressaca/Sarandi -
SBO-01 Sub-bacia do Ribeiréo 328.948 513 0,58
Onca
Corregos Mergulhéo/
SBO-02 Tijuco - Sub-bacia do 10.341 16 0,53
Ribeirdo Onca
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Figura 1 — Sub-bacias de esgotamento sanitario contempladas no estudo
2. Amostragem e processamento das amostras

Para os quatro pontos de monitoramento foram realizadas amostragens simples e compostas. As
campanhas de amostragem foram realizadas em trés semanas consecutivas nos meses de agosto e
setembro de 2020, nas semanas epidemioldgicas 35, 36 e 37 de 2020. As coletas ocorreram no periodo
da manhd, das 8h até as 12h. As coletas das amostras compostas tiveram duracdo de 1, 2, 3 e 4 horas, e
foram realizadas por meio de um amostrador automatico (Figura 2), que coletava 400 mL a cada
intervalo de 10 minutos, perfazendo um volume total de aproximadamente 2,4 L para cada hora de
operacdo. Durante todo o periodo da amostragem composta, as amostras foram mantidas sob
refrigeracdo com a utilizagdo de placas de gelo. As coletas simples foram realizadas manualmente, de

6



3 MONITORAMENTDO
AM % COVID ESGOTOS

hora em hora, quatro vezes. Em cada amostragem simples, 1 L de esgoto era coletado. O esgoto coletado
pelos dois tipos de amostragem foi acondicionado em um isopor com gelo e transferido até o laboratorio.
A Figura 3 apresenta a representacao esquematica das amostragens simples e compostas.

Figura 2 — Amostrador automatico utilizado para a coleta de amostras compostas: (a) com detalhe do
compartimento interno superior; e (b) do compartimento interno inferior.

"

Amustm i I (| A Y a T 1 AmOStra Si 1 A a L
dal2h da22h da32h dad2h

L) t L)
i [

I T
3 Amostragem simples
Sub-bacias -
(coleta manual)

~P Hora da coleta

400mlLacada 4 400 mL a cada . 400mLacada 4 400 mL a cada
‘ Amostragem composta 10 mlnutos 10 minutos 10 mlnutos 10 minutos
(amostrador automatico)

4

Amostra composta Amostra composta Amostra composta Amostra composta
com duragdo de 1h com duragdo de Zh com duragdo de 3h com duragdo de 4h

Figura 3 — Esquema das amostragens simples e compostas realizadas para o estudo

Ao ingressarem no Laboratério de Microbiologia do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental
da UFMG, as amostras foram submetidas & anélise para detec¢do e quantificacdo do SARS-CoV-2
(utilizando a regido alvo N1) por RT-gPCR, seguindo a metodologia descrita na nota técnica
Metodologia para concentracdo do novo coronavirus em amostras de agua e esgoto por técnicas
moleculares.

3. Campanhas de amostragem adicionais realizadas para a sub-bacia SBO-02 do Ribeirdo Onga

Com intuito de ampliar a investigacédo sobre as diferencas entre as metodologias de amostragem simples
e composta, entre dezembro de 2020 e janeiro de 2021 foram realizadas cinco novas campanhas de
amostragem (nas semanas epidemioldgicas 50/2020 e entre 1 e 4/2021), na sub-bacia SBO-02 do
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Ribeirdo Onga (Corregos Mergulh&o/ Tijuco). As coletas foram realizadas no periodo da manha. As
amostras simples, foram tomadas na por volta de 9h da manha e as amostras compostas tiveram duracdo
de 4 horas, sendo coletadas por volta das 12h. O motivo da escolha da sub-bacia SBO-02 para este
ensaio adicional esta associado a esta ser uma pequena sub-bacia de esgotamento sanitario, para a qual
esperava-se menor influéncia dos seguintes fatores intervenientes na caracteristica do esgoto: (i) tempo
de deslocamento do esgoto na rede; e (ii) presenca de efluentes de natureza ndo-domeéstica. A
amostragem simples foi realizada por volta de 9h da manha, com intuito de representar o esgoto gerado
no inicio da manha, tendo em vista que o tempo de percurso do esgoto na rede para esta sub-bacia é
baixo (aproximadamente meia hora — vide Tabela 1). Outro motivo para a escolha desta sub-bacia foi a
elevada prevaléncia de casos confirmados de Covid-19 durante o periodo do estudo.

Para a analise dos dados e comparacdo entre as amostragens simples e compostas, foram também
considerados os resultados obtidos para as trés primeiras campanhas de amostragem nesta sub-bacia,
realizadas em agosto e setembro de 2020. Os dados de concentracdo obtidos foram submetidos a um
teste de normalidade (Teste Shapiro-Wilk) a um nivel de significancia de 5%. Como foi constatado que
os dados ndo seguiam uma distribuicdo normal, foi realizado um teste ndo paramétrico para comparacao
entre as medianas (Teste U de Mann-Whitney) das concentra¢des obtidas para a amostragem simples e
composta, a um nivel de significancia de 5%. As analises estatisticas foram realizadas utilizando a
plataforma R (https://www.r-project.org).

RESULTADOS

1. Comparacdo entre a amostragem simples e composta

Para avaliar as diferencas entre amostragens simples e compostas, primeiramente analisou-se a presenca
ou auséncia do SARS-CoV-2 nas diferentes amostragens realizadas. Das 48 amostras simples coletadas
durante as trés campanhas de amostragem, 46 (96%) foram positivas para 0 SARS-CoV-2 e 28 (58%)
apresentaram concentracdo de SARS-CoV-2 superior ao limite de deteccdo (LD) do método (igual a 3,6
copias/ mL). Das 48 amostras compostas, 47 (98%) foram positivas para a presenca do material genético
do virus e 34 amostras (71%) apresentaram concentracdo viral superior ao LD (Tabela 2).

Importante mencionar que a Unica amostra composta que apresentou resultado negativo para a presenga
do virus (coletada no ponto SBA-05, com duragdo de 2 horas), teve sua amostra simples correspondente
(coletada na mesma hora) também negativa. Dessa forma, foi observado que tanto a coleta simples,
quanto a coleta composta foi capaz de detectar a presenca do SARS-CoV-2 na grande maioria das
amostragens realizadas. Entretanto, boa parte das amostras simples que foram positivas para 0 SARS-
CoV-2 apresentaram concentra¢des abaixo do limite de detec¢do do método, o que foi observado em
menor proporgdo para as amostras compostas (Tabela 2).
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Tabela 2 — Detecgdo do SARS-CoV-2 nas amostras de esgoto coletas pelos métodos de amostragem simples e

composta
N° amostras positivas/ N° amostras testadas Frequéncia
Método de AR GE de arr_m_)stras
amostragem SBA-04 SBA-05 SBO-01 SBO-02 positivas
amostragem
(%)
1 414 414 414 414
Simples 2 4/4 3/4 4/4 3/4 96
3 414 4/4 414 414
1 4/4 4/4 4/4 4/4
Composta 2 4/4 3/4 4/4 4/4 98
3 4/4 4/4 4/4 4/4
N° de amostras positivas acima do LD*/ N° de amostras testadas Frequéncia
Método de ST de amostras
amostragem SBA-04 SBA-05 SBO-01 SBO-02 positivas
amostragem
(%)
1 414 414 414 3/4
Simples 2 4/4 1/4 2/4 1/4 58
3 1/4 1/4 2/4 1/4
1 4/4 4/4 4/4 4/4
Composta 2 3/4 1/4 3/4 3/4 71
3 3/4 3/4 0/4 2/4

* LD (Limite de detecgéo) = 3,6 cOpias/ mL

Para comparacéo entre 0s tipos de amostragens, as concentragdes virais detectadas nas amostras simples
coletadas ap6s cada hora (12, 22, 32 e 42 hora) foram comparadas com as concentragdes obtidas para as
amostras compostas correspondentes (que tiveram duracdo de 1, 2, 3 e 4 horas). A Figura 4 (a-d)
apresenta as concentracbes de SARS-CoV-2 medidas nos pontos de amostragem durante as trés
campanhas de amostragem (nas semanas epidemioldgicas 35, 36 e 37). Dentre as amostras compostas
analisadas, considerando todos os pontos de monitoramento, a maioria (32 de 48 amostras — 67%),
apresentou concentragéo viral 20% superior em relagéo a sua amostra simples correspondente (coletada
na mesma hora).

No caso dos pontos SBA-04 (margem esquerda do Ribeirdo Arrudas) e SBO-01 (Corrego Ressaca/
Sarandi), as maiores sub-bacias avaliadas, isso ocorreu para 58% e 50%, respectivamente das
amostragens realizadas. Para o ponto SBA-05 (Corrego Pastinho), em 83%, e para o ponto SBO-02
(Corrego Mergulhdo/ Tijuco), em 75% das amostras analisadas. As maiores concentracdes detectadas
nas amostras compostas, quando comparadas as amostras simples correspondentes, na maioria das
amostragens realizadas, pode indicar certa superioridade do método de amostragem composta em captar
0 material genético do SARS-CoV-2 no esgoto.

No presente estudo foi observado que nas menores sub-bacias (SBA-05 e SBO-02) ficou mais
evidenciada a superioridade da amostragem composta em relacdo a simples, visto que as amostras
compostas foram capazes de detectar 0 SARS-CoV-2 em maiores concentragdes na grande maioria dos
eventos de amostragem. Especialmente em sub-bacias menores, a presen¢a do material genético viral no
esgoto pode ser esporadica e as concentragdes virais podem variar consideravelmente ao longo do tempo
e com as variacdes de vazdo ao longo do dia. Em regides onde hd menor populacéo servida, a variacdo
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esperada dos habitos de ir ao banheiro da populacéo tende a ser mais acentuada, e consequentemente,
mais acentuadas serdo as variagOes dos parametros do esgoto ao longo do dia. Dessa forma, para o
monitoramento de regides pequenas, a amostragem composta tende a ser mais representativa.

Outro aspecto importante a ser considerado, € o tempo de percurso do esgoto na rede de esgotamento.
Especialmente em bacias muito extensas, com tempos de percurso do esgoto na rede muito elevados
(acima de 1 hora), provavelmente a amostragem realizada em determinada hora do dia ndo representara
0 esgoto que esta sendo produzido nesta mesma hora. Isso ocorre principalmente quando se utiliza a
amostragem simples.

No presente estudo, foi possivel observar que na sub-bacia SBA-04 do Ribeirdo Arrudas (Ribeirdo
Arrudas — margem esquerda), que é a bacia que apresenta maior tempo de percurso do esgoto na rede
dentre as bacias monitoradas (aproximadamente 3 horas), houve tendéncia de se detectar maiores
concentracfes de SARS-CoV-2 na ultima coleta simples (4% hora, realizada por volta de 12h) (Figura
4a). Possivelmente isso ocorreu, pois a coleta simples da 42 hora representa a contribuicdo de esgoto das
primeiras horas da manh& nesta sub-bacia (em funcdo do tempo de percurso na rede até o ponto de
coleta), periodo em que se espera ter uma maior utilizagdo das pecas sanitérias pela populacao.
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Figura 4 — ConcentracGes de SARS-CoV-2 para as amostras simples e compostas, por hora, durante as trés campanhas de amostragem realizadas (Semanas
epidemioldgicas 35, 36 e 37) para 0s pontos de monitoramento (a) SBA-04 — Ribeirdo Arrudas (margem esquerda), (b) SBA-05 (Corrego Pastinho), (c) SBO-01 Cérrego
Ressaca/ Sarandi e (d) SBO-02 Corrego Mergulhéo/ Tijuco.

11



COVID ESGOTOS

A Tabela 3 apresenta a estatistica descritiva das concentrag¢fes obtidas para 0 SARS-CoV-2 durante as
trés campanhas de amostragem para os quatro pontos de monitoramento. Para a sub-bacia SBA-04
(Ribeirdo Arrudas — Margem esquerda) as médias das concentracdes de SARS-CoV-2 das amostras
simples variaram entre 5,8 e 24 cépias/ mL e das amostras compostas entre 3,5 e 27,2 copias/ mL,
durante o periodo de amostragem. Considerando as trés campanhas, a variabilidade das concentracdes
virais obtidas foi elevada tanto para as amostras simples, quanto para as amostras compostas, como pode
ser observado pelos elevados valores nos desvios-padréo e nos coeficientes de variagcéo (CV). Quando
se comparam as amostras compostas com suas amostras simples correspondentes, observa-se que a
variabilidade é menor para as amostras compostas. Exce¢do ocorreu para as amostras coletadas durante
a 22 hora, nesta sub-bacia (SBA-04). Os CV para as amostras compostas foram iguais a 87,5%, 66,1%,
45,3% e 51,3% e para as amostras simples foram iguais a 118,1%, 34,7% 90,3% e 78,7%, na 18, 22 3%e
42 horas de coleta, respectivamente (Tabela 3).

Para a sub-bacia SBA-05 do Ribeirdo Arrudas (Cérrego Pastinho), as médias das concentracfes variaram
entre 5,9 e 40,7 copias/ mL para as amostras simples e entre 32,2 e 71,1 cOpias/ mL para as amostras
compostas ao longo das 4 horas de coleta. A variabilidade das concentragdes obtidas foi bastante elevada
para essa sub-bacia, considerando os trés dias de ensaio. Na comparagdo entre os métodos de
amostragem, as concentra¢fes das amostras compostas coletadas com 1 e 4 horas apresentaram menor
variabilidade em relacéo as suas amostras simples correspondentes, como pode ser observado pelos CV
iguais a 165,0% e 99,7% calculados para amostras compostas de 1 e 4 horas, em detrimento dos CV
iguais a 167,0% e 104,4% calculados para as amostras simples, para as coletas da 1% e 42 horas,
respectivamente. Ao contrario do que era esperado, as concentragdes das amostras compostas de 2 e 3
horas foram mais variaveis, apresentando CV iguais a 164,8% e 165,6%, respectivamente, em
detrimento do método de amostragem simples, cujas concentracdes tiveram CV iguais a 147,0% e
161,1%, na 22 e 3% hora de coleta, respectivamente (Tabela 3).

Na sub-bacia SBO-01 do Ribeirdo Onca (Cdrrego Ressaca/ Sarandi) as médias das concentragdes do
SARS-CoV-2 variaram entre 10,3 e 16,8 copias/mL utilizando o método de amostragem simples e entre
8,1 e 13,2 copias/ mL utilizando o método de amostragem composta ao longo das 4 horas de coleta.
Comparando-se 0s CV das amostras compostas com suas amostras simples correspondentes, é possivel
observar que, novamente, as amostras compostas apresentaram menor variabilidade. Os CV das
amostras compostas de 2, 3 e 4 horas de coleta, com valores iguais a 112,8%, 79,3% e 74,1%,
respectivamente, foram menores do que os CV das amostras simples correspondentes, iguais a 144,3%,
83,1% e 155,4%, respectivamente (Tabela 3).

Para a sub-bacia SBO-02 do Ribeirdo Onga (Cérrego Mergulhdo/Tijuco), as médias das concentracdes
virais variaram entre 1,32 e 5,89 cOpias/ mL para as amostras simples e entre 5,5 e 10,8 copias/mL para
as amostras compostas, durante as 4 horas de coleta, nas trés campanhas de amostragem. A variabilidade
dos dados foi menor para as amostras compostas com duracao de 1 e 4 horas, com CV iguais a 20,7% e
42,8%, respectivamente, quando comparadas as suas respectivas amostras simples, com CV iguais a
29,9% e 71,6%, respectivamente (Tabela 3). A mesma tendéncia foi observada para a sub-bacia SBA-
05 do Ribeirdo Arrudas.

De maneira geral, é possivel afirmar que houve uma maior variabilidade dos resultados quando utilizado
0 método de amostragem simples. Além disso, as médias das concentrac@es virais obtidas também foram
menores para as amostras simples quando comparadas as suas amostras compostas correspondentes
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(coletadas na mesma hora). Esse resultado corrobora resultados de outros estudos em que foram
comparadas as coletas simples e compostas para deteccdo de SARS-CoV-2 (Curtis et al., 2020; Rafiee
etal., 2021).

Importante mencionar que a amostragem simples pode ser utilizada para a vigilancia epidemiologica do
SARS-CoV-2 no esgoto, especialmente quando a amostragem composta ndo é viavel (WEF, 2020). No
entanto, é importante levar em consideracdo que a acuracia e representatividade deste método de
amostragem pode ser menor, especialmente quando a prevaléncia de individuos infectados na regido
monitorada € baixa, visto que a concentracao viral pode ser diluida no esgoto a niveis que dificultem a
sua deteccdo quando de apenas uma tomada amostral (Curtis et al., 2020; Rafiee et al., 2021).
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Tabela 3 — Estatistica descritiva das concentragdes de SARS-CoV-2 por hora nas trés campanhas de amostragem realizadas.

MONITORAMENTO

J COVID ESGOTOS

SBA-04 - Ribeirdo Arrudas (margem esquerda)

Amostras simples (concentragéo — n° copias/ mL)

Amostras compostas (concentragéo — n° copias/ mL)

Horas Média + DP Min Max 25% 75% CV (%) Média + DP Min Max 25% 75% CV (%)
1 13,4+ 159 1,8 31,5 4.4 19,3 118,1 219+19.1 4,7 42,5 11,5 30,4 87,5
2 71+£25 4.4 9,3 6,1 8,5 34,7 27,2+17,9 7,0 41,2 20,1 37,3 66,1
3 58+53 0,2 10,6 3,4 8,6 90,3 3516 2,0 52 2,7 4,3 45,3
4 24,0+ 18,9 2,7 38,5 16,7 34,6 78,7 13,2+6,8 6,2 19,6 10,0 16,7 51,3
SBA-05 — Corrego Pastinho

Amostras simples (concentracdo — n° cépias/ mL) Amostras compostas (concentragdo — n° copias/ mL)
Horas Média + DP Min Max 25% 75% CV (%) Média + DP Min Max 25% 75% CV (%)
1 40,7 £ 68,0 1,2 119,3 15 60,5 167,0 51,8+85,4 0,2 150,4 2,5 77,5 165,0
2 14,2 + 20,8 0,00 38,1 2,2 21,2 147,0 71,1+117.1 0,0 206,2 3,5 106,6 164,8
3 59+95 0,2 16,8 0,4 8,7 161,1 52,0+ 86,1 1,1 151,5 2,3 77,5 165,7
4 10,4+ 10,8 2,7 22,7 4,2 14,2 104,4 32,2+321 13,5 69,2 13,7 41,5 99,7

SBO-01 — Corrego Ressaca/ Sarandi

Amostras simples (concentragéo — n° copias/ mL) Amostras compostas (concentragéo — n° copias/ mL)
Horas Média + DP Min Méax 25% 75% CV (%) Média + DP Min Méax 25% 75% CV (%)
1 11,9+93 6,0 22,6 6,5 14,7 78,6 12,8 £14,3 3,0 32,2 3,1 17,6 112,3
2 10,3 +14,9 1,4 27,4 1,7 14,7 144,3 13,2+14,9 2,8 29,5 5,0 18,4 112,8
3 11,2+9,3 4.4 21,9 59 14,6 83,1 8,2+6,5 1,8 14,8 49 11,4 79,3
4 16,8 + 26,2 0,7 47,0 1,7 24,9 155,4 8,1+6,0 1,6 13,5 55 11,4 74,1

SBO-02 — Cérrego Mergulhédo/ Tijuco

Amostras simples (concentragéo — n° copias/ mL) Amostras compostas (concentragéo — n° copias/ mL)
Horas Média + DP Min Max 25% 75% CV (%) Meédia + DP Min Max 25% 75% CV (%)
1 1,3+04 0,0 3,9 0,1 2,0 29,9 5712 4,8 7,0 5,0 6,1 20,7
2 1,7+04 14 2,1 15 19 23,3 58+44 0,8 8,5 4.4 8,3 75,5
3 59+41 2,2 10,3 3,7 1,7 70,0 55+8,0 0,2 14,7 0,8 8,1 147,1
4 50+36 1,6 8,7 3,2 6,7 71,5 10,8 +4,6 8,1 16,1 8,1 12,1 42,8

*DP: Desvio Padrdo; Min: Minimo; Méax: Maximo; 25%: Percentil 25%; 75%: Percentil 75%; CV: Coeficiente de variacdo, calculado pelo desvio-padrao dividido pela média e multiplicado

por 100.
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2. Comparacdo entre diferentes tempos de amostragem composta

A fim de avaliar como diferentes tempos de amostragem composta poderiam impactar na quantificacéo
de SARS-CoV-2 no esgoto, amostras compostas de 1, 2, 3 e 4 horas foram coletadas nos quatro pontos
monitorados durante as trés campanhas de amostragem (meses de agosto e setembro de 2020,
correspondente as semanas epidemioldgicas 35, 36 e 37). Esta analise teve o intuito de avaliar possiveis
tendéncias de aumento, diminuicdo ou estabilidade das concentracbes de SARS-CoV-2 ao longo do
tempo da amostragem composta. A Figura 5 (a-d) apresenta a variacdo temporal das concentrac@es de
SARS-CoV-2 das amostras compostas ao longo do tempo.

Né&o foram encontradas correlagdes fortes entre o tempo de amostragem e as concentracdes virais para a
maioria dos ensaios realizados. Excecdo ocorreu para 0s ensaios realizados na sub-bacia SBO-01 do
Ribeirdo Onca (Cdrrego Ressaca/ ETAF), em que na primeira (SE 35) e terceira (SE 37) campanhas de
amostragem foram observadas fortes correlagdes negativas entre as concentragdes virais e 0 tempo da
amostragem composta, de acordo com os valores dos coeficientes determinagdo (R?) e de correlagéo (r)
obtidos (R?=0,8159; r=-0,9032 e R?=0,9373; r=-0,9681, para as semanas epidemioldgicas 35 e 37,
respectivamente). Ou seja, houve tendéncia de redugdo das concentracGes virais com o aumento do
tempo de coleta. Entretanto, na segunda campanha de amostragem (SE 36) nesta mesma sub-bacia foi
encontrada forte correlagdo positiva entre as concentragdes virais e o tempo de coleta (R?=0,8335;
r=0,913), com tendéncia de aumento das concentragdes virais em fun¢do do aumento do tempo da coleta
(Figura 5c). Foi encontrada forte correlacéo positiva entre as concentracfes de SARS-CoV-2 e o tempo
também na 12 campanha (SE 35) realizada na sub-bacia de esgotamento SBO-02 do Ribeirdo Onca
(R?=0,9524; r=0,975; Figura 5d).
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Figura 5 — Variacdo das concentracdes de SARS-CoV-2 nas amostras compostas em func¢éo do tempo de coleta
para os pontos (a) SBA-04 Ribeirdo Arrudas (margem esquerda), (b) SBA-05 Corrego Pastinho, (c) SBO-01
Corrego Ressaca/ Sarandi e (d) SBO-02 Corrego Mergulhdo/ Tijuco durante as trés campanhas de amostragem
realizadas nas semanas epidemioldgicas 35, 36 e 37.
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3. Comparacéo entre amostragem simples e composta na sub-bacia O-2 do Ribeirdo Onca

A Figura 6 apresenta a estatistica descritiva dos resultados obtidos para as analises adicionais
realizadas na sub-bacia SBO-02 do Ribeirdo Onc¢a (Corrego Mergulhdo/ Tijuco), com intuito de
comparar as amostras simples (amostra coletada manualmente na primeira hora da campanha de
amostragem) e as amostras compostas com duragdo de 4 horas (tempo de amostragem que foi
utilizado para as coletas compostas no decorrer do Projeto Piloto).

500 4

400 +

300 4

200 |

100 | "

Concentragdo (n? de copias/ mL)

0 ' ] —n_

Simples Compaosta

=25% MS0% XMin XMax =—75%

Figura 6 — Box-plot das concentracfes de SARS-CoV-2 obtidas para a amostragem simples e composta no

ensaio adicional realizado para a sub-bacia SBO-02 do Ribeirdo Onga (Corrego Mergulhdo/ Tijuco)
As medianas das concentracfes obtidas foram iguais a 16,0 e 12,5 cOpias/ mL para a amostragem
composta e simples, respectivamente. N&o foram identificadas diferencas significativas entre as
medianas obtidas para a amostragem simples e composta, a um nivel de significancia de 5%. Dessa
forma, no caso da avaliagdo realizada nesta sub-bacia, a coleta simples pareceu ser tdo representativa
guanto a coleta composta de 4 horas. Cabe ressaltar que nesta campanha adicional de amostragem as
amostras simples foram tomadas durante a primeira hora de coleta, visto que a sub-bacia SBO-02 ¢é
uma sub-bacia pequena, com pequeno tempo de percurso no esgoto, de aproximadamente meia hora.
Dessa forma, objetivou-se captar as contribui¢fes do inicio da manhd, quando geralmente ha maior
utilizacdo dos banheiros por um maior numero de pessoas. Assim, salienta-se que informacg6es sobre
a vazdo, bem como sobre o tempo de percurso do esgoto na rede devem ser levadas em consideragéo,
principalmente quando a coleta simples for adotada, a fim de definir qual o melhor horario para a
realizacéo da coleta.
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DESTAQUES DO BOLETIM

1. Ambos os métodos de amostragem (simples e composta) foram capazes de detectar o SARS-CoV-2
na grande maioria das amostragens analisadas. Entretanto, foi observada frequéncia superior de
amostras compostas (71%) com concentragdo acima do limite de detec¢do do método (igual a 3,6 cdpias/
mL), em comparacdo com as amostras simples (58%) analisadas.

2. Quando foram comparadas as concentrac6es virais obtidas a partir das amostras simples em relacdo
as amostras compostas correspondentes (coletadas na mesma hora), observou-se que as amostras
compostas resultaram em concentracdes maiores de SARS-CoV-2, com 66% do total de amostras
compostas com concentra¢do 20% superior em relagé@o as suas amostras simples correspondentes.

3. Para as menores sub-bacias (SBA-05 — Corrego Ressaca/ Sarandi e SOB-02 — Cérrego Mergulhao/
Tijuco) investigadas, a porcentagem de amostras compostas com concentracdo superior a simples foi
ainda mais acentuada (83% para SBA-05 e 75% para SOB-02). Sugerindo que a amostragem composta
é mais indicada e representativa, nos casos das sub-bacias menores.

4. Considerando as trés campanhas de amostragem, observou-se grande variacdo das concentracfes
virais ao longo do tempo, tanto para as amostras simples, quanto para as amostras compostas. Entretanto,
maior variabilidade entre as trés campanhas realizadas foi observada para as amostras simples, quando
comparadas as suas amostras compostas correspondentes (coletadas na mesma hora).

5. A avaliacdo das variagOes temporais das amostras compostas ndo permitiu a observagéo de
correlagdes entre o tempo da amostragem composta e as concentracfes de SARS-CoV-2.

6. Na campanha de amostragem adicional realizada na sub-bacia SBO-02 do Ribeirdo Onca, ndo foram
identificadas diferencgas significativas nas concentragdes de SARS-CoV-2 entre as amostras simples
(coletadas na primeira hora da amostragem) e as amostras compostas de 4 horas. Dessa forma, observou-
se que a coleta simples foi capaz de representar as concentracdes virais no esgoto tanto quanto as
amostras compostas. No entanto, € importante considerar o tempo de percurso do esgoto na rede para a
definicéo de qual seria o melhor horario para a realizacdo da coleta.

7. Por fim, é importante salientar a possibilidade da utilizacdo da amostragem simples para o
monitoramento do SARS-CoV-2 no esgoto, quando ndo ha recursos disponiveis para a realizacdo de
amostragem composta. Quando a amostragem composta for possivel recomenda-se sua utilizacao.
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