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1. INTRODUCAO

Desde a descoberta do coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2
(SARS-CoV-2), que causou o surto inicial em Wuhan em dezembro de 2019, o novo
virus causou turbuléncia nos sistemas de saude ao redor do mundo. No Rio Grande
do Sul ao longo do més de junho de 2023 foram confirmados 238 casos de covid-19
(SES-RS, 2 de julho de 2023) e no ultimo periodo de 28 dias (31 de julho a 27 de
agosto de 2023), mais de 1,4 milhdo de novos casos de COVID-19 e mais de 1.800
mortes foram relatadas no globo (WHO, 1 setembro 2023).

A partir do conhecimento prévio sobre a excrecao de outros coronavirus como
MERS-CoV e SARS-CoV (CERRADA-ROMERO et al.,, 2022) pelas fezes, foi
observado que o RNA de SARS-CoV-2 pode ser detectado nas fezes de individuos
infectados (com ou sem sintomas) (WU et al., 2020; XU et al., 2020) e,
consequentemente, em efluentes urbanos ou esgotos sanitarios (WURTZER et al.,
2020; MEDEMA, 2020; FERREIRA, 2020).

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo evidenciar a deteccdo de
SARS-CoV-2 em amostras de efluentes urbanos no Rio Grande do Sul para confirmar
a presenca ou a auséncia do material genético viral em aguas efluentes.

2. METODOLOGIA

O Laboratério de Virologia do Instituto de Ciéncias Basicas de Saude (ICBS)
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) realizou a coleta de amostras
de EstacOes de Tratamento de Esgotos (ETE). As coletas foram realizadas na ETE
Guarani (Capdo da Canoa), ETE Santa Rosa, ETE Tega Samae (Caxias do Sul) e
ETE Araucaria (Passo Fundo).

As amostras foram previamente concentradas por ultracentrifugacdo através
do protocolo de concentragdo viral por ultracentrifugacdo descrito em PINA et al.
(1998) com adaptacbes (GIRARDI et al., 2017). Resumidamente, as amostras de
aguas residuais (36 ml) foram ultracentrifugadas a 110.000 x g a 4 °C por 1 hora. Em
seguida, o pellet foi ressuspendido em 4 mL de tampdo Glicina 0,25 N pH 9,5,
transferido para um tubo falcon de 15 ml e incubado por 30 minutos no gelo com
agitacdo por vortex a cada 5 minutos. Foram adicionados 4 mL de solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS 2X, pH 7,4), em seguida as amostras foram clarificadas
a 3.000 x g por 20 minutos para remocdo de particulas em suspensdo. Os
sobrenadantes foram coletados e ultracentrifugados a 110.000 x g a 4 °C por 1 hora.
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Os sobrenadantes foram descartados e o pellet foi ressuspendido em 500 pL de
tampdo PBS 1X, e as amostras foram armazenadas em ultrafreezer -80 °C até a
extracdo de RNA.

Foi realizada a extracdo de RNA através do Kit de Purificacdo de Acido
Nucleico Total Viral Maxwell e testes de RT-gPCR utilizando primers e sondas
desenhadas para o gene N. Resumidamente, a reacao de RT-gPCR foi realizada com
o kit AgPath One-Step RT-gPCR (Thermofisher), e as condi¢cbes de termociclagem
utilizadas foram: 15 minutos a 50 °C para a reacdo de transcricdo reversa, pré-
aquecimento a 95 °C por 10 minutos, seguido por 45 ciclos de amplificacdo de 15
segundos a 95 °C e 30 segundos a 55 °C. As cargas virais de RNA foram
determinadas a partir de uma curva padrao de controle positivo de SARS-CoV-2 com
diluicdes seriadas (cinco pontos de fator de diluicdo 1:10), previamente quantificada
por PCR de goticulas digitais (ddPCR) (MONTEIRO E SANTOS, 2017). As amostras
foram consideradas positivas se o ciclo de quantificacdo (CQ) fosse inferior a 40
ciclos, caso contrario, negativas (ou seja, sem deteccao do RNA do SARS-CoV-2 na
amostra).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tendo em vista que as pessoas excretam o SARS-CoV-2 em suas fezes e que
este pode ser encontrado em efluente néo tratado, os resultados encontrados foram
32 amostras processadas sendo que 23 apresentaram-se positivas e 9 negativas para
0 SARS-CoV-2. As cargas virais has amostras positivas variaram entre entre 51.129
e 605.544 copias gendmicas por litro.

No total foram processadas oito amostras de cada estacdo de tratamento de
aguas residuais. Na ETE Araucaria foram 6 amostras positivas e 2 negativas. Na ETE
Guarani, 7 amostras positivas e 1 negativa. Na ETE Tega-Samae, 6 amostras
positivas e 2 negativas. Na ETE Santa Rosa, 4 amostras positivas e 4 negativas.

Informacgdes a respeito da circulagéo viral de SARS-CoV-2 no esgoto sao de
grande importancia, mesmo apos os periodos de maior disseminacdo viral da
pandemia, pois nos fornecem dados a respeito da situacéo de circulacao viral atual e
podem servir como parametro para avaliar surtos e re-emergéncias em cenarios de
testagem populacional reduzida (WURTZER et al., 2020)

4. CONCLUSOES

Os resultados aqui encontrados permitem concluir que foi possivel detectar de
forma quantitativa a presenca de RNA do SARS-CoV-2 na maioria das amostras de
efluentes coletadas ao longo do periodo de monitoramento, o que permite a avaliacdo
do nivel de circulacéo do virus nas comunidades atendidas pelas diferentes ETES.
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