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RESUMO

O SARS-CoV-2, responsavel pela COVID-19, é transmitido
principalmente por goticulas respiratérias, sendo que
estudos com dguas residuais também mostraram a
presenca do virus. Os banheiros quimicos sdo utilizados em
diversos locais sem rede coletora de esgoto e contém
substancias desodorizantes para reduzir o mau cheiro e
inibir microrganismos. O objetivo deste estudo foi
pesquisar o RNA de SARS-CoV-2, em amostras de tanques
de banheiros quimicos utilizados em um evento publico na
cidade de Itapord/Mato Grosso do Sul. Realizou-se um
estudo transversal nos dias 8 a 11 de setembro de 2022, as
amostras compostas foram realizadas ao final de cada dia
do evento, totalizando quatro amostras coletadas em 38
banheiros quimicos. O RNA foi obtido e submetido a RT-
gPCR. As amostras continham uma grande quantidade de
matéria organica. Nenhuma amostra foi positiva na RT-
gPCR. O desodorizante ambiental utilizado nos tanques
tem como principio ativo o cloreto de benzalconio. A
deteccdo do SARS-CoV-2 4guas residudrias é uma
ferramenta valiosa para monitorar a presenca e
disseminagdo do virus em uma comunidade, auxiliando na
tomada de decisGes de satde publica e controle endémico.
Os beneficios superam os custos. E importante adaptar
politicas de vigilancia de acordo com cada comunidade.
ABSTRACT

SARS-CoV-2, which is responsible for COVID-19, is
transmitted mainly by respiratory droplets, and wastewater
studies have also shown the presence of the virus. Chemical
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toilets are used in many places without a sewage collection
system and contain deodorizing substances to reduce bad
odor and inhibit microorganisms. The objective of this study
was to investigate SARS-CoV-2 RNA in samples from
chemical toilet tanks used in a public event in the city of
Itaporé/Mato Grosso do Sul. A cross-sectional study was
carried out from September 8 to 11, 2022, the composite
samples were carried out at the end of each day of the
event, totaling four samples collected in 38 chemical toilets.
RNA was obtained and subjected to RT-qPCR. The samples
contained a large amount of organic matter. No samples
were positive on RT-gPCR. The environmental deodorant
used in the tanks has benzalkonium chloride as its active
ingredient. The detection of SARS-CoV-2 wastewater is a
valuable tool for monitoring the presence and spread of the
virus in a community, aiding in public health decision-
making and endemic control. The benefits outweigh the
costs. It is important to adapt surveillance policies
according to each community.

RESUMEN

SARS-CoV-2, que es responsable de COVID-19, se transmite
principalmente a través de gotas respiratorias, y los
estudios de aguas residuales también han demostrado la
presencia del virus. Los inodoros quimicos se utilizan en
muchos lugares sin un sistema de recoleccion de aguas
residuales y contienen sustancias desodorizantes para
reducir los malos olores e inhibir microorganismos. El
objetivo de este estudio fue investigar el ARN de SARS-CoV-
2 en muestras de tanques de inodoros quimicos utilizados
en un evento publico en la ciudad de Itapord/Mato Grosso
do Sul. Se llevo a cabo un estudio transversal del 8 al 11 de
septiembre de 2022; las muestras compuestas se realizaron
al final de cada dia del evento, totalizando cuatro muestras
recogidas en 38 inodoros quimicos. Se obtuvo ARN y se
sometio a RT-qPCR. Las muestras contenian una gran
cantidad de materia orgdnica. Ninguna de las muestras
resulté positiva en RT-qPCR. La deteccion de aguas
residuales del SARS-CoV-2 es una herramienta valiosa para
monitorear la presencia y propagacion del virus en una
comunidad, lo que ayuda en la toma de decisiones de salud
publica y el control endémico. Los beneficios superan los
costos. Es importante adaptar las politicas de vigilancia de
acuerdo con cada comunidad.
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INTRODUCAO
O SARS-CoV-2 foi identificado em dezembro de 2019, em Wuhan, na China, ocasionando a

COVID-19 (Lu et al.,, 2020; Zhu et al., 2020). A rapida disseminacdo levou a Organizacdo
Mundial da Sadde (OMS) a declarar uma emergéncia em janeiro e uma pandemia em marc¢o
de 2020 (WHO, 2020a). Em julho de 2022 ja havia cerca de 500 milhdes de casos de COVID-19
e 6,3 milhdes de ébitos pelo mundo (Dong et al., 2020).

A transmissdo do SARS-CoV-2 entre humanos ocorre principalmente pela via respiratéria,
através de goticulas expelidas ao tossir ou espirrar, e pelo contato com superficies
contaminadas (Liu et al., 2020; WHO, 2020b; Van Doremalen et al., 2020). Estudos com aguas
residudrias foram realizados a fim de detectar o SARS-CoV-2 (Prado et al., 2021; Li et al., 2020)
e determinar a incidéncia da COVID-19. A notoriedade desse tipo de andlise deve-se as formas
de transmissdo do virus, incluindo fluidos corporais, urina e fezes. Ha relatos de persisténcia
de RNA viral por até 25 dias em amostras de fezes (Desdouits et al., 2021; Albastaki et al.,
2021; Hemalatha et al., 2021).

Os banheiros quimicos sdo cabines plasticas contendo vaso sanitdrio, mictdrio, tanque de
dejetos e tubo de ventilacdo, amplamente utilizados em eventos festivos, esportivos,
construcdo civil, mineracdo e em locais sem rede coletora de esgotos (Figura 2 B). O tanque
pode variar de 180 a 280 litros e contém substancias desodorizantes, utilizados para reduzir o
mau cheiro e inibir o crescimento e proliferacdo de microrganismos (Sanearte, 2024; Dias et
al., 2013; Lopes, 2017). Outra modalidade sdo os banheiros em veiculos de transporte, como
onibus e avides, que funcionam com o mesmo principio e produtos quimicos (Perdew, 2015).
Apds a utilizacao, o residuo liquido precisa ser recolhido e transportado por caminhdes para
destinacgao final (Lopes, 2017).

Os desodorizantes utilizados nos banheiros quimicos contém substancias em sua composicao,
incluindo formaldeido, bronopol, alcool etilico, hipoclorito de sédio, acido dodecilbenzeno
sulfonato de sédio, cloreto de benzalconio, nonilfenol etoxilado, propilenoglicol, sulfato de
magnésio e glutaraldeido (ABNT, 2004) e sua eficacia depende da diluicdo e formulacdo
(Brasil, 2020; Sanearte, 2024).

O monitoramento da rede de esgoto, bem como de banheiros sanitdrios, se demonstra
importante, pois pesquisas ja evidenciaram que o aumento na detecc¢do viral na rede precede
0 aumento no numero de casos em humanos (de Sousa et al., 2022). Dentre as a¢des voltadas
para a saude da populacdo, estdo aquelas destinadas ao monitoramento e a deteccdo
precoce. Considerando o exposto e que o evento ocorreu no auge da pandemia, o objetivo
deste trabalho foi pesquisar o RNA de SARS-CoV-2, em amostras de tanques de banheiros
guimicos utilizados em um evento publico.

METODOLOGIA
Realizou-se um estudo transversal, de carater reflexivo, social, em um evento tipico da Regido

da Grande Dourados, Estado de Mato Grosso do Sul/MS (Figura 1). O evento ocorreu no
municipio de Itapord, que tem uma populagdo de 24.137 habitantes (IBGE, 2022) e esta
situado a 228 km da capital Campo Grande. O evento ocorreu nos dias 8 a 11 de setembro de
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2022, no periodo noturno, e as coletas das amostras foram realizadas as 6 horas do dia
seguinte, horario final do evento, totalizando quatro amostras (Figura 2 A). Apds a coleta das
amostras, o material dos tanques dos banheiros quimicos era esgotado por uma empresa
especifica e nos tanques era colocado novo desodorizante. O produto utilizado chama-se

Desodorizante Ambiental Biolimp (Bio Limp, Dourados, Brasil) com registro da Anvisa n?
3415300130015 (Brasil, 2016).

Figura 1. Pesquisa de SARS-CoV-2 em banheiros quimicos em um evento regional, Mato Grosso do Sul, Brasil
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Figura 2. Procedimentos de coleta, processamento e concentragdo das amostras
‘ ¥

A amostragem foi calculada com base no total de 44 banheiros quimicos disponiveis no local,
considerando nivel de confianca de 95% e margem de erro de 5%, acrescido de 20% para

compensar possiveis perdas amostrais durante o processo, resultando em uma amostragem
de 38 banheiros quimicos.
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A coleta foi realizada com cerca de 50 ml de cada banheiro quimico (amostra composta),
totalizando um volume final de 2 litros em cada dia de coleta. Um coletor, cedido pela empresa
de tratamento de efluentes, foi utilizado nas coletas. As amostras, in loco, foram pré-filtradas
com peneiras de malha comum (Figura 2 C), antes de serem processadas e concentradas. As
amostras foram armazenadas em caixa térmica, em temperatura aproximada de 10° C e
encaminhadas ao Laboratério de Pesquisa em Ciéncias da Saude (LPCS/UFGD). No LPCS, a
amostra foi homogeneizada e centrifugada a 4° C a 1.800 g por 5 minutos (Figura 2 E). Apds
centrifugacao, o sobrenadante foi filtrado através de um sistema estéril de filtragdo a vacuo
utilizando uma membrana de nitrocelulose com porosidade de 0,45 um (GVS Filter
Technology, Sanford, USA). Apds a filtracdo, 40 ml do filtrado foi transferido para um tubo
Falcon e adicionado 4 g de Polyethyleneglycol (Bio Ultra 8000, Sigma, Darmstadt, Germany) e
0,9 g de NaCl, agitado durante 15 minutos para completa dissolu¢dao. Em seguida realizou-se
uma centrifugacao por 60 minutos, a temperatura de 4° C a 1.800 g. Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante foi cuidadosamente retirado e o pellet eluido em PBS (saline solution buffered
with 10 mm sodium phosphate, 0.15 M NaCl, pH 7.2) a 1% e transferido a um criotubo para
armazenamento a -80° C.

O RNA foi obtido com kit QlAamp Viral RNA Mini Kit (QlAamp, Hilden, Alemanha) e
armazenado a -80° C até a analise. O RNA extraido foi submetido a RT-gPCR (transcriptase
Reversa quantitativa reacdo em cadeia da polimerase) utilizando o kit Allplex™ 2019-
nCovAssay (Seegene, Seoul, Republica da Coréia), conforme orientacdes do fabricante, em
termociclador CFX 96Touch Real-Time BioRad.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras analisadas (Figura 2D) continham uma grande quantidade de matéria organica
(fezes e urina), além de absorventes, meias, fraldas descartaveis, latas de bebidas,
guardanapos e papéis. Nenhuma amostra foi positiva para SARS-CoV-2 na RT-qPCR. A
transmissao de SARS-CoV-2 ocorre principalmente pela inalagao de goticulas no ar e pela
contaminagao por fomites. Porém, estudos apontam a agua residual como fonte de risco a
saude publica e importante fonte de dados epidemioldgicos (Kitajima et al., 2020), permitindo
a vigilancia sanitaria e ambiental, antecipacdo de surtos e monitoramento de doencas (Ribeiro
et al.,, 2023).

Ha evidéncias da presenca do virus no esgoto tanto em seu estado natural quanto tratado,
mesmo em locais sem casos confirmados (Desdouits et al., 2021; Fiocruz, 2022; Heller et al.,
2020; Weidhaas et al., 2021). O RNA do virus foi detectado em fezes, swabs retais e urina de
pacientes sintomdticos e assintomaticos (Shutler et al., 2021; Tang et al., 2020; Wolfel et al.,
2020). A concentracdo de RNA viral nas fezes pode chegar a 108 cdpias por grama, sendo
detectado em 81,8% das amostras e a carga viral sendo proporcional a gravidade da doenga
(Lescure et al., 2020; Pan et al., 2020). Devido a capacidade viral de permanecer ativo e
contagioso por horas, e em superficies distintas por varios dias, a presenca do virus do SARS-
CoV-2 esta relacionada a eventos de superpropagacao viral (Gh Jeelani et al., 2023).

O evento em estudo ocorreu apds no auge da pandemia da COVID-19, com a liberagao para
eventos com grandes aglomeragdes. Diante dos dados fornecidos pelos organizadores do
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evento, muitas pessoas frequentaram o local (aproximadamente 20 mil pessoas durante os
quatro dias), isso pode sugerir que se os individuos estivessem com COVID-19, de forma
assintomatica. Vale enfatizar também que um fato que pode ter contribuido para este
resultado é a baixa circulacdo do virus nesse periodo frente a possibilidade de individuos
assintomaticos, ou que a imunizacao contra a COVID-19 no municipio do estudo tenha sido
efetiva e aderida por grande parte da populacdo, o que sugeriria a baixa circulagdo do virus.
De acordo com o Vacindmetro COVID-19 do Ministério da Saude, no periodo do evento apenas
imunizantes monovalentes tinham sido administrados e no municipio do estudo, 43.349 doses
foram aplicadas (Brasil, 2022). De acordo com o boletim epidemioldgico do Estado do Mato
Grosso do Sul, o evento ocorreu entre a semana epidemiolégica 36 e 37, sendo que neste
periodo foram notificados 579.386 casos no estado e 792 casos novos, enquanto na cidade de
Itapora foram apenas quatro casos notificados (SES-MS, 2022).

A RT-gPCR é uma técnica quantitativa que ndo apenas detecta a presenca de virus, mas
também quantifica sua carga viral. Isso é importante, pois a carga viral estd relacionada ao
risco de transmissdo e gravidade da doenca em diversas infecgdes virais, incluindo a COVID-
19 (Pujadas et al., 2020). No estudo de Cevik et al. (2020) é destacado o impacto da carga viral
na transmissdao da COVID-19. A cinética e a dura¢dao do derramamento viral sdo cruciais para
medidas de controle, duracdo da infecciosidade e modelagem da doenca e conclui-se que a
alta carga viral pode estar relacionada com a maior transmissibilidade e sintomatologias do
coronavirus. A deteccdo em individuos assintomaticos, que representam a maioria dos
infectados pelo SARS-CoV-2, destaca o alto potencial de contaminac¢do do virus (Cevik et al.,
2021). Em um estudo realizado por Ahmed et al. (2021) sugere que amostras de esgoto com
resultados negativos podem conter RNA de SARS-CoV-2, mas abaixo do limite de deteccdo
analitica. O limite de deteccdo do kit Allplex™ 2019-nCovAssay é de 4.167 cépias/ml (100
copias de RNA/reacdo) (Seracare, Accuplex™ SARS-CoV-2). Fatores como taxa de eliminacdo
viral e diluigao do esgoto também influenciam no baixo numeros de detecgao.

Acredita-se também que os desodorizadores utilizados no tanque dos banheiros quimicos do
nosso estudo, tenham inativado o virus do SARS-CoV-2 e as variacdes das amostras, como por
exemplo, a concentracdo elevada de substancias organicas, tenha impactado na sobrevivéncia
do virus. E necessdrio, através da water-based epidemiology (WBE) epidemiologia baseada em
esgoto, compreender as varia¢des individuais que podem influenciar a concentragao viral
como pH, temperatura, vazao de agua, presenca de matéria organica e substancias quimicas
(Hillary et al., 2021). O desodorizante ambiental utilizado em nosso trabalho, tem em sua
composicao o cloreto de benzalcénio como principio ativo do produto, que é um agente de
tensdo superficial do grupo de compostos de amonio quaternario, usado como antisséptico e
desinfetante devido a sua baixa toxicidade e bom poder bactericida (Myagi et al., 2000). Sais
de amonio quaterndrios tém cations com nitrogénio pentavalente ligado a quatro radicais
organicos (Penna, 2005). Os compostos de amoénio quaternario possuem caracteristicas
antimicrobianas proprias, cuja eficacia depende da distribuicdo e tamanho dos radicais
presentes. Seu mecanismo de acdo biocida inclui inativacdo de enzimas, desnaturacdo de
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proteinas e rompimento de membranas celulares (Myagi et al., 2000; de Meirelles Kalil e da
Costa, 1994).

Os desodorizantes sdao formulagcdes que causam a morte de microrganismos em formas
vegetativas em atividade metabdlica (Brasil, 2008a). Possuem em sua composicdo substancias
como surfactantes, esséncias aromaticas e corantes, proporcionando um ambiente agradavel
por até oito horas (Brasil, 2020), além de principios ativos toxicos como o formaldeido e
bronopol. A Anvisa proibiu a presenca de formaldeido em produtos saneantes e limitou a
concentracdo maxima de 0,10% de bronopol, além de restringir outros componentes téxicos.
A Resolucdao RDC n2 35 de 2008 é a unica legislagcdo nacional que considera o potencial danoso
de produtos saneantes, porém é pouco especifica e ndo aponta alternativas ecologicamente
corretas (Brasil, 2008b).

As acdes de controle e monitoramento da COVID-19 requerem estudos epidemioldgicos e
sistemas de vigilancia populacionais que promovam a producao de evidéncias de qualidade
sobre a efetividade da intervencao individual e nos territorial, principalmente por se tratar de
uma doenca grave com uma alta transmissibilidade. Além disso, com a possibilidade de
ocorréncia assintomatica, o cenario da COVID-19 pode ser piorado em locais onde ndo ha
estratégias de deteccdo oportuna (Li et al., 2020).

CONSIDERAC@ES FINAIS

O estudo proposto pesquisou o material genético de SARS-CoV-2 no conteudo dos tanques
dos banheiros quimicos, devido a importancia do monitoramento de dguas residudrias como
ferramenta de prevencdo contra novos surtos e para auxiliar no monitoramento
epidemioldgico de casos de COVID-19. Embora nenhuma amostra tenha sido positiva para
RNA de SARS-CoV-2, provavelmente devido a baixa carga viral da populagdo, bem como o uso
de desodorizante microbicida, o monitoramento de SARS-CoV-2 em aguas residuarias é uma
estratégia de baixo custo e ampla testagem da populacdo e sugere que ag¢des de politicas
publicas relacionadas a disseminacdo viral e de salde possam ser realizadas e direcionadas
para areas especificas.
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