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RESUMO

Introducdo: O monitoramento de esgoto como forma de controle da covid-19 é reconhecido mun-
dialmente desde 2020. A confiabilidade dos resultados depende de uma metodologia representativa
de todas as varidveis envolvidas no processo. As peculiaridades de cada ambiente de coleta tornam a
padronizagao de procedimentos um processo arduo e nao linear. Objetivo: Este relato visa mostrar
os desafios e as superagdes no processo de coleta e armazenamento das amostras de dguas residud-
rias. Métodos: Coleta de amostras de esgoto para analise fisico-quimica e molecular para detecgdo
de SARS-CoV-2 em um estabelecimento penal de regime semiaberto e em um hospital universitério.
Relato de experiéncia: As coletas foram realizadas de forma efetiva e encaminhadas aos laboratérios
de Nivel de Biosseguranga 2 para os procedimentos iniciais de pré-filtracao e concentragao do SARS-
-CoV-2. As dificuldades encontradas foram: burocracia na tramitacéo da liberagdo para execugéo do
projeto, especificidade das tubulagdes, diferenga na representatividade das amostras, necessidade de
rapidez no transporte das amostras, ambientes insalubres nas estruturas fisicas dos esgotos avaliados,
apresentando riscos fisicos e bioldgicos para a equipe. Conclusao: O aspecto principal do estudo foi a
caracterizagao fisico-quimica e o monitoramento do material genético do SARS-CoV-2, porém, devido
as dificuldades encontradas inicialmente, mostrou-se necessdria a padronizagido em futuros projetos de
aguas residudrias.

Palavras-chave: Aguas residudrias; SARS-CoV-2; Instituigdo penal; Hospital universitario.

ABSTRACT

Introduction: Sewage monitoring as a way to control COVID-19 is recognized worldwide since 2020.
The reliability of the results depends on a representative methodology of all the variables involved in
the process. The peculiarities of each collection environment make the standardization of procedures
an arduous and non-linear process. Objective: This report aims to show the challenges and overcoming
in the process of collecting and storing wastewater samples. Methods: collection of sewage samples for
physical-chemical and molecular analysis for the detection of SARS-CoV-2, from a semi-open penal
establishment and a university hospital. Experience report: The collections were carried out effectively
and sent to Biosafety Level 2 laboratories for the initial procedures of pre-filtration and concentration
of SARS-CoV-2. The difficulties encountered were: bureaucracy in the process of releasing the project
execution, specificity of the pipes, difference in the representativeness of the samples, need for speed
in the transport of the samples, unhealthy environments in the physical structures of the evaluated
sewage, presenting physical and biological risks for the team. Conclusion: The main aspect of the study
was the physical-chemical characterization and monitoring of the genetic material of SARS-CoV-2, but
difficulties encountered initially, showed the need for standardization in future wastewater projects.
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INTRODUGAO

A pandemia da covid-19, iniciada em 2020 e per-
sistente mesmo depois da disponibilizacdo do pro-
grama de vacinacdo da populagdo mundial, mos-
trou a necessidade de procedimentos e protocolos
rapidos e eficazes na determinagdo e no controle
da doenca. Dentre as técnicas de grande relevan-
cia no controle epidemioldgico, a epidemiologia
baseada em dguas residudrias tem sido apontada
como uma solucdo eficaz e de baixo custo, bem
como utilizada como dados adicionais para apoiar
estudos clinicos e estabelecer agdes preventivas
para reduzir infec¢des comunitarias’.

Em novembro de 2020, foi apresentado um
dos primeiros estudos utilizando aguas residua-
rias como forma de deteccdo de contaminacéo por
SARS-CoV-2%*3. Nesse periodo de quase dois anos,
varios estudos foram apresentados, confirmando a
eficiéncia da metodologia em determinagdo da in-
cidéncia da doenca*®. A notoriedade desse tipo de
andlise em termos de populacdo se deve as vias de
transmissdo do virus, que incluem fluidos corpo-
rais, urina e fezes’.

Ha relatos de persisténcia de RNA viral por até
25 dias em fezes e a deteccdo em populacio assin-
tomatica que representa quase 50% dos contami-
nados, e, portanto, agentes transmissores com alto
potencial de contaminag¢do®®. O monitoramento
da rede de esgoto se demonstra necessario, uma
vez ja evidenciado que o aumento na detecgéo vi-
ral na rede precede o aumento no nimero de casos
em humanos®.

Indmeras varidveis podem influenciar os resul-
tados das andlises. Alhama e colaboradores'! citam
como fatores relevantes: temperatura, hordario de
amostragem, amostras compostas, metodologia de
concentracédo e deteccdo de RNA viral e necessida-
de de procedimentos padronizados com possibili-
dade de adaptacdo as condig¢des intrinsecas do am-
biente de analise.

Portanto, este estudo teve como objetivos re-
latar situacoes vivenciadas durante as coletas de
amostras de aguas residudrias do sistema de esgo-
to em dois pontos distintos, sendo um estabeleci-
mento penal de regime semiaberto e um hospital
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universitdrio, buscando uma padronizacdo e um
desenvolvimento de medidas sanitirias que pos-
sam ser utilizadas para a detecgdo prévia do virus
SARS-CoV-2 na rede de esgoto, ampliando o en-
tendimento da atuagdo complexa que antecede a
parte da pesquisa.

METODOS

Trata-se de um estudo descritivo de cariter refle-
xivo, social, tipo relato de experiéncia, elaborado
pelos grupos de pesquisa da Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD), Universidade Esta-
dual de Mato Grosso do Sul (UEMS) e Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES). As coletas acon-
teceram em tempos distintos devido aos projetos
envolverem essas trés universidades. Os locais dos
estudos ficaram definidos em estabelecimento pe-
nal de regime semiaberto (Ponto A) e um hospital
universitario (Ponto B).

RELATO DE EXPERIENCIA

As coletas no Ponto A foram iniciadas em setembro
de 2022, apds autorizagdao concedida pela agéncia
administradora do sistema penitencidrio de Mato
Grosso do Sul. O grupo de pesquisa foi até o local
a fim de conhecer o funcionamento e a distribui-
¢do do sistema de esgoto. Foi observado um ponto
externo, anterior a estacao de tratamento, que reu-
ne o fluxo do esgoto de todo o semiaberto (Figura
1-A). Amostras semanais foram coletadas por seis
meses, as 17h, hordrio em que retornam os internos
que trabalham fora da instituicdo durante o dia e
que, com isso, aumenta a vazdo do esgoto gerado. O
tempo de coleta foi estimado em uma hora e o volu-
me final da amostra foi de 1 litro (200 mL a cada 15
minutos). Um coletor, cedido pela empresa de trata-
mento de efluentes da cidade de Dourados/MS, foi
utilizado na coleta (Figura 1-B). As amostras foram
armazenadas em caixa térmica, em temperatura
aproximada de 10°C (Figura 1-C) e encaminhadas
aos laboratérios de Nivel de Biosseguranca 2 (NB2)
das respectivas instituicdes de pesquisa.
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As coletas no Ponto B seguiram os mesmos proce-
dimentos em relacdo a solicitacdo de autorizacio.
Durante a visita de observacdo do funcionamento
do sistema de esgoto (Figura 1-D), verificou-se o
maior fluxo de aguas residudrias as 7 horas, respos-
ta aos protocolos internos da instituicao, como ho-
rario de banho dos pacientes, assepsias locais e um
maior nimero de pacientes que ddo entrada para
intervengoes cirturgicas. O coletor foi descartado
a cada coleta com objetivo de minimizar possiveis
contaminacgdes (Figura 1-E) e foi adaptado por um
recipiente plastico de 20 litros e cordas de nylon. O
tempo de coleta e a forma de armazenamento foi o
mesmo utilizado no Ponto A.

Cuidados na avaliagdo de riscos ergondémicos,
fisicos, mecéanicos e bioldgicos foram seguidos
para a seguranca de toda a equipe envolvida. Fo-
ram utilizados Equipamentos de Protecao Indi-
vidual (EPIs), como jalecos descartdveis e imper-
medveis, propé, mascaras e luvas (Figura 1-F). As
amostras que continham uma grande quantidade
de material organico passaram por uma etapa de-
nominada pré-filtracdo antes de serem concentra-
das, posteriormente foram processadas e a extra-
¢do do material genético se deu através dos kits/
insumos e protocolos recomendados pelos labora-
térios de referéncia do Ministério da Saude.

FIGURA 1. A: Ponto de coleta do esgoto do estabelecimento penal. B: Coletor utilizado durante as coletas no estabelecimento penal. C: Acondicionamento

das amostras em caixa térmica apropriada. D: Ponto de coleta do esgoto do hospital universitdrio. E: Coletor utilizado durante as coletas no hospital

universitario. F: EPIs utilizados durante as coletas. Fonte: Arquivo pessoal dos autores.
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DISCUSSAO

Neste relato, detectou-se varios quesitos que sdo es-
senciais antes, durante e ap6s a realizagdo dos pro-
cedimentos por meio da experiéncia obtida a partir
das coletas de amostras de dguas residudrias nos
locais citados.

A primeira etapa na realizagdo de um projeto de
pesquisa é a obtencdo dos documentos, que inclui a
autorizagdo prévia emitida pelos drgaos competen-
tes responsaveis pelos estabelecimentos, consen-
tindo com a execugao do trabalho. Neste relato, o
processo para anuéncia dessa autorizagao levou em
média 60 dias, tempo postergado devido a questdes
burocraticas e recessos administrativos. No peri-
odo da pandemia em que o estudo foi conduzido,
havia uma falta de conhecimento cientifico sobre
a disseminagdo do virus, o que gerava incertezas
quanto as melhores estratégias para monitoramen-
to, prevencido e combate ao virus'?. Portanto, era
crucial lidar rapidamente com as questdes buro-
craticas, uma vez que o monitoramento ambiental
para SARS-CoV-2 é uma ferramenta complementar
a vigilancia epidemiolégica’®**.

Outra questdo essencial a ser analisada seria o
ponto de coleta diante das particularidades, das es-
pecificidades de tubulacdo, do tamanho e da pro-
fundidade do esgoto. Ao se deparar com a diferenca
entre as tubula¢des nos dois estabelecimentos, foi
necessaria a realizacdo de adaptacoes de instrumen-
tos para serem utilizados como coletores. Estudos
demonstram diversidades na coleta de amostras de
aguas residudrias através da utilizacdo de garrafas
plasticas ou até mesmo sacos, evidenciando a ne-
cessidade de uma padronizacéo, a fim de obter mais
representatividade e mitigar contaminagdes'>°.

Os hordrios de coleta foram diferentes nos dois
estabelecimentos. Para que o volume coletado re-
flita representatividade do local de estudo, Parida
et al.'” demonstrou que o volume para deteccdo de
SARS-CoV-2 em aguas residudrias pode variar de
200 mL a 2 litros. Diante disso, um ponto importan-
te é padronizar os horérios de coleta com o maior
fluxo do esgoto, constatando a necessidade de ob-
servacoes e visitas didrias nas institui¢cdes para co-
nhecimento do funcionamento da realidade local.
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Apds a coleta, as amostras devem ser armaze-
nadas em temperatura média de 10°C, no periodo
maximo de 24 horas; com isso, a logistica entre o
ponto de coleta e o laboratério de pesquisa deve ser
favoravel para que seja conservado o RNA viral'®. O
armazenamento posterior deve ser feito em tempe-
ratura de -80 °C até as proximas andlises.

Ainda, antes da andlise molecular, amostras
oriundas de dguas residudrias necessitam de pro-
cessamento dividido em duas principais etapas:
necessidade de pré-filtracao em amostras que apre-
sentam grande quantidade de matéria organica, a
fim de melhorar a concentracio viral®®*; e a propria
concentracdo viral. Em nosso trabalho, realizamos
a filtracdo com peneira e concentracdo por precipi-
tacdo com polietilenoglicol (PEG). Varias técnicas
ja foram descritas quanto a esse procedimento, e a
precipitacao com PEG tem se mostrado eficaz para
concentrar o SARS-CoV-2 em amostras de agua e
aguas residudrias®.

Em relacdo aos riscos durantes as coletas, os
principais foram elencados: 1) riscos fisicos:
tampo de esgoto pesado, sendo necessiria mais
de uma pessoa para sua abertura, além de haver
riscos na ocorréncia de acidentes; presenca de in-
setos e animais peconhentos em todos os pontos
de coletas que se encontravam afastados da insti-
tuicdo e em meio a natureza. 2) riscos bioldgicos:
coleta de esgoto de instituicdo hospitalar e esta-
belecimento penal, contendo diversos tipos de
microorganismos, como bactérias, protozoarios,
virus, fungos; na penitencidria isso acontece de-
vido a facilidade de contaminacéo entre internos,
devido ao compartilhamento de objetos, local fe-
chado e sem ventilacdao?..

Os Centros de Controle e Prevencdo de Doen-
cas (Centers for Disease Control and Prevention —
CDC)** também evidenciam que individuos que
trabalham com coletas de aguas residudrias apre-
sentam mais chances de contrair doengas transmi-
tidas pela d4gua, com isso preconizam o uso de EPIs
corretos, o treinamento para correta utilizagédo, as
precaugoes de higiene, principalmente das maos, e
ainda o descarte dos materiais sdo de suma impor-
tancia. Kasloft et al.*® selecionaram diversos EPIs
utilizados durante a pandemia e demonstraram
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a persisténcia de SARS-CoV-2 em até 21 dias em
madscaras e sete dias em luvas.

Outro ponto a ser observado antes da realizagéo
das coletas é a previsdo do tempo — pelas experién-
cias obtidas, ndo é aconselhada a realizacdo em dias
com temperatura muito elevada devido ao uso dos
EPIs, que aumenta a temperatura corporal, e tam-
bém em dias chuvosos devido aos riscos de quedas,
diluicdo da amostra e diversos contratempos como
raios, alagagées, entre outros.

CONCLUSAO

A grande vertente foi monitorar o material genéti-
co do SARS-CoV-2 e sua caracterizagéo fisico-qui-
mica, porém algumas dificuldades encontradas em
meio a essa etapa inicial demonstraram necessida-
de de padronizacdo, planejamento e manipulagio
para futuros projetos envolvendo dguas residudrias.
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