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RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a ocorréncia dos virus SARS-CoV-2, rotavirus A e
norovirus nas matrizes de esgoto bruto, esgoto tratado, lodo e escuma em um sistema de
tratamento do tipo reator UASB. Adicionalmente, avaliou-se a persisténcia do rotavirus A no
lodo excedente desaguado no leito de secagem durante 63 dias. O estudo foi realizado no Centro
de Pesquisa e Treinamento em Saneamento (CePTS) UFMG/COPASA, localizado na Estacao
de Tratamento de Esgoto do Arrudas na cidade de Belo Horizonte/MG. O sistema compacto de
tratamento do tipo UASB tratou uma vazao de 80 m3/dia e foram descartados 3 m? de lodo
anaerobio excedente em leito de secagem para avalicdo do decaimento de virus. Foram
realizadas 9 coletas para cada matriz durante os meses de setembro a dezembro de 2020. Para
a deteccdo e quantificacdo dos virus, foi utilizada a técnica de RT-qPCR. A concentragdo de
SARS-CoV-2 no esgoto bruto variou entre 2,00x10* e 3,76x10* cg/l, com amplifica¢io de 67%
das amostras. Em contrapartida, os rotavirus amplificaram em 100% das amostras, com
concentracdes variando de 9,09x10° cg/l a 4,65x10° cg/l. No esgoto tratado, as concentracdes
de SARS-CoV-2 variaram entre 6,73x10% e 6,34x10° cg/l com remog¢io média de 0,66 log10.
O efluente tratado apresentou rotavirus A em concentragdes de 4,65x10° e 4,63x10* cg/l, com
reducdo de 0,27 log10. Os percentuais de amostras positivas foram de 67% e 100% para SARS-
CoV-2 e rotavirus A, respectivamente. No lodo de reator UASB as concentracdes de SARS-
CoV-2 variaram de 7,84x10% a 8,98x10* cg/gST, enquanto os rotavirus A variaram de 3,35x10*
a 5,91x10* cg/gST. Os virus deixaram o reator por meio do descarte de lodo na propor¢io de
29% e 17% para o novo coronavirus e rotavirus, respectivamente. Nas amostras de lodo, a taxa
de positividade para o SARS-CoV-2 e rotavirus foi de 89% para ambos os virus. A escuma
apresentou concentragdes de SARS-CoV-2 variando de 2,67x10° a 2,39x10* cg/gST. Foram
detectadas concentracdes de rotavirus A na faixa de 1,3x10% e 7,40x10* cg/gST em amostras de
escuma. Nas amostras de escuma, as taxas de positividade foram de 67% e 100% para o SARS-
CoV-2 e rotavirus A respectivamente. Os norovirus apresentaram concentragdes abaixo do
limite de quantificagdo em todas as matrizes. Foi observada a presenca de norovirus em 44%
das amostras de esgoto bruto, 56% de efluente tratado, em 22% das amostras de lodo e 56%
nas amostras de escuma. Foi avaliada a persisténcia do rotavirus A no lodo de descarte do reator
UASB apos o desague no leito de secagem. Constatou-se que o virus estava presente em 100%
das amostras apds o monitoramento de 63 dias.

Palavras-chave: Sars-CoV-2. Rotavirus. Norovirus. Esgoto.



ABSTRACT

This research aimed to evaluate the occurrence of SARS-CoV-2, rotavirus A, and norovirus
viruses in sewage, treated sewage, sludge and scum from a UASB reactor-type treatment
system. Additionally, the persistence of rotavirus in the sludge in the drying bed for 63 days
was evaluated. The study was carried out at the Sanitation Research and Training Center
(CePTS) UFMG/COPASA, located at the Arrudas Sewage Treatment Station in the city of Belo
Horizonte/MG. The UASB-type compacted system used has a treatment capacity of 80 m3/day
and 3 m? of sludge anaerobic volume were discarded in the drying bed. Nine samplings were
carried out for each matrix during the months of September to December 2020. For the detection
and quantification of the viruses, the RT-qPCR technique was used. The concentration of
SARS-CoV-2 in sewage varied between 2.00x10* and 3.76x10* gc/l, with amplification of 67%
of the samples. In contrast, rotaviruses A amplified in 100% of the samples and ranged from
9.09x10° gc/l to the maximum concentration, 6.5x10° cg/l. In the treated sewage, the SARS-
CoV-2 varied between 6.73x10° gc/l with an average removal of 0.66. Rotavirus A had a
concentration of 4.65x10° and 4.63x10* gc/l, with a reduction of 0.27 logl0. The positive
sample rated were 66.67% and 100% for SARS-CoV-2 and rotavirus A, respectively. In the
UASB reactor bottom sludge, SARS-CoV-2 concentrations ranged from 7.84x10° to 8.98x10*
gc /gTS while rotavirus A ranged from 3.35x10* to 5.91x10* gc /gTS. The viruses left the
reactor through the disposal of sludge in the proportion of 29% and 17% for the new coronavirus
and rotavirus A, respectively. The positivity rate of the samples for SARS-CoV-2 and rotavirus
A was 89% for both viruses. The scum showed SARS-CoV-2 concentration values ranging
from 2.67x10° and 2.39x10* gc /gTS. Rotavirus concentrations in the range of 1.3x10* and
7.40x10* cg/gTS were detected. Sample positivity rates were 67% and 100% for SARS-CoV-2
and rotavirus A respectively. It was not possible to quantify noroviruses due to its low
concentration in the environmental. However, the presence of this virus was observed in 44%
of the raw sewage samples, 56% in the treated effluent, in 22 % of the sludge samples and 56%
in the scum samples. The persistence of rotavirus A in the waste sludge from the UASB reactor
after dewatering in the drying bed was evaluated. The virus was found in 100% of the samples
after the 63-day monitoring.

Keywords: Sars-CoV-2. Rotavirus. Norovirus. Wastewater.
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1 INTRODUGAO

No ano de 2017, foram reportados a Organizagdo Mundial da Saude aproximadamente 1,2
milhdo de casos de cdlera e 5.654 mortes resultantes da ingestdo de agua contaminada e

péssimas condigoes sanitarias (WHO, 2018).

A maior parte das infecgdes virais transmitidas pela agua sdo causadas por virus entéricos, que
sao virus nao-envelopados, como enterovirus (poliovirus, coxsackievirus, echovirus),
norovirus, adenovirus, rotavirus, astrovirus, hepatite A ¢ E (AW, 2018). Os rotavirus e
norovirus sdo responsaveis por surtos de gastroenterite em todo o globo terrestre. Nos paises
desenvolvidos, os norovirus sao identificados como a causa mais comum de gastroenterite
aguda ndo bacteriana em criangas e adultos (AHMED et al., 2014). No entanto, nos paises em
desenvolvimento, os rotavirus sdo os principais responsaveis por gastroenterites aguda em

lactentes e criangas pequenas no sul da Asia e na Africa Subsaariana (DA SILVA et al., 2016).

As estacOes de tratamento de esgoto (ETE) exercem um importante papel no controle da
poluicao. Por meio de diversas operagdes unitarias, removem a matéria organica, nutrientes e
patogenos presentes nos esgotos ao nivel de concentracdo na qual os corpos d"agua conseguem
depurar. Porém, ainda ha poucas informagdes disponiveis quanto a remog¢do de virus nos
sistemas de tratamento, especialmente aqueles usados em paises em desenvolvimento, como
reatores UASB, lagoas e sistemas alagados construidos. Estudos de remocdo desses
microrganismos em ETEs sdo escassos e concentrados em sistemas de lodos ativados e
biorreator de membranas, pois a maioria dos estudos foram realizados em paises desenvolvidos,

onde tais tecnologias sdo aplicadas.

Para que os sistemas de tratamento possam ser melhorados, estudos sobre a ocorréncia,
prevaléncia e remocao de diferentes virus devem ser realizados nos mais variados tipos de ETEs
€ nas matrizes ambientais presentes nos sistemas de tratamento para gerar dados que possam
ser utilizados na constru¢do de modelos matematicos para melhor compreensao dos processos
de remocao e para o aprimoramento do projeto de estagdes de tratamento. Nao obstante, os
dados também podem auxiliar as autoridades ambientais na tomada de decis@o quanto aos riscos
envolvidos no retso de agua direto e indireto bem como dos subprodutos gerados, tais como os
biossolidos. Ainda podem servir de referéncia para a proposi¢do de normas regulamentadoras

de aplicacao dos subprodutos.

Programa de P6s-Graduagdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos
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Cabe ressaltar que o crescimento da populacdo e da demanda de agua aliados aos impactos
ambientais da polui¢do, fazem com que cresg¢a o interesse pelo retiso de aguas residudrias. A
compreensdo de como os virus persistem nos sistemas ¢ fundamental para que sejam

desenvolvidas tecnologias para o tratamento adequado e gestao segura da agua.

No Brasil, as pesquisas sobre inativacdo de virus no tratamento de esgoto tém focado
principalmente em lodos ativados, sendo escassos os estudos em outras tecnologias aplicadas
no pais. Em Minas Gerais, ASSIS (2016) realizou um dos primeiros estudos de ocorréncia de
virus entéricos no esgoto. A autora avaliou a remogao de adenovirus humano e rotavirus A em

um sistema de tratamento de esgotos por lodos ativados na cidade de Juiz de Fora.

Com o surto da COVID-19 em 2019, causada pelo virus SARS-CoV-2, identificado em
dezembro daquele ano e a elevacao da situacdo para pandemia em margo de 2020, foi
descoberto que os pacientes acometidos por esta sindrome, excretavam particulas virais do novo
coronavirus nas fezes. A partir desta observacao, iniciaram-se, mundialmente, pesquisas para o
monitoramento destes microrganismos no esgoto ¢ durante o tratamento em ETEs. O Instituto
Nacional de Ciéncia e Tecnologia em ETE’s Sustentaveis — INCT ETE’s Sustentaveis e a
Agéncia Nacional de Aguas (ANA) realizaram o projeto piloto de monitoramento da COVID-
19 nos esgotos de Belo Horizonte com o objetivo de compreender esta técnica como ferramenta

epidemiologica para o combate a COVID-19.

Recentes estudos na regido metropolitana de Belo Horizonte avaliaram a ocorréncia e a
remog¢ao de adenovirus € SARS-CoV-2 nos esgotos (ESPINOSA et al., 2022; MOTA et al.,
2021). Ha lacunas sobre a presenc¢a de outros virus de interesse ambiental e de saide publica
nos efluentes domésticos da cidade de Belo Horizonte, que possuam como forma de transmissao
a rota fecal-oral, tais como os rotavirus A e norovirus, assim como remogao desses patdgenos
por meio de tecnologias comumente aplicadas no pais. Estes virus também estdo presentes nos
lodos gerados pelas estacdes, que geralmente sdo despejados em leitos de secagem para

remog¢ao de umidade antes de serem encaminhados para a destinacao final.

Desta maneira, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a ocorréncia dos virus entéricos
rotavirus e norovirus assim como o virus SARS-CoV-2 em uma estag¢do de tratamento do tipo
UASB localizada na cidade de Belo Horizonte, além de avaliar a particdo desses virus nas
diferentes matrizes presentes (afluente, efluente, lodo e escuma). Adicionalmente, estudou-se a

persisténcia do rotavirus A em lodo de UASB apo6s seu descarte em leito de secagem durante 2

Programa de P6s-Graduagdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos



14

meses. A escolha deste monitoramento foi devido aos referidos patdgenos apresentar resisténcia
aos agentes fisicos e quimicos pelas suas caracteristicas estruturais e possuem importancia

epidemiologica por serem causadores de doengas diarreicas em criangas e individuos jovens.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia e decaimento dos virus rotavirus, norovirus € do SARS-CoV-2 em um
sistema de Tratamento de Esgoto do tipo UASB e a persisténcia de rotavirus em lodo desaguado

em leito de secagem.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a ocorréncia e decaimento dos virus rotavirus, norovirus ¢ SARS-CoV-2 nas
matrizes constituintes do sistema UASB: esgoto bruto, esgoto tratado, escuma, lodo do reator

UASB;

e Avaliar o decaimento do virus rotavirus A durante o periodo de 63 dias de desaguamento do

lodo em leito de secagem,;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Virus e o Esgotamento Sanitario

O ser humano ¢ um reservatorio natural de diversos organismos microscopicos tais como
bactérias, protozoarios, helmintos e virus. Estes microrganismos podem apresentar capacidade
de causar enfermidades em seus hospedeiros, sendo assim denominados de agentes patogénicos
ou por apenas patdogenos. Muitas doengas sdo transmitidas através da rota fecal-oral tendo como
principais veiculos de transmissdo as excretas humanas e de animais ricas em agentes
infecciosos (FEACHEM et al., 1983). O contagio ¢ agravado pela falta de saneamento basico,

o que favorece o contanto dos individuos com os dejetos humanos.

Dados da Organizacao Mundial da Saude (OMS) mostram que a diarreia, doencga de rota fecal-
oral, ¢ a segunda causa de mortalidade infantil em criancas menores de 5 anos (WHO, 2017).
No ano de 2017, foram reportados 8 OMS aproximadamente 1,2 milhdo de casos de colera e
5.654 mortes resultantes da ingestdo de agua contaminada e péssimas condigdes sanitarias
(WHO, 2018). No mundo, aproximadamente 616 milhdes de pessoas ndo possuem acesso ao
esgotamento sanitario ou a solu¢des melhoradas de esgoto e 494 milhdes praticam a defecagdo
a céu aberto. A maior parte da populacdo sem acesso a esgotamento sanitario vive em areas
rurais. Além disso, um terco do total de pessoas que vivem sem saneamento basico residem em
paises menos desenvolvidos. Estima-se que 3,6 bilhdes de pessoas no mundo ainda utilizam

fossas, latrinas ou defecam ao ar livre (WHO; UNICEF, 2021).

No Brasil, dados do Sistema Nacional de Informagdes sobre Saneamento — SNIS mostram que
54,1% da populagdo brasileira ¢ atendida por rede de esgotamento sanitario e que as
macrorregioes Norte, Nordeste e Sul apresentam indices inferiores a média nacional, com
valores do indicador de atendimento respectivos de 12,3%, 28,3% e 46,3%. As regides Sudeste
e Centro-Oeste estdo acima da médica nacional com respectivos percentuais de 79,5% e 57,7%
de cobertura de rede de esgoto. Calcula-se que do total de esgotos gerados no Brasil, apenas
49,1% sao tratados. Em relacao aos efluentes domésticos coletados nos domicilios brasileiros,
somente 78,5% recebem tratamento (SNS, 2019). De acordo com a Agéncia Nacional de Aguas
(ANA), no ano de 2017, aproximadamente 12% da populagdo brasileira era atendida por
solugdo individual do tipo fossa séptica, 18% da populacdo se enquadrava na situagdo em que
0s esgotos sao coletados, mas nao eram tratados, e 27% era desprovida de atendimento, ou seja,

ndo havia coleta nem tratamento de esgoto (ANA, 2017). Os dados demonstram que a
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universalizacdo do saneamento basico no Brasil ainda ndo ¢ uma realidade e que se deve ter o

adequado gerenciamento dos ricos microbioldgicos para o uso seguro da agua.

Os efluentes gerados em localidades com sistemas completos de esgotamento sanitario sao
encaminhados para as estagdes de tratamento de esgoto (ETE), nas quais passam por diversas
operagdes unitarias que removem matéria organica, nutrientes € patogenos, com niveis de
remogao variados, conforme a tecnologia adotada. Os processos mais encontrados no pais sao
os constituidos de: lagoa anaerdbia seguida de lagoa facultativa, conhecidos como sistema
australiano e que somam 364 ETE’s, seguida do tratamento por apenas reator anaerdbio de alta
taxa com 328 unidades, logo apos tem-se os tanques sépticos associados a filtros anaerobios,
com 215 unidades. Os sistemas de tratamentos menos usados sdo os constituidos de apenas
lagoas facultativas, com 203 unidades e na ultima posi¢ao estao os reatores anaerdbios seguidos
de filtros bioldgicos, com 177 unidades identificadas, conforme apresentado na Figura 3.1. O
sistema australiano ¢ mais representativo na Regido Sudeste, enquanto os reatores anaerobios
predominam nas regides Nordeste, Sul e Centro-Oeste (ANA, 2017). Nota-se que a maioria dos

sistemas de tratamento focam na remog¢ao de matéria organica.

Figura 3.1 — Tratamentos mais utilizados no Brasil por quantidade de ETE’s

Reator Anaerdbio + Filtro Bioldgico 117
Lagoas Facultativas 203
Fossa Séptica + Filtro Bioldgico 215
Reator Anaerdébio 328
Sistema Australiano 364

0 50 100 150 200 250 300 350 400

NUMERO DE ETE'S
Fonte: Adaptado de ANA (2017)

Os efluentes tratados sdo lancados em corpos d’agua ou dispostos no solo, o que resulta em

retso indireto. H4 a possibilidade realizar o reuso direto do esgoto tratado para usos nao
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potaveis e no cultivo de plantas. O lodo gerado no processo de tratamento também pode ser
utilizado como adubo na agricultura. Deve-se assim ter o controle microbioldgico destes
subprodutos. Porém, em relacdo ao efluente tratado, o risco ¢ controlado por um indicador
bacteriologico (coliformes totais e E. coli). No entanto, esse indicador tem sido questionado
uma vez que alguns virus sdo mais resistentes aos agentes desinfetantes como o cloro e a
ultravioleta (LI et al., 2009). Ressalta-se que a nivel nacional ndo hé o estabelecimento de um
indicador de remocao de microrganismo como padrdo de langamento a ser atendido, apenas os
estados de Ceard, Pernambuco, Bahia e Rio Grande do Sul que empregam a remocdo de
coliformes termotolerantes como parametro de qualidade e somente os estados de Ceard, Minas
Gerais e Sao Paulo possuem leis especificas para o reuso de efluentes tratados (MORAIS;

SANTOS, 2019; MINAS GERALIS, 2020).

3.1.1 Virus

Virus sdo parasitas obrigatorios, desta maneira, necessitam de células hospedeiras para se
replicarem. Sdo classificados conforme o tipo de material genético que carregam que pode ser
RNA (4cido ribonucleico) ou DNA (4cido desoxirribonucleico), assim como pela presenga ou
auséncia de uma membrana lipoprotéica exterior, denominados de virus envelopados e virus

nao-envelopados, respectivamente (Figura 3.2).

Figura 3.2 - Virus ndo-envelopado e envelopado

Amdo_ Acido
nucleico

nucleico

Capsideo
(composto por
capsomeros) |

Virus nao envelopados Virus envelopados
Fonte: (MADIGAN et al., 2016)
No ambito da virologia ambiental, diversos estudos de ocorréncia e quantificacdo de virus no

ambiente possuem como foco o grupo denominado de virus entéricos, que ¢ a terminologia
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utilizada para designar os grupos virais presentes no trato gastrointestinal humano e que podem
disseminar doencas de rota fecal-oral (PRADO; MIAGOSTOVICH, 2014). S3o virus de
simetria icosaédrica, ndo-envelopados e altamente resistentes as condi¢des desfavoraveis do
meio ambiente (CORPUZ et al., 2020), por exemplo, alguns virus entéricos apresentam
resisténcia a cloracgdo e a desinfec¢ao por ultravioleta (UV). Além da rota fecal-oral, esses virus
podem ser transmitidos pelo contato com pessoas infectadas, por meio de animais (zoonoses)
e/ou objetos contaminados (fomites). A Figura 3.3 apresenta um esquema com as possiveis

rotas de transmissdo de virus entéricos em ambientes aquaticos.

Figura 3.3 - Possiveis rotas de transmissao dos virus entéricos em ambientes aquaticos
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Fonte: Autor (2022).

Os principais virus entéricos humanos estudados e encontrados na literatura sio membros de
seis familias: Picornaviridae, Caliciviridae, Hepeviridae, Reoviridae, Astroviridae, todos virus
de RNA, e Adenoviridae dentro da familia de virus de DNA (RUSINOL;GIRONES, 2017).
Essas familias de virus apresentam relacdo com doencas de veiculagdo hidrica, infec¢des e com
surtos ou casos esporadicos com ampla gama de sintomas de gastroenterite leve a grave a
meningite, doenca respiratoria, conjuntivite, miocardite, paralisia ou hepatite. A presenca
desses virus no ambiente, além de indicar a contaminagdo por fezes humana, permite ainda
identificar a prevaléncia de uma doenca em uma area ou comunidade. Destaca-se que uma

pessoa infectada é capaz de excretar entre 10° e 10'? particulas de virus por grama de fezes

Programa de P6s-Graduagdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos



20

(GERBA, 2000). A Tabela 3.1 apresenta os principais virus encontrados em ambientes

aquaticos e as doencas relacionadas.

Tabela 3.1 — Virus humano encontrados no ambiente aquatico

Género

Tipo de Genoma

Nome Popular

Doencas

Enterovirus (EV)

Hepatovirus

Reovirus
Rotavirus
Norovirus

Sapovirus
Hepevirus

Mamastrovirus
Coronavirus
Orthomuxovirus
Parvovirus

Mastadenovirus

Polyomavirus

Circovirus

RNA de fita
simples

RNA de fita
simples
RNA segmentado
de fita dupla
RNA segmentado
de fita dupla
RNA de fita
simples
RNA de fita
simples
RNA de fita
simples
RNA de fita
simples
RNA de fita
simples
RNA segmentado
de fita simples
DNA de fita
simples
DNA de fita
dupla

DNA de fita
dupla

DNA de fita
simples

Poliovirus (PV)

Coxsackie virus
A, B

Echovirus

Virus da Hepatite
A (HVA)

Reovirus humano

Rotavirus humano
(RV)
Norovirus humano
(NoV)

Sapovirus humano

Virus da Hepatite
E (HEV)
Astrovirus
Humano
Coronavirus
humano
Orthomuxovirus
humano
Parvovirus
humano
Adenovirus
humano (HAdV)

Polyomavirus
(JCPyV)

Virus do Torque
Teno (TTV)

Paralisia, meningite, febre

Herpangina, meningites, doengas
respiratorias, doengas das maos,
pés e bocas, miocardites,

anomalias no coragdo, pleurodinia,

diabetes, doengas cutineas

Meningite, febre, doenca
respiratoria, doengas cutaneas,
gastroenterite

Hepatite

Desconhecido
Gastroenterites
Gastroenterites

Gastroenterites
Hepatite

Gastroenterites

Gastroenterites, doencas
respiratorias, SARS

Influenza, doengas respiratorias

Gastroenterites

Gastroenterites, doencas
respiratorias, conjuntivite
Leucoencefalopatia multifocal
progressiva, doengas do trato
urinario

Desconhecido/hepatites

Fonte: adaptado de BOSCH et al. (2008).

Os adenovirus humanos (HAdV) pertencem a familia Adenoviridae e o género Mastadenovirus

contém todos os serotipos humanos. Com tamanho entre 80 ¢ 90 nm e genoma constituido de

DNA de fita dupla, esses virus podem causar diversas doengas, tais como infecgdes respiratorias

e oculares, gastroenterites, encefalites, pneumonias e infec¢des no trato respiratorio e intestinal
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(SINCLAIR; JONES; GERBA, 2009). Devido as altas frequéncias de detec¢ao dos HAdV em
diversos tipos de ecossistemas aquaticos, a auséncia de sazonalidade e a sua resisténcia aos
processos de tratamento de agua e esgoto, esses agentes patogénicos tém sido considerados
como bons indicadores para avaliar a contaminag¢do viral humana no ambiente. Porém, ndo sao
modelos adequados para virus de RNA e virus envelopados (YE et al., 2016; WIGGINTON;YE;
ELLENBERG, 2015).

Os rotavirus A (RVA) sdo virus ndo-envelopados de RNA de fita dupla do género Rotavirus,
pertencentes a familia Reoviridae e sao responsaveis por severas doengas diarreicas em criangas
e jovens no mundo (LINHARES et al., 2011). Apresentam resisténcia a desinfec¢do por
ultravioleta, atribuida pelo tipo de genoma e por uma tripla camada de proteina que constitui o
capsideo desses virus (LI et al., 2009). Estao associados a transmissao por uso recreacional da
agua (SINCLAIR; JONES; GERBA, 2009). VIEIRA et al. (2012) estudaram a ocorréncia de
virus entéricos na lagoa Rodrigo de Freitas, na cidade do Rio de Janeiro, Brasil, e constataram

que RVA possuia maior prevaléncia entre os virus alvos da pesquisa.

Os enterovirus (EV) sdo pequenos virus de RNA ndo-envelopados pertencentes a familia
Picornaviridae. Incluem as espécies poliovirus, coxsackievirus A e B, echovirus e 49 outros
tipos enumerados de 68 a 121 agrupados em quatro espécies taxonomicas EV-A a EV D
(BISSEUX et al., 2020). Estao relacionados a frequente causas de meningites assépticas € a

doencas que afetam o sistema nervoso, o que pode resultar em paralisia.

Norovirus (NoV) sdo virus de RNA de fita simples que podem ser subdivididos em 29 grupos
genéticos entre cinco genogrupos (8 em G1, 17 em GIl e 1 em GIV e GV). Os NoV Gl e GII
sao comumente associados a doencas humanas (ZHENG et al., 2006). Assim como os
adenovirus, os norovirus sdo reportados como responsaveis por doencas atribuida ao uso
recreacional da dgua (SINCLAIR; JONES; GERBA, 2009), o que destaca a importancia do
monitoramento dos virus no ambiente aquatico, bem como sua remogao por meio do tratamento
de efluentes, pois, uma vez que tratados, os esgotos sdo reutilizados de forma indireta quando
langados em corpos hidricos de multiplos usos. O norovirus humano € responsavel por mais de
90% dos casos de gastroenterite epidémica nao bacteriana e atribuivel a 18% dos pacientes com

gastroenterite aguda em todo o mundo (AHMED et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2017).

Virus da hepatite A (HAV) ¢ um virus de RNA de fita simples, ndo-envelopado e de diametro

entre 27 e 24 nm, pertencente ao género Hepatovirus da familia dos Piconavirus (PRADO et
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al.,2012). Sao responsaveis pela hepatite A, doengca comumente associada a transmissao fecal-
oral, bem como pelo contato direto de pessoa — pessoa ou por ingestdo de alimentos e dgua

contaminada. A Figura 3.4 apresenta os tamanhos de alguns virus humanos.

Figura 3.4 - Tamanhos dos virus humano.
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Fonte: (SIB SWISS INSTITUTE OF BIOINFORMATICS, 2021).

3.1.2 Virus e os sistemas de tratamento de esgoto

A concentragdo de virus entéricos no esgoto ¢ variavel, sendo apontada na literatura entre 10 e
10'° copias de genoma por litro (cg/l) no esgoto bruto e entre 10% e 10° cg/l no efluente tratado,
conforme apresentado na Tabela 3.2. Observa-se que valores elevados de virus podem ser
encontrados no lodo oriundo do processo de tratamento. Reporta-se que 20 a 80% dos virus
entéricos presentes no esgoto bruto sdo removidos por meio do tratamento convencional
biologico, o que permite que uma carga viral significativa seja disseminada nos corpos hidricos
(PRADO; MIAGOSTOVICH, 2014). Ressalta-se que apesar de 80% de remocao aparentar ser
um valor elevado, a quantidade de microrganismos presente nos esgotos ¢ de poténcia de base

10, portanto, para a remocao ser significativa necessita ser superior a 99%.
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Tabela 3.2 — Concentracao dos virus nos sistemas de tratamentos

Concentrac¢ao
Virus Afluente -
(CG/L) Efluente (CG/L) Lodo (CG/kg de solido seco)
7,80 x 10° - 5 4
HEV 5.80 x 10° 4,00x 10°-1,00x 10 -
1,00 x 10" - 3 6 3 Sa
RoV 6,31 x 10° 1,01 x 10°-4,47x 10 8,00 x 10° - 8,00 x 10°* cg/l
9,12 x 10°- 3,72 x 107 4 %
(Efluente secundério) 1.80x 107- 1,2 x 107 cgfl
5x10*-3,30
HAdV ~7 1010 : 7,76 x 10° - 7,60 x 10° 9,40 x 10°-3,90 x 10'!®
5,50 x 10*- 7,59 x 10° 7 9
(Efluente secundério) 2,10x107-6,90x 10
9 -
NoV GI 1’9Xi(1099’30 1,55x10°-2x 10° 5,00 x 107

1,60 x 10* 24,90 x 10° cg/l

5.
NoV 1,48 x 10 1,41 x 10*-9,90 x 108

GII 2,60 x 10°
1,5 x 10%
5_
HAV 1’2";?05 8,90 1,70 x 10° - 3,90 x 10° 3,10 x 105 - 5,20 x 10% cg/l
547 x 107- 1,15 x 10%
3,80 x 108 - 7 9 5,66 x 109 - 1,44 x 107
EV > 40 x 107 5,50 x 107- 1,60 x 10 66 x 10 - 1,44 x

1,44 x 107 - 2,40 x 10%
2,60 x 107 - 7,60 x 107

Fonte: adaptado de CORPUZ et al. (2020). a — Lodo primério; b — Lodo adensado; ¢ — Lodo digerido
anaerobiamente; d — Lodos ativados; e — Lodo anaerdbio.

Além dos virus entéricos, foi demonstrado que diversos virus que ndo estdo presentes no trato
gastrintestinal humano podem ser encontrados no esgoto, tais como o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), virus da influenza, virus da dengue, zika virus e 0 SARV-CoV-2 (MCCALL et
al., 2020). A recente pandemia da COVID-19 (Coronavirus Disease 2019), causada pelo
SARV-CoV-2, um virus envelopado de RNA de fita simples pertencente a familia
Coronaviridae, trouxe a tona o pouco conhecimento a respeito da compreensao da presenca,
ocorréncia e persisténcia dos virus envelopados no meio ambiente. Apesar de tidos muitas vezes
como virus de baixas concentragdes nas excretas humanas e de rapida inativagdo em ambientes
aquaticos, diversas evidéncias t€ém demostrado que para os virus envelopados humanos, estas

afirmacdes nem sempre estdo corretas (YE et al., 2016). Estes tipos de virus foram responsaveis
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por surtos recentes que causaram muitas mortes, como os recentes surtos de Ebola, da sindrome
respiratéria do Oriente Médio (MERS) e da gripe aviaria (H5N1) (WIGGINTON;YE;
ELLENBERG, 2015).

Tanto o virus integro do SARS-CoV-2 quanto o seu RNA viral sdo eliminados nos excrementos
corporais, incluindo vomitos, escarros e fezes, que sdo posteriormente encaminhados aos
sistemas de esgotamento sanitario (AMOAH; KUMARI; BUX, 2020). Embora se acredite que
a principal via de transmissao da COVID-19 seja por meio da inalagdo de goticula em suspensao
no ar e pela contaminacao via fomites através das maos, as evidéncias atualmente disponiveis
indicam a necessidade de uma melhor compreensdo do papel das aguas residuérias como fontes
potenciais de dados epidemioldgicos e como fator de risco para a saude publica (KITAJIMA et
al., 2020), inclusive pelo potencial do virus de causar uma pandemia zoondtica. Desta forma,

faz-se importante limitar a propagagao da COVID-19.

O monitoramento no esgoto e o estudo da remog¢ao deste por meio das estagdes de tratamento,
tonam-se ferramentas fundamentais de controle epidemiologico. Estudos realizados na
Austrélia, China, Italia e Espanha reportam a presenca do SARS-CoV-2 no esgoto bruto em
concentracdes que variam entre 10* e 10° cg/l (AHMED et al., 2020; LA ROSA et al., 2020;
RANDAZZO et al., 2020; ZHANG et al., 2021). A maioria dos estudos realizados sobre a
ocorréncia e quantificacdo do SARS-CoV-2 foram feitos no esgoto bruto, o que torna escassos
os dados de quantificacdo em relacdo ao efluente tratado e ao lodo oriundo do processo de
tratamento (SINGER; WRAY, 2020). A maioria dos estudos sdo de sistema de tratamento do
tipo lodos ativados, sendo do nosso conhecimento, os estudos realizado em sistema de
tratamento do tipo Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB) executados por KUMAR et al.
(2021) e ESPINOSA et al. (2022). Sao escassos os estudos de concentracdo de SARS-CoV-2

em biossoélidos, sendo assim lacunas do conhecimento.

Além de um indicador de risco microbiologico, a identificagdo e quantificacdo dos virus
presente no esgoto bruto permitem a aplicacdo da epidemiologia por meio do esgoto, termo
derivado da expressdo em inglés wastewater-based epidemiology (WBE), apresentando-se
como uma ferramenta 1til de vigilancia sanitaria e ambiental, na qual, € possivel a antecipagao
de surtos, monitorar distribuicdo geografica das doencas e o comportamento dos casos,
inclusive, possiveis subnotificagdes, uma vez que os virus sdo excretados tanto pela populagao

sintomatica como também pela assintomatica.
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Esta capacidade de monitoramento dos virus no ambiente se dd devido aos virus ndo serem
metabolicamente ativos fora de um hospedeiro suscetivel e sua persisténcia ¢ tipicamente
determinada pelo periodo em que sua camada externa permanece intacta. A recente pandemia
de COVID-19 causada pelo SARV-CoV-2 deu destaque ao uso da ferramenta de WBE para
monitoramento dos casos em diversos paises como Australia, Italia e Brasil (AHMED et al.,

2020; LA ROSA et al., 2020; CHERNICHARO et al., 2020; MOTA et al., 2021).

Quanto a remog¢ao de microrganismos patogénicos nos sistemas de tratamento de esgotos, sdo
diversos os fatores que podem contribuir para sua remog¢ao, tais como operagdes unitarias
adotadas, ocorréncia de predacao, tempo de detencdo hidraulica, luz solar, oxigénio dissolvido
e formacao de biofilme e desinfeccdo. Ressalta-se que as ETEs sdo dimensionadas com a
finalidade de remover solidos suspensos, matéria organica e nutrientes, quando nio sao

seguidas de uma etapa de desinfecgao.

Os virus podem ser entendidos como finas particulas coloidais em suspensdo, o que torna
suscetivel a interagdes com sélidos presentes no ambiente por meio de atragdo ou repulsdo
eletroestaticas através de forgas atrativas de London-Van der Walls e interagdes na dupla
camada elétrica (CAO et al., 2010). Desta forma, os virus podem ser facilmente adsorvidos nos
solidos suspensos presentes nos efluentes domésticos. Quando agregado a s6lidos maiores,
estes microrganismos podem ser removidos por sedimentagdo (VERBYLA; MIHELCIC,
2015), que pode ser potencializado pelos processos de coagulacao e decantagao, melhorando a
qualidade microbiolégica do efluente tratado. BHATT; ARORA e PRAJAPATI (2020)

destacam que a sedimentagdo nao ¢ suficiente para garantir a completa remog¢ao dos virus.

ZHOU et al. (2015) notaram uma redugdo de enterovirus, rotavirus e norovirus de 0,1 a 0,3
logaritmos ap6s o gradeamento fino e uma reducgdo adicional de 1,4-1,7 log apds a fase de

sedimentacao das dguas residuais em um sistema anaerdbio-andxico-oxico (A20).

Em sistema do tipo lagoas de estabilizacdo, os mecanismos responsaveis pela inativacdo dos

virus sdo: luz solar, pH, adsor¢do e predacao (VERBYLA; MIHELCIC, 2015).

Os danos causados aos microrganismos devido a luz solar em sistemas de lagoas de
estabilizacdo podem ser classificados como mecanismos diretos ou indiretos. Mecanismos
diretos estdo relacionados a radiacdo UVB com comprimento de onda entre 280 ¢ 320 nm e

causam a adsor¢ao de fotons pelo virus seguida de dano ao capsideo e ao material genético,
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enquanto os mecanismos indiretos sdo governados pela radiagdo UVB (320 — 400 nm) e/ou
pelo comprimento de ondas visivel (<500 nm) que ativam moléculas sensibilizadoras presente
no meio, tais como o oxigénio dissolvido, acidos humicos e restos de algas. Desta maneira, a
intera¢ao de moléculas fotossensibilizadoras e fotons resultam na formagao de radicais reativos
e intermedidrios que levam a destruicdo do virus (DAVIES-COLLEY et a/.,2000; VERBYLA;
MIHELCIC, 2015).

As microalgas possuem capacidade de alterar o pH das aguas residudrias ao longo do dia e da
profundidade, resultando em um ambiente alcalino durante a fotossintese, na presenca de
radia¢do luminosa, ou 4cido quando a respiragcdo ¢ superior a producdo de oxigénio (VON
SPERLING, 2017). A elevagdo do oxigénio dissolvido e do pH alcalino mediada por
microalgas ¢ prejudicial a varios patdogenos presentes nas aguas residuais. Uma hipdtese
existente ¢ que a mudanca do pH do esgoto para condi¢des alcalinas ou acidas podem
desempenhar um papel na inativagdo do virus, alterando a carga geral do virus, impactando as
proteinas estruturais e aumentando os processos de adsor¢ao (BHATT; ARORA; PRAJAPATI,
2020).

Outro mecanismo de remocao de virus em lagoas de estabilizagcdo ¢ a adsor¢do na biomassa
algal seguida de sedimentacdo. A agregacdo dos virus ao material em suspensao pode ocorrer
devido a interagdes eletroestaticas ou pela presenca de substancias poliméricas extracelulares
de nominadas de exopolissacarideos (EPS) (BHATT;,; ARORA; PRAJAPATI, 2020). A
interacdo entre virus e a superficie das microalgas podem variar conforme a presenga de ions e
alteracdes do pH. SYMONDS, ef al. (2014) compararam dois sistemas de tratamento de aguas
residuais em termos de eficiéncia de remocgao de virus: 1) lagoa facultativa seguida de duas
lagoas de maturagdo em série 2) reator UASB seguido de lagoa de duas lagoas de maturacao.
Os pesquisadores concluiram que nas lagoas de tratamento, a remoc¢do de virus estava
relacionada aos solidos de pequenas dimensdes e que desta maneira ¢ improvavel que a

sedimentacao seja o principal mecanismo de remogao de virus nesse tipo de sistema.

A predagdo de virus em lagoas de estabilizacdo ocorre devido a presenga de organismos de
nivel trofico superior (VERBYLA; MIHELCIC, 2015). Esta interagdo pode auxiliar na remocao
de virus que estdo presos no EPS microalgal ou aderidos pelas interacdes eletrostaticas

(BHATT; ARORA; PRAJAPATI, 2020).
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Em reatores do tipo UASB, a retencdo de patdgenos no lodo pode ocorrer devido a filtragdo
fisica, proveniente da passagem do esgoto por uma manta espessa de lodo ou pela fixagao por
substancias poliméricas extracelulares produzidas organismos presentes nos granulos do lodo
de reator, porém este assunto tem sido pouco estudado (OAKLEY; VON SPERLING;
VERBYLA, 2017, CHERNICHARO, 2016; METCALF;EDDY AECOM, 2014). Dados na
literatura a respeito dos processos de retengdo de microrganismos no lodo de reatores UASB
sao escassos, assumindo-se similares ao que ocorrem nos processos de retencao de biomassa,
que inclui (CHERNICHARO, 2016; METCALF;EDDY AECOM, 2014): a fixagdo de
microrganismos a outros ou aos soOlidos organicos; floculacdo devido ao crescimento
bacteriano; retencdo intersticial; adsor¢do de microrganismos por particulas coloidais devido a
forcas fisico-quimicas e difusdo pela estrutura granular. Na Figura 3.5 sdo apresentados os

principais mecanismo de remog¢do de microrganismos em reatores UASB.

Figura 3.5 - Tamanhos dos virus humano

Biogas

Efluente Tratado |

Fatores

Fatores Fisico- . s
Microbiologicos

Quimicos

Manta de Lodo e L _J| Retengio no Lodo

Lodo de Fundo -
Remog¢ao do Lodo

Esgoto Bruto

Fonte: adaptado de OAKLEY; VON SPERLING; VERBYLA (2017).

VERBYLA (2015) estudou os principais fatores que afetam a remog¢ao de patdogenos em
reatores UASB em escala real no Brasil por meio da quantificacdo de adenovirus humano pela

técnica de qPCR em amostras de esgoto bruto, efluente tratado, manta de lodo e lodo
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sedimentado. Destaca-se que as amostras foram centrifugadas por 10 minutos para segregar o
pallet (solidos maiores e sedimentaveis) do sobrenadante (fase liquida e sélidos nao
sedimentaveis. Foi constatado que a concentragdo dos virus no sobrenadante do efluente e da
manta de lodo eram semelhantes, porém, as concentragdes encontradas no pellet das amostras
da manta de lodo foram superiores em 1 log quando comparadas ao pellet do efluente tratado,
indicando que os virus estavam volumetricamente concentrados no lodo. VERBYLA (2015)
também constatou que as concentragdes de adenovirus por peso seco de sélidos na manta de
lodo e no lodo excedente foram semelhantes, o que indicou que a retengdo no lodo e a remogao

do lodo excedente pode ser um mecanismo para a remog¢ao de adenovirus em Reatores UASB.

Existem poucos estudos que relatam o impacto das condi¢des fisico-quimicas e microbioldgicas
na inativagdo de virus em reatores UASB. Presume-se que os fatores que sdo mais relevantes
para a remoc¢do e inativacdo de patdgenos nesses sistemas sdo semelhantes aos fatores
responsaveis pela remocdo de patdgenos em digestores usados para tratar lodo primério e
biologico de outros sistemas de tratamento de aguas residuais (OAKLEY; VON SPERLING;
VERBYLA, 2017).

As condigdes operacionais dos reatores do tipo UASB podem influenciar na efetividade de
remocao de patogenos. Fatores como a ocorréncia de sobrecarga hidraulica, elevada velocidade
de ascensdo, excesso de lodo e perda de sélidos devido a produgdo de gas podem levar ao
aumento da carda de so6lidos no efluente tratado, o que possivelmente aumentara a carga de
patogenos no efluente final (OAKLEY; VON SPERLING; VERBYLA, 2017). Portanto, ¢é
imprescindivel que os projetos de tratamento de esgoto sejam idealizados de maneira a evitar
curtos-circuitos e condi¢des operacionais nao favoraveis. No Brasil, a norma 12.209/2011 da
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2011) traz recomendagdes para
atendimento de condigdes hidraulicas adequadas em reatores UASB. Adicionalmente, destaca-
se a necessidade de treinamento constante dos operadores das estacdes e/ou automatizagio das
ETE’s para garantir condi¢des propicias a remocao de patogenos. A Tabela 3.3 apresentam os

principais parametros adotados para projetos de reatores UASB.

Como tratamento avancado para a remoc¢ao de patogenos, pode-se utilizar membranas de baixa
pressao (microfiltracdo e ultrafiltragdo) e membranas de alta pressdo (nanofiltragdo e osmose

reversa). A remocao dos microrganismos se baseia na exclusdo das particulas virais em fungao
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da porosidade do material e na repulsdo eletroestatica devido as cargas superficiais da

membrana e dos virus.

Nota-se que em todos os niveis s de tratamento de esgoto havera redug¢do na concentragdo de
virus no efluente final. Desta maneira, a associagdo de tecnologias de com a finalidade de se
obter multiplas barreiras com o objetivo de melhorar a qualidade microbiologica do efluente

pode ser uma solugdo para garantir a saude ambiental.

Tabela 3.3 — Principais parametros para projetos de reatores UASB
Fator Impacto

Baixa velocidade de ascensio contribuem

Velocidade de ascensao - i
para o aumento de remocéao de patégenos

Temperatura elevada favorece a remocao de
patégenos

O bom desenvolvimento da manta de lodo
favorece a remogéao de patdogenos

Temperatura
Retencao na camada de lodo

A periodicidade da remogéao do lodo

Remocéo do lodo = .
excedente favorece a remogao de patdégenos

Sobrecargas dificultam a remocéao de

Sobrecarga hidraulica : . o
microrganismos patogénicos

O acumulo excessivo de lodo favorece a
Excesso de lodo acumulado perda de sélidos no efluente, o que afeta
negativamente a remocgao de patdégenos

O excesso na produgao de gas pode
Producédo de gas favorecer a perda de sélidos e impactar a
remogao de microrganismos

Fonte: adaptado de OAKLEY; VON SPERLING; VERBYLA (2017).

3.2 Virologia Ambiental no Brasil e Minas Gerais

A virologia ambiental ¢ um campo de pesquisa extenso que possui interfaces com politicas
publicas das areas de saneamento, ecossistemas aquaticos, gestdo costeira, vigilancia sanitaria
e epidemiologia (MACHADO et al., 2013). Os primeiros estudos em virologia ambiental
tiveram inicio na década de 1940 com pesquisas para deteccao de poliovirus em ambientes
aquaticos, o que identificou a rota de transmissdo fecal-oral da poliomielite, até entdo tida com

uma doenca de transmissdo pela via respiratoria (METCALF ef al. 1995).
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Na década de 1950, um primeiro surto de hepatite transmitido pela dgua foi relatado como
resultado de contaminagdo por aguas residuais do sistema de tratamento de 4gua em Nova Delhi
(India). Este surto afetou cerca de 230.000 pessoas ¢ foi causado pelo virus da hepatite E (HEV),
e seu agente etiologico foi identificado anos apos o episodio (BOSCH, 1998). METCALF et al.
1995 definem os anos 80s como inicio de uma nova era para a virologia ambiental, a qual inclui:
(a) o reconhecimento de virus da hepatite E (HEV) como um virus entérico com capacidade de
transmissao pela agua; (b) adaptacao de cepas do virus da hepatite A (HAV) para se replicar
em culturas de células e o desenvolvimento de ensaios sensiveis para o antigeno HAV; (c)
desenvolvimento de métodos para a concentragdo de HAV da agua; (d) reconhecimento do
envolvimento do HAV em epidemias de veiculagdo hidrica; (e) pesquisas soroepidemioldgicas
de surtos de gastroenterite ndo bacteriana mostrando a causa por virus pequenos e arredondados,
como calicivirus, incluindo o virus de Norwalk; f) demonstra¢ao do envolvimento de rotavirus
humanos em diarreia infantil; (g) recuperacdo de novos tipos de adenovirus entéricos,
calicivirus e astrovirus de criancas que sofrem de gastroenterite aguda; e (h) o reconhecimento
de que surtos de hepatite e gastroenterite podem ser causados pela transmissdo de virus

entéricos no meio ambiente.

No Brasil, o inicio da virologia ambiental ¢ marcado pelo desenvolvimento de metodologias
para recuperacdo de enterovirus de ambientes aquaticos no inicio da década de 1970, realizadas
nas praias da Baia de Guanabara, Rio de Janeiro. Este fato pde o Brasil como pioneiro na
vigilancia ambiental de virus na América Latina (MIAGOSTOVICH; VIEIRA, 2017). Nos
anos posteriores, destacam-se o uso da técnica de monitoramento para a identificacdo de
possivel surto causado pelo virus da Hepatite A em um centro de pesquisa no Rio de Janeiro e
a demonstragdo pioneira da ocorréncia de rotavirus A em cérregos poluidos na cidade de Sao

Paulo (PRADO; MIAGOSTOVICH, 2014).

Na década de 2010, os estudos se voltaram para a ocorréncia, quantificacdo e remocao de virus
entéricos no esgoto assim como em técnicas de concentracdo dos virus. Destaca-se que as
pesquisas de virus em esgotos no pais estdo centralizadas nos estados de Rio de Janeiro, Sao
Paulo e Santa Catarina, focadas principalmente em lodos ativados, sendo raros estudos fora

desse eixo.

Em Minas Gerais, ¢ do nosso conhecimento apenas dois estudos de ocorréncia e quantificagdo

de virus entéricos realizados por ASSIS (2016) e ESPINOSA et al. (2022).
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ASSIS (2016) estudou a remog¢ao de adenovirus humano e rotavirus A em um sistema de
tratamento de esgotos por lodos ativados na cidade de Juiz de Fora e a otimizacao do protocolo

de concentragao viral pelo método de floculagao com de leite desnatado.

ESPINOSA et al. (2022) estudaram a ocorréncia de adenovirus no esgoto de Belo Horizonte e
a remocdo destes microrganismos pelo sistema de tratamento constituido de reator UASB

seguido de lagoas de alta taxa em escala piloto.

A atual década de 2020 ¢ marcada pelo monitoramento do novo coronavirus (SARS-CoV-2)
em corpos d’agua e no esgoto. Na literatura cientifica brasileira, destacam-se as cidades de
Niter6i, Sdo Paulo e Belo Horizonte (CHERNICHARO et al., 2020; MOTA et al., 2021,
PRADO et al., 2020; PRADO et al., 2021; CLARO et al., 2021; ESPINOSA et al., 2022). Em
Minas Gerais, apenas o estudo de ESPINOSA et al. (2022) avaliou a remocdo do virus da
COVID-19 em um sistema de tratamento do tipo reator UASB seguido de lagoas de alta taxa

em escala piloto.

Nota-se que ha caréncia de estudos sobre a ocorréncia de virus entéricos no esgoto do Estado
de Minas Gerais. Nao ha estudos que avaliem virus de grande importancia epidemiologicas,
tais como norovirus e rotavirus A. Estudos que avaliam a ocorréncia de virus no lodo sdo

escassos, 0 que torna o tema relevante para novas pesquisas.

Na Tabela 3.4 sdo apresentados os estudos mais recentes sobre a ocorréncia de virus nos esgotos

brasileiros.
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Tabela 3.4 — Principais estudos recentes sobre a ocorréncia de virus nos esgotos Brasileiros

Titulo Autor

Molecular detection of hepatitis A virus in urban sewage in Rio de

Janeiro, Brazil VILLAR et al. (2007)

Pesquisa de virus entéricos humanos em amostras de lodo da

estggao de .trata~mento dg e§goto (s’|st§>ma insular) de Florianopolis, SCHLINDWEIN (2009)
SC: padronizagéo e avaliagédo de técnicas moleculares e de cultura

celular na deteccgao e viabilidade viral

Molecular detection, quantification, and characterization of human

polyomavirus JC from wastewater in Rio De Janeiro, Brazil FUMIAN et al. (2010)

One-year environmental surveillance of rotavirus specie A (RVA)
genotypes in circulation after the introduction of the Rotarix vaccine in FUMIAN et al. (2011)
Rio de Janeiro

Quantification and molecular characterization of enteric viruses
detected in effluents from two hospital wastewater treatment plants, PRADO et al. (2011)
Water Research,

Mom?ormg th_e hepatitis A virus in urban wastewater from Rio de PRADO et al. (2012)
Janeiro, Brazil

Detection c_)f enteric viruses in activated sludge by feasible PRADO e al. (2014)
concentration methods

Otimizacdo do método de floculagao organica de concentragdo viral
para avaliagao do impacto de tratamento por lodo ativado na estagao ASSIS (2016)
de tratamento de esgoto Barbosa Lage, Juiz de Fora-Minas Gerais

Performance of wastewater reclamation systems in enteric virus

PRADO et al. (2019)
removal

Noroviruses in raw sewage, secondary effluents and reclaimed water
produced by sand-anthracite filters and membrane bioreactor/reverse PRADO et al. (2019)
osmosis system

Sewage monitoring as an epidemiological surveillance tool to control

covid-19: a case study in the city of Belo Horizonte CHERNICHARGO et al. (2020)

Preliminary results of SARS-cov-2 detection in sewerage system in

Niterdi municipality, Rio de Janeiro, Brazil PRADO et al. (2020)

Wastewater-based epidemiology as a useful tool to track SARS-cov-2

and support public health policies at municipal level in Brazil PRADO et al. (2021)

Assessmg spatial dlstrlbuthn qf COVID-19 prevalence in Brazil using MOTA et al. (2021)
decentralised sewage monitoring
Long-term monitoring of SARS-COV-2 RNA in wastewater in Brazil: A

) ; CLARO et al. (2021)
more responsive and economical approach

Reduction and liquid-solid partitioning of SARS-cov-2 and adenovirus
throughout the different stages of a pilot-scale wastewater treatment ESPINOSA et al. (2022)
plant
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3.3 Meétodos de detecgao viral

A pesquisa e quantificacdo de virus de interesse epidemiologico no ambiente tem ganhado
destaque nas ultimas décadas como ferramenta para reconhecimento de endemias e antecipagao
de surtos de uma doenga. Este monitoramento teve notoria visibilidade com a recente pandemia
da COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV-2, no qual os pesquisadores avaliaram o nivel
de contamina¢do da populagdo pelo novo coronavirus. Desta maneira, a quantificagdo de virus
no esgoto tem papel relevante para a determinagao do nivel de risco associado a difusao de
virus pela dgua, a avaliagdo da eficiéncia da desinfeccdo como medida de controle dos virus
langados em ambientes aquaticos e a vigilancia sobre a extensdo de difusdo de virus em uma

populagdao (BARCELO, 2020).

A pesquisa de virus nas matrizes ambientais consiste nas seguintes etapas: concentracao dos
virus e purificagdo da amostra, isolamento viral utilizando cultura de células e a detecgdo de

acidos nucléicos virais por técnicas moleculares (PRADO, 2011).

O cultivo celular ¢ um procedimento laborioso, envolvendo crescimento de células especificas
para cada tipo de patdgeno e possuem como desvantagens a baixa sensibilidade, elevado tempo
de incubacdo, o crescimento de microrganismo nao alvos no meio de cultura e a ocorréncia de
falsos negativos (YATES, 2017). Métodos de cultura celular sdo capazes medir a viabilidade e
infectividade dos virus, porém muitos deles ndo sao passiveis de cultivo. A Tabela 3.5 apresenta

um resumo com as principais vantagens desvantagens do método de cultura.

Tabela 3.5 — Vantagens e desvantagens do método de cultura

Vantagens Desvantagens

e Inferir a viabilidade dos virus e Baixa sensibilidade

e E possivel utilizar os dados obtidos
para avaliagao quantitativa do risco
microbiologico

Microrganismo nao alvos podem
crescer no meio (ex: fungos)

e Tempo de cultura elevado

e Possibilidade de ocorrer falsos
negativos com microrganismos na
forma viavel, mas nao culturavel

Fonte: YATES (2017).

Meétodos moleculares se baseiam na deteccdo e quantificagdo do material genético (DNA ou

RNA) presente no meio. A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ uma das mais poderosas
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tecnologias em biologia molecular ¢ comumente utilizada na detec¢do de patdgenos na adgua
(LAW et al,, 2014). Devido a elevada sensibilidade e especificidade, a técnica de qPCR ¢ a
mais utilizada para deteccao de quantificagao de virus de RNA. Entretanto, deve-se salientar
que uma das principais desvantagens dessa técnica ¢ a impossibilidade de inferir a viabilidade
viral. FRANCY et al. (2011) encontraram uma relacdo de enterovirus infecciosos para qPCR
de 10,7:1 no esgoto bruto. GERBA; BETANCOURT e KITAJIMA (2017) recomendam a
propor¢ao de detecgao de virus infeccioso por meio de cultura para virions (conforme detectado

por qPCR) deve ser considerada menor que 1:10.

O funcionamento da PCR consiste na amplificagdo de uma sequéncia especifica de DNA alvo
em um processo ciclico de trés etapas: desnaturalizagdo, anelamento e extensdo para atingir
amplificacdo da sequéncia alvo (MANDAL et al., 2011). Outras variagcdes da PCR, como PCR
multiplex permitem a detec¢do simultinea de varios organismos-alvo codificando genes
especificos de diversos patdogenos na amostra em uma Unica reagdo. O método PCR tem a
vantagem de andlise rdpida. no entanto requer primers precisos e mistura de reacao ideal para
evitar o risco de falso positivo e resultados negativos (LAW et al, 2014; GIRONES et al.,
2010). Ainda, a analise por meio da PCR pode ser afetada pela alta dispersao das particulas
viras nos ambientes aquaticos e pela presenga de inibidores naturais que afetam a reacdo de
amplificagdo de 4cidos nucléicos (GUZMAN et al, 2007; ROCK et al., 2010). Para a
quantificagdo de RNA, uma etapa adicional ao processo de qPCR ¢ a transcriptase reversa (RT),
na qual o RNA ¢ utilizado para sintetizar DNA complementar para dar inicio ao processo de

qPCR.

A RT-gqPCR ¢ baseada no ciclo de quantificacdo (Ct). Esse valor geralmente ¢ obtido pela
defini¢do de uma faixa de ciclo de linha de base, abaixo da qual a amplificagdo nao € registrada,
para estabelecer uma linha limiar que, ao cruzar as curvas de amplificacdo, gera valores de Cq.
O Cq ¢ inversamente proporcional a concentra¢do inicial do modelo. As amostras sdo
quantificadas comparando seus valores de Ct em relagdo as curvas padrao especificas do ensaio.
As curvas padrdo sao construidas usando uma série de dilui¢do de materiais de controle padrao,
tipicamente de quatro a seis pontos de dilui¢do de 10 vezes com pelo menos trés réplicas por

ponto e um nimero definido de moléculas-alvo (BIVIN et al., 2021).

A curva padrao ¢ criada plotando os valores de Cq resultantes em relacdo as quantidades de

copia do gene (GC) transformada em log dos genes padrdes, ajustando uma linha de tendéncia
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linear aos dados (y = mx + b). A precisdo dos dados quantitativos ¢ fortemente influenciada
pela qualidade da curva padrao, refletida por sua inclinagao (m), eficiéncia de PCR, linearidade
(valor %) e interceptagdo y (b) (BUSTIN et al., 2009; BIVIN et al., 2021). A eficiéncia da PCR
pode ser calculada a partir da inclinagdo (m) da linha de tendéncia, com 100% de eficiéncia
(duplicagdo do produto da PCR apds cada ciclo) caracterizada por uma inclinacdo de -3,32.
Embora eficiéncias de amplificagdo entre 90% e 110% sejam consideradas aceitaveis (BUSTIN

et al.,2009).

Devido a presenca de 4acidos himicos nas amostras de esgoto, ¢ possivel haver inibigdo no
processo durante a aplicacdo da técnica de qPCR, limitando a quantificacdo dos genes nas
amostras. De formar a verificar se ha inibi¢ao e quantifica-la sdo utilizados controles positivos
que consistem na inser¢do de uma concentracdo conhecidas de um virus ndo presente na
amostra, sendo o percentual de recuperagdo a diferenca entre o valor inoculado e a
concentracdo final. Estes virus podem ser de origem animal, bacteriéfagos ou humanos e devem
apresentar caracteristicas fisico-quimicas similares aos virus pesquisados. Outra estratégia
muito utilizada para garantir que resultados falso-negativos nao estejam sendo obtidos ¢ diluir
os acidos nucléicos antes das etapas de amplificacdo para avaliar a presenca de inibidores
potenciais que podem afetar a precisdo da quantificagdo (GIRONES et al. 2010). A Tabela 3.6

apresenta os pros e contras do uso de métodos moleculares.

Devido a baixa concentragao dos virus no meio aquoso, faz-se necessario a concentracao viral
cujas técnicas mais utilizadas incluem precipitagdo pelo método do polietileno glicol (PEG),
ultrafiltracdo, membrana eletronegativa e ultracentrifugacdo, apds a qual a deteccdo e
quantificagdo do material genético ¢ feita em amostras de dguas residuais através de reagdo em

cadeia de transcri¢do reversa quantitativa (RT-qPCR) (SANGKHAM, 2021).

O método VIRADEL, que usa membranas ou filtros carregados, ¢ mais comumente usado para
concentracdo de virus em amostras ambientais de agua. VIRADEL depende principalmente da
carga i6nica do filtro e das particulas virais. Em termos gerais, o virus sera adsorvido no filtro
de coleta sob condi¢des especificas de pH e forca idnica, seguido de elui¢do viral usando
tampao de eluicdo apropriado (HAMZA; BIBBY, 2019). Os tampdes mais comumente usados
para eluicao viral da matriz sdo solucdes alcalinas de extrato de carne bovina e glicina/NaOH.
Uma grande vantagem do procedimento VIRADEL ¢ que os filtros podem ser aplicados para a

recuperacdo simultdnea de virus, bactérias e parasitas de amostras de agua (ALI ef al., 2004;
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HARAMOTO et al.,, 2011; POLACZYK et al., 2007). A desvantagem de usar o método
VIRADEL ¢ que os filtros podem ser obstruidos por amostras de dgua com alta turbidez.
Portanto, etapas de pré-filtragem ou clarificagao da amostra podem ser usadas, mas isso devera

ser validado para evitar a perda viral antes da etapa de adsor¢ao (HAMZA; BIBBY, 2019).

Tabela 3.6 — Vantagens e desvantagens dos métodos moleculares

Vantagens Desvantagens
o Pode ser utilizado em patégenos o Nao é possivel verificar a
nao passiveis de cultura infecciosidade dos patégenos

e Fornecem informagdes sobre as
caracteristicas filogenéticas do
grupo estudado

e Os protocolos utilizados precisam ser
aprimorados e padronizados.

e Facilita o monitoramento e
remocao de microrganismos nas
estacdes de tratamento de esgoto

o A presenca de inibidores pode afetar a
analise

o Possui elevada sensibilidade e em
geral, é possivel quantificar
microrganismos que estao abaixo
do limite de detecgao de outras
técnicas

Mais rapido que os métodos de cultura

Fonte: GIRONES et al. (2010).

Membranas de nitrato de celulose com carga negativa sdo amplamente utilizadas devido a sua
disponibilidade em vérios didmetros, tamanhos de poros, configuragdes e composi¢des. O virus
se liga ao filtro por forcas eletrostaticas. Para aumentar a ligagao eletrostatica do virus ao filtro,
o pH da dgua amostras € ajustada para 3,5 e cations multivalentes (por exemplo, MgCl,, AlICl3)
também podem ser adicionados (WALLIS; MELNICK, 1967). Atualmente este método ¢
amplamente utilizado para recuperagdo de virus de aguas superficiais, bem como de esgoto
efluente de tratamento e amostras de esgoto bruto diluido (HAMZA; BIBBY, 2019). Além
disso, quando um numero significativo de virus € esperado em uma amostra, a enumeracgao dos
virus adsorvidos pode ser obtida diretamente com cultura de células sem a necessidade de uma
etapa de eluicdo (PAPAVENTSIS et al., 2005). A taxa de recuperacdo por meio de membrana
carregada negativamente depende da matriz utilizada e tipo de virus (HAMZA; BIBBY, 2019).
HAMZA et al. (2009) relataram taxas de recuperacao de 21,3% a 100% para poliomavirus,

adenovirus, echovirus, e norovirus em aguas de rio.
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Filtros eletropositivos sdo capazes de concentrar virus sem pré-condicionamento da amostra. A
eficiéncia de recuperagdo de a membrana carregada positivamente ¢ influenciada pelo pH, o

tipo de agua, compostos organicos e turbidez (IKNER et al., 2012).

A ultrafiltragdo ¢ uma alternativa ao uso do método de adsor¢ao—eluicao, uma vez que se baseia
na exclusdao de tamanho ao invés das interagdes eletrostaticas entre virus e a superficies dos
filtros carregadas negativa ou positivamente (IKNER et al., 2012). A ultrafiltragdo pode ser
feita passando a amostra de agua através de capilares, membranas ou fibras ocas, com niveis de
corte de peso molecular de 30-100 kDa (HAMZA; BIBBY, 2019). A pré-filtragem de amostras

de 4gua ¢ necessaria para remover solidos suspensos para limitar a colmatacao do filtro.

A ultracentrifugacdo ndo ¢ amplamente utilizada na andlise viral de amostras de agua
ambientais devido ao alto custo de capital e a portabilidade do instrumento que limitam seu uso

direto nos locais de amostragem (HAMZA; BIBBY, 2019).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacao da area de estudo e plano de amostragem

O estudo foi realizado no Centro de Pesquisa ¢ Treinamento em Saneamento (CePTS) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), em parceria com a Companhia de Saneamento
de Minas Gerais (COPASA). Esté localizado na Estagdo de Tratamento de Esgotos do Arrudas
(ETE Arrudas), no municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais (coordenadas 19°53°42” S e
43°52°42” W). A ETE Arrudas possui vazao média de 2,3 m?/ e atende uma populagdo estimada
de 1,4 milhdes de habitantes dos municipios de Belo Horizonte e Contagem. Apos o tratamento
preliminar composto de gradeamento e caixa de areia, uma pequena vazao ¢ desviada para o

CePTS para alimentagdo da planta experimental.

O presente estudo analisou a redugdo viral em um sistema compacto de tratamento do tipo
UASB de vazao de 80 m?®/dia instalado no interior do CePTS, conforme as informagdes
apresentadas na tabela 4.1. A configuracdo do reator ¢ apresentada na figura 4.1. Além do
reator, foi monitorado o decaimento dos virus entéricos ¢ do SARS-CoV-2 no leito de secagem

por 8 semanas, a partir de um descarte inicial de 3 m* de lodo do anaerobio

A amostragem realizada variou conforme o tipo de material coletado. Todos os frascos
utilizados foram esterilizados por meio da limpeza por hipoclorito, seguido da aplicagdo de
acido cloridrico, enxdgue com agua destilada e secagem em estufa a 170°C por 1 hora. As
amostras foram mantidas refrigeradas em isopor com gelo reutilizavel na temperatura de 4°C

até a chegada ao laboratério. As amostragens ocorreram da seguinte maneira:

e Esgoto Bruto: Amostra composta a cada 30 min durante 2 horas;

e Esgoto Tratado: Amostra composta a cada 30 min durante 2 horas;
e Escuma: Amostra simples;

e Lodo UASB: Amostra simples;

e Leito de secagem: Amostra composta, 6-8 pontos de forma randomizada, total de 500g.
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Tabela 4.1 — Dados do reator compacto.

Reator UASB

Informacéo Valor Unidade
Vazio 80 m?3/dia
Equivalente populacional 640 hab
Diametro interno 2.5 m
Altura util 5 m
Diametro do reator 2,5 m
Altura util do reator 4.8 m?
Volume total do reator 22,0 m?
Volume total de digestao 12,1 m?
Volume de cada camara de digestao 4,0 m?
Volume total de decantacdo 10 m?
Volume de cada camara de decantacao 3,3 m?
n°® de compartimentos no reator 3 unidades

Figura 4.1 — Reator utilizado no experimento (apenas o reator UASB)

Retorno do u Les da-
—»  LododoFBP

1 - Tubo de distribuicio do
esgoto bruto;

2 - Separador trifisico;

3 - Compartimento de
decantagio:

4 - Canaletas de coleta do
efluente no UASB;

5 - Canaletas de distribuicio do
efluente no FBP;

6 - Meio suporte (escoria de alto-
forno);

7 - Decantadores lamelares,

8 - Caixa dc coleta do cfluente do
FBP;

9 - Caixa de acumulacio de lodo
do FBP;

10 - Bomba para reforno do lodo
do FBP.

4.2 Caracterizacao fisico-quimica do efluente

Para caracterizacdo das amostras de esgoto bruto e tratado, foram realizadas analises de
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), medicao de pH, Sélidos Suspensos Totais, Solidos
Suspensos Volateis. Em relagdo ao lodo, foram realizadas as andlises de DQO, pH, Sélidos

Totais e Solidos Volateis.

A fim de avaliar a influéncia de condi¢des operacionais na estabilidade e desempenho do reator,
foram realizadas as analises de so6lidos suspensos totais (SST) e sélidos suspensos volateis
(SSV) do afluente, efluente, lodo e escuma do reator, segundo a metodologia do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012), assim como as demais

analises realizadas nesse estudo. Para as analises de DQO foi utilizado o método de oxidagao
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da matéria organica por uma mistura em ebuli¢do de dicromato de potassio e acido sulfurico, a

150 °C por duas horas.

4.3 Quantificagao de virus por meio da técnica RT-qPCR

4.3.1 Concentracgio viral por meio de membranas eletronegativas

Para a concentragdo dos virus foi utilizada a metodologia descrita por AHMED et al. (2020b)
para as amostras de esgoto bruto. De forma resumida, a metodologia de concentragdo viral
consiste em adicionar uma solucdo de cloreto de magnésio (2,5 M MgCl) em uma quantidade
suficiente para a concentracdo final seja de 25mM. Em seguida, as amostras foram
homogeneizadas e filtradas por meio de membranas eletronegativas estéreis de celulose
tamanho de poro de 0,45 um e didmetro de 47 mm (HAWG047S6; Merck Millipore, Ltd.,
Sydney, Australia) inseridas em um aparato de filtragdo previamente lavado com hipoclorito de
sodio (1-1,25%) seguido por acido cloridrico (HCI1 0,1N) e, posteriormente, autoclavado (121°C
durante 15 minutos). O volume de esgoto bruto filtrado variou entre 50 ¢ 100 ml. Ao finalizar
a filtragdo, as membranas eletronegativas foram inseridas em um tubo de 2,0 ml e armazenadas
em freezer -20°C. Devido as caracteristicas fisicas do lodo e da escuma, estas nao foram
submetidas a nenhuma etapa de concentragdo viral e aliquotas de 0,5g foram submetidas a

extracdo do material genético.

4.3.2 Extra¢dao do RNA Viral

Inicialmente, as membranas eletronegativas, o lodo e a escuma foram lisados de forma
mecanica em maxima velocidade por 10 minutos no bead beater. Posteriormente, o tubo foi
centrifugado a 13.000 x g e durante 1 minuto e o sobrenadante transferido para um tubo limpo
onde o DNA e o RNA foram extraidos e purificados extraido por meio do kit AllPrep®
PowerViral ®DNA/RNA (Qiagen) de acordo com as instrugdes do fabricante. Na ultima etapa
do processo de extragdo, a membrana foi eluida em 100 uL de agua livre de DN Ase e RNAse.
A concentragdo do material genético extraido (fSRNA e dsRNA) foi quantificada em

espectrofotometro Nanodrop Lite (Thermofisher).
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Figura 4.2 — Kit de filtragdo

4.3.3 Deteccio e quantificacdo dos virus por PCR quantitativo (qPCR)

A deteccdo e quantificagdo dos virus em amostras de esgoto foi realizada pela técnica da PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase). em tempo real para estimar o nimero de copias presentes
nas amostras. A Tabela 4.2 apresenta a sequéncia dos pares de iniciadores e a regido alvo, além

do tamanho do fragmento amplificado.

4.3.3.1 Preparacao da Reacdao de RT-qPCR

a. Elaborac¢ao da Curva Padrao
A curva padrao para o SARS-CoV-2 foi elaborada utilizando 2019-nCoV_N_Positive Control
fornecido pela IDT (IDT, 2020) e para o rotavirus A e norovirus GI foram customizados blocos
génicos sintéticos (GBlocks, IDT) de acordo com o virus de referéncia do banco do NCBIL.
Dilui¢des seriadas log 10 foram realizadas em triplicata, variaram entre 10" e 107. Os pardmetros
da reacdo de qPCR aceitaveis estdo de acordo com o MIQE guideline (DOI:
10.1373/clinchem.2008.112797). As figuras 4.3 a 4.5 apresentam as curvas padrdes utilizadas

no estudo.
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Figura 4.3 — Curva padrdo SARS-CoV-2.
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Figura 4.4 — Curva padrao Rotavirus.
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Figura 4.5 — Curva padrio Norovirus.

Curva Padrao Norovirus
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b. Procedimentos para a amplificacio do gene alvo
Os pares de iniciadores utilizados na presente pesquisa estdo listados na Tabela 4.2. A
identificagdo e quantificagdo do SARS-CoV-2 seguiu o protocolo da IDT e utilizou o reagente
0 MasterMix Itaq Universal Probes One Step Kit (Biorad). Para os outros virus foi utilizado o
kit Power SYBR® Green RNA-to-CT™ 1-Step Kit (Applied Biosystems™). Os reagentes
utilizados na reacdo e suas respectivas concentracdes estdo detalhados na Tabela 4.3, sendo as
concentragdes utilizadas sugeridas pelo fabricante. O volume total de cada reacdo foi de 20 ul
e cada amostra foi realizada em duplicata. Para avaliar o efeito inibitorio da matriz ambiental,
as mesmas amostras foram submetidas a dilui¢do 1:10 e novamente submetidas a quantificagao
em duplicata. Em todas as placas foram inseridos controles negativos para avaliar a reagdo

inespecifica entre os primers ou contaminagao.
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Virus Regido alvo Pares de Sequéncia (5°-3") Tamanho Referéncia
alvo Iniciadores (bp) (NCB))

SARS- Nucleocapsideo  2019- GACCCCAAAATCAGCGAAAT 72 NC _045512.2
CoV-2 (N1) nCOV-F

2019- TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG

nCOV-R

Probe FAM-

ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC-
BHQ
Rotavirus  (NSP3) gene RV-F ACCCTCTATGAGCACAATA 73 HM627561.1
grupo A RV-R GGTCACATAACGCCCCTA
Norovirus  RdRp region NoVGI-F CAGGCCATGTTCCGCTGGATG 98 NC 001959.2
GI NoVGI-F  GTAAATGATGATGGCGTCTAAGG
Tabela 4.3 — Reacdo quimica da qPCR e condigdes de amplificagdo.
Reagente SARS-CoV-2 Rotavirus A Norovirus
Agua ultrapura 3,0ul 4,04 ul 4,04 ul
Master Mix 10 ul 10 ul 10 ul
Iniciador F 500 nM 500 nM 500 nM
Inciador R 500 nM 500 nM 500 nM
Sonda 125 nM NA NA
Transcriptase reversa | 0,5 0,16 ul 0,16 ul
Amostra RNA Sul Sul Sul
Condicoes de amplificacio

Transcricdo Reversa | 50 °C por 10 min 48 °C por 30 min 48 °C por 30 min

Ativagao da | 95 °C por2 min 95 °C por 10 min 95 °C por 10 min
polimerase e

Desnaturacao do

DNA

Numero de ciclos 45 40 40

Desnaturagdo 95 °Cpor 10 s 95 °Cpor 10 s 95 °Cpor 10 s
Anelamento 55 °C por 30s 52 °C por 20s 43 °C por 20s
Extensdo 60 °C por 1 min 60 °C por 1 min
Curva de Melting NA 95 °C por 15s 95 °C por 15s

60 °C por 15s

60 °C por 15s

95 °C por 15s

95 °C por 15s

NA Nao aplicavel

O limite de quantificacdo (LOQ) foi definido como a menor diluicdo padrao dentro da faixa

linear da curva padrao com os valores de 2, 3 e 25 copias/reacao para SARS-CoV-2, rotavirus

A e norovirus, respectivamente. A concentracao amostral foi considerada 'inferior ao limite de

detec¢do' (<LOD) se ndo observado aumento da fluorescéncia apos 40 ciclos. Para amostras
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compostas cujo valor médio de Cq foi inferior a 40 e maior do que o Cq correspondente do
LOQ, a amostra composta foi categorizada como "positiva, mas abaixo do LOQ”. Foi
observada inibicao significativa das amostras de esgoto bruto, lodo e escuma. O teste de

inibicao foi feito diluindo as amostras negativas na propor¢ao de 1:10.

4.4 Balango de massa

Para o balango de massa se utilizou da média geométrica das concentragdes de virus e da vazao

de entrada.

Média Geométrica da Concentragdo: Cy.¢ = 7(/C1 * Cy % C3 % ... % Cpy (Equagao 6.1)
Onde: Cj.s: concentragdo média de virus no esgoto bruto, efluente ou lodo;

C: concentragdo de virus na amostra de esgoto bruto, efluente ou lodo;
Carga Diaria de Virus: L, = Cp.s * Qs (Equagio 6.2)
Onde: L, : € a carga diaria de virus no bruto, efluente ou lodo (copias de genes/dia);

A vazdo média de projeto do reator ¢ 80 m?* por dia. A média de producao de lodo excendente
do reator considerada foi de 0,1 m? por dia. Para o estudo, considerou-se o descarte tedrico do

lodo excedente apds 63 dias do inicio do experimento.

4.5 Analise estatistica dos dados

Utilizou-se o software Microsoft Excel para realizar a estatistica descritiva. Foi realizado o teste
ANOVA e Mann—Whitney U-test para avaliar diferenca estatistica entre entrada e saida da
concentracdo de virus e o teste de SPEARMAN para avaliacio de correlagdo entre a

concentracdo de virus e parametros fisico-quimicos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas dos efluentes amostrados

A tabela 5.1 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas do esgoto bruto e do efluente do reator
UASB. O valor médio de DQO afluente ao reator UASB foi de 424 mg.L™!, concentragio abaixo
dos valores médios reportados por VON SPERLING (2007), que sao de 600 mg/L. Em relagdo
aos solidos suspensos totais (SST), a concentragio média encontrada foi de 295 mg.L,
comparando-se aos valores tipicos de efluentes domésticos (120 - 360 mg SST.L'') (METCALF
E EDDY, 2014).

Para o efluente tratado, os valores médios de DQO e SST medidos foram de 133 mg.L ! e 47
mg.L!, respectivamente. O resultado apresentou uma média de remocio da carga organica de
68,66%, valor dentro da faixa de remoc¢ao de DQO usualmente esperada para reatores UASB,
variando entre 45% e 85% (CHERNICHARO et al., 1999). Para o efluente de reator UASB, a
faixa de concentragio de SST varia de 40 a 140 mg.L"! (CHERNICHARO, 2016), o que
demonstra que o reator utilizado para o estudo atende aos requisitos de eficiéncia encontrados

na literatura.

Tabela 5.1 — Caracteristicas fisico-quimicas do esgoto bruto e do efluente do reator UASB (n = 9
amostras).

Esgoto Bruto Efluente UASB
Média Desvjo Mé’xi_mo Média Desvjo Mé’xi_mo
Padrao IMinimo Padrao /Minimo
SST (mg/L) 295 165 630/40 47 28 83/20
DQO (mg/L) 424 138 672 /265 133 35 190/ 77
pH 7,42 0,18 762/7,13 7,19 0,12 7,40/7,05
I%r;‘perat“ra 25,95 1,28  27,5/23,90 26,10 1,05  27,60/24,70

Considerando que as legislagdes atuais para lancamento de efluentes tratados sdo as resolucdes
CONAMA 430/2011 e COPAM 01/2008 para o estado de Minas Gerais, as concentragdes
méximas permitidas de DQO e SST s3o 180 mg.L™! e 150 mg.L"!, respectivamente ou remogio
minima de 55% de DQO para esgotos sanitarios (MORAES; SANTOS, 2019), o que demonstra

que o sistema atendeu os padrdes de lancamento vigentes durante o periodo de estudo.

Quanto a temperatura e o pH, nota-se que a variagdo dos dois parametros foi pequena durante
o periodo do experimento para ambos os efluentes. O pH se manteve neutro durante a operacao

do sistema.
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Em relacdo ao lodo do compartimento de digestao, a concentragdo média de solidos totais (ST)
foi de 56.566 mg/L, o que corresponde a 5,7% de solidos. Os valores maximos € minimos foram
de 69.267 mg/L (6,92% g/g) e 37.273 mg/L (3,73 % g/g), respectivamente. A relacdo média
STV/ST encontrada foi de 0,58. Os dados apresentados estao proximos com os valores descritos
por ANDREOLI et al. (2007) para lodos anaerdbios. A temperatura e o pH tiveram médias de
25,40 °C e 7,13, respectivamente e foram proximos aos valores encontrados para a fase liquida.

A Tabela 5.2 apresenta um resumo das caracteristicas do lodo.

Tabela 5.2 — Caracteristicas do lodo do reator UASB (n = 9 amostras).

Lodo UASB
Média Desvio Padrao Maximo /Minimo

ST (mg/L) 56.566 8.799,87 69.267/ 39.273
STV (mg/L) 33.105 10.445,28 47.030/10.217
STF (mg/L) 21.366 5.714,96 34.700/ 14.437
DQO (mg/L) 51.187 13.731,59 69.437 / 25.637
pH 7,13 0,23 7,38/6,78
Temperatura (°C) 25,40 1,84 27.70/ 22,20

5.2 Concentragdo de SARS-CoV-2 no esgoto

A Tabela 5.3 apresenta os resultados de amplificagdo do SARS-CoV-2 para cada tipo de
amostra utilizada no experimento. Observa-se que para o esgoto bruto um percentual de 67%
(6/9) das amostras coletadas apresentou resultados positivos para o virus, enquanto as demais
matrizes apresentaram amplificacdo em 67% (6/9) para efluente do reator UASB, 90% (8/9)
para o lodo e 67% (6/9) para a escuma. Estudos reportam frequéncia positiva de 13,3 a 100%
nos esgotos domésticos durante a epidemia do novo coronavirus (AHMED et al., 2020a;
DOHLA et al., 2020; LA ROSA et al., 2020a; SHARIF et al., 2020;SHERCHAN et al.,
2020;0.AMAHMID et al., 2020). Em esgotos tratados pela tecnologia UASB, a taxa de
amplificacdo reportada na literatura ¢ de 100% (KUMAR et al., 2021).

Poucos estudos avaliaram a presenca do SARS-CoV-2 no lodo das estagdes de tratamento de
esgoto, sendo do nosso conhecimento, pesquisas realizadas com lodo primério e secundario de
lodos ativados (PECCIA et al., 2020;KOCAMEMI et al., 2020). Todos os experimentos
obtiveram taxa de positividade de 100% de SARS-CoV-2 nas amostras. BALBOA et al. (2021)
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associam a maior razao de amostras de lodo amplificadas quando comparado com as de esgotos

brutos e tratados a afinidade e ao tempo de deten¢do dos solidos.

Quanto a escuma, destaca-se que nao foram encontrados estudos sobre a ocorréncia de virus

em escuma/sobrenadantes.

Tabela 5.3 — Resultados da amplificacdo das amostras para o SARS-CoV-2.

Amostra Data E. Bruto UASB Lodo Escuma
1 23/09/2020 - + - -
2 30/09/2020 + - + +
3 08/10/2020 - + + +
4 13/10/2020 + + + +
5 21/10/2020 + - + +
6 28/10/2020 - - + -
7 11/11/2020 + + + +
8 19/11/2020 + + + +
9 25/11/2020 + + + -

Para o esgoto bruto, a média geométrica das concentracdes de virus encontradas foi de 1,09
x10*de copias de genes (cg)/litro, variando entre 2,00x10%a 3,76x10* cg/l. PRADO et al. (2021)
reportaram valores entre 2,5x10' e 1,25x10° cg/l quantificados no esgoto bruto do municipio de
Niteroi, no estado do Rio de Janeiro, durante os meses de abril e agosto de 2020. Mota et al.
(2021) reportou concentracdes do novo coronavirus entre 5,6x10! e 2,9x10° cg/l no esgoto da
cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais. A nivel internacional, os valores encontrados do
SARS-CoV-2 em esgoto bruto variam entre 60 e 107 copias/litro (GIACOBBO et al., 2021).
ESPINOSA et al. (2022), em um estudo experimental realizado no CePTS, em Belo Horizonte,
encontrou o valor médio de concentragio de 1,20x10° cg/l, valor superior 2 média encontrada
neste trabalho. Desta forma, observa-se que os valores achados no afluente a estacao de
tratamento estdo proximos aos reportados em publicagdes nacionais € internacionais. A
diferenga entre os valores reportados pode estar relacionada com interferéncias nas amostras,
inibi¢do na andlise de RT-qPCR, nivel de infeccao da populagdo, metodologia de concentragao
e periodo em que a pesquisa foi realizada. A Tabela 5.4 apresenta o resumo das concentragdes

de SARS-CoV-2 nas matrizes estudadas.

Em relagdo ao efluente do reator UASB, a concentracdo média geométrica encontrada no reator

foi de 2,39x10° copias/litro com valores maximos e minimos de 6,34 x10° e 6,73x10?
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copias/litro, respectivamente. A redugdo do RNA viral foi de aproximadamente 0,66 logl10. A
diferenga entre as amostras ndo foi estatisticamente significativa (p>0,05). Estudos sobre a
ocorréncia e remogao de virus em reatores UASB sao escassos, em relagdo ao virus da COVID-
19, sdo do nosso conhecimento apenas os trabalhos de KUMAR et al. (2021) e ESPINOSA et
al. (2022). KUMAR et al. (2021) encontraram valores afluente e efluente em reator do tipo
UASB da ordem de 3,5x10° e 1,8x103 copias/litro, respectivamente, com taxa de remocio do
virus SARS-CoV-2 superior a 1,3 log10, valor este acima do resultado encontrado neste estudo.
Destaca-se que o estudo considerou que a mostras abaixo do limite de detecgao (LOD) teriam
valor de 1,7x10? copias/litro. Desta maneira, KUMAR et al. (2021) considerou a diferenca entre
0o LOD e o valor maximo medido em um dia para estimar a remo¢ao. Em um célculo similar
para os dados do monitoramento do presente trabalho, no dia 25/11/2020 as concentragdes para
0 esgoto bruto e tratado foram de 2,7x10* e 9,40x10? copias/litro, respectivamente, o que resulta
em uma remocao de 1,44 log10, valor superior ao encontrado pelos autores. ESPINOSA ef al.
(2022) calcularam a remoc¢do do SARS-CoV-2 em reator UASB em 0,18 logl0. Os autores
avaliaram o poés-tratamento do efluente por lagoas de alta taxa e obtiveram 0,9 logl0 de
remocao global do virus. O valor de remoc¢ao nesta pesquisa mostra-se superior ao encontrado

por ESPINOSA et al. (2022), considerando apenas o reator UASB.

Tabela 5.4 — Concentragdo de SARS-CoV-2 no esgoto.
SARS-CoV-2

Média Média Geo Desvio Padrdao Maximo Minimo

Esgoto Bruto (cg/L) 1,67 x10* 1,09x10*  1,37x10* 3,76 x10* 2,00 x10°
Efluente UASB (cg/L) 3,24x10° 2,39x10°  2,32x10° 6,34 x10° 6,73 x 10?
Lodo UASB (cg/g) 526 x10* 4,49x10* 229x10* 8,98x10* 7,84 x10°
Escuma (cg/g) 1,82x10* 149x10*  824x10° 239x10* 2,67 x10°

Poucos estudos avaliaram a remog¢ao do virus SARS-CoV-2 em esta¢des de tratamento de
esgoto e grande parte estd focada em sistema do tipo de lodos ativados (CASTRO, 2021). O
resultado dos estudos sugere que o tratamento bioldgico possui baixa eficiéncia de remocao de
virus da COVID-19 (<1 log). A Figura 5.1 apresenta os valores encontrados para o esgoto bruto
e reator UASB nesta pesquisa no formato de boxplot. Nota-se que as concentracdes de SARS-
CoV-2 no esgoto bruto € superior a encontrada no efluente tratado, indicando uma reducgdo da

carga viral.

Acerca do lodo do reator UASB, o intervalo de valores encontra foi de 7,84 x 10 a 8,98 x 10*

copias/gramas com valor médio de 4,02 x 10* cg/gramas. ANDREOLI et al. (2007) informaram
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que a faixa de concentra¢io de virus no lodo pode variar entre 10 e 10° virus por grama de
massa seca . H4 poucos estudos que avaliaram a concentracdo do virus da COVID-19 no lodo
gerado em sistemas de tratamento de esgotos. A maioria dos estudos esta voltada para a fase
liquida, sendo do nosso conhecimento apenas dois estudos que avaliaram a concentragao de
virus no lodo primario realizado por PECCIA et al. (2020) e avaliacao da ocorréncia em lodo
primério e de lodos ativados realizado por KOCAMEMI et al. (2020), porém, as concentragdes
sdo dadas em copias/litro. Os valores encontrados pelos autores estdo entre 1,17 x 10% a 4,6 x
108 copias/l. Multiplicando a média geométrica da concentracio de virus pela média de solidos

totais do lodo temos o valor de 2,21 x 10° copias/litro.

Figura 5.1 - Concentracao do virus SARS-CoV-2 no esgoto bruto e no efluente do reator UASB.
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Quanto a escuma, foram encontradas concentracdes entre 2,37 x 10°a 2,39 x 10*cg/gST, com
média geométrica de 1,24 x 10* cg/gST. Observou-se que o valor ficou abaixo do encontrado
para o lodo, porém, de mesma ordem (10%). Nao foram encontrados estudos que fagam
referéncia a concentragdo de virus nesta matriz, ndo existindo valores comparativos. A Figura

5.2 apresenta o grafico de boxplot para o lodo e escuma.

Foi analisada a correlacdo entre a concentragdo de virus presente no esgoto bruto, tratado, lodo
e escuma por meio das correlagdes de Pearson e Spearman. Nao foi encontrada correlagdo entre
a concentragdo de SARS-CoV-2 e os parametros fisico-quimicos em nenhuma das matrizes

estudadas (p>0,05).
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Figura 5.2 - Concentrag@o do virus SARS-CoV-2 no lodo do reator UASB e na Escuma.
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A figura 5.3 apresenta as concentragdes dos virus SARS-CoV-2 ao longo das coletas. Nota-se
que o virus ndo foi amplificado em todas as amostras, o que pode indicar baixas concentragdes

ou inibi¢do na analise de qPCR.

Figura 5.3 - Concentracao do virus SARS-CoV-2 no esgoto bruto e no efluente do reator UASB.
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Utilizando-se das médias geométricas da concentragao de SARS-CoV-2, foi realizado o balango
diario de copias de SARS-CoV-2 que entram no reator UASB, conforme apresentado na Tabela
5.5. Observou-se que houve reducdo de 78% em relagdo ao esgoto bruto. Notou-se que 29%
dos virus foram removidos por meio do descarte do lodo, o que pode indicar maior afinidade

do virus pela fracao sélida.
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Pode-se presumir que o restante dos virus continuou retido na manta permanecente no reator
devido aos mecanismos de filtracdo e adsor¢cdo, bem como podem ter sofrido predacao,
decaimento natural, inativacao ou desnaturados devido as condigdes fisico-quimicas do meio.
Esta fra¢ao foi denominada de decaimento para fins de calculo. Foi desconsiderada a escuma

devido a baixa taxa de formacao.

Apesar da baixa contribui¢do da escuma para remog¢ao de microrganismo, deve-se alertar para
os cuidados com o manejo e descarte do material de maneira a evitar o contato direto do
trabalhador, uma vez que ainda nao hé consenso sobre a possibilidade de infec¢do humana por

meio da rota fecal-oral pelo novo coronavirus.

Ressalta-se que apesar da presenca do SARS-CoV-2 no esgoto, avaliada por meio da técnica
RT-gPCR, nao foi possivel diferenciar entre virus ativos e inativos, sem possibilidade de inferir
a infecciosidade dos virus nas matrizes. Virus com envelopes lipidicos geralmente perdem a
infectividade em ambientes aquosos. A gripe aviaria H5N1, por exemplo, reduz 1 log de
concentragdo em aproximadamente 100 dias em temperatura ambiente em agua destilada e o
SARS-CoV necessita de 9 dias para a mesma reducdo em meio de cultura em temperatura

ambiente (WIGGINTON; YE; ELLENBERG, 2015).

Tabela 5.5 — Balanco do SARS-CoV-2 no reator UASB.

SARS-CoV-2
Vazao (m?/dia) Cépias/dia %
Esgoto Bruto 80,00 8,72 x 108 100,00
Efluente UASB 80,00 1,91 x 108 21,95
Lodo UASB 0,10 2,54 x 108 29,14
Decaimento - 4,26 x 108 48,90
Remocéo Efluente (log) 0,66 78,05

5.3 Concentragao de rotavirus no esgoto

A Tabela 5.6 apresenta os resultados da amplificagdo do rotavirus para as matrizes utilizadas
no estudo. Verifica-se a presenca do material genético em 100% das amostras de esgoto bruto,
tratado e da escuma, porém, apenas 88,9% (8/9) das amostras de lodo amplificaram. No Brasil,
FUMIAN et al. (2011) avaliaram a concentracdo de rotavirus no afluente de uma estagao de

tratamento de esgoto na regido metropolitana do Rio de Janeiro e reportaram a deteccdo de
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RVA em 100% das amostras, ndo identificando variacdo sazonal, o que o diferenciou das
publicacdes internacionais que apontam maior ocorréncia deste virus no inverno. Porém,
destacou que nao houve um inverno rigorosos € nem ampla variagdo de temperatura em relagao
as estacoes do ano. Em contrapartida, ASSIS (2016) realizou monitoramento em uma ETE em
Juiz de Fora, Minas Gerais, e detectou RVA em 58,3% das amostras de esgoto bruto avaliadas

e identificou avaliagdo sazonal entre periodos seco e imido.

Tabela 5.6 — Resultados da amplificagdo das amostras para o Rotavirus A.

Amostra Data E. Bruto UASB Lodo Escuma
1 23/09/2020 + + + +
2 30/09/2020 + + + +
3 08/10/2020 + + + +
4 13/10/2020 + + + +
5 21/10/2020 + + + +
6 28/10/2020 + + + +
7 11/11/2020 + + - +
8 19/11/2020 + + + +
9 25/11/2020 + + + +

Devido ao curto periodo de realizagao do estudo, ndo foi possivel identificar sazonalidade neste
trabalho, porém, cabe ressaltar que a pesquisa ocorreu no periodo pré-chuvoso, havendo
pancadas isoladas que somaram 200 mm de chuva. O que pode ter contribuido para a elevada

frequéncia do rotavirus no esgoto de Belo Horizonte.

Em relagdo as amostras de lodo, a amostra de nimero 7 pode ter apresentado inibi¢dao devido a

presenca de contaminantes, como substancias humicas. SCHLINDIWEIN et al. (2010).

Em relagdo a quantificagdo do virus, o esgoto bruto apresentou média geométrica de 1,29x10*
de copias de genes (cg)/litro do virus rotavirus. A concentracdo variou entre a minima de
9,09x10° cg/l a méxima de 4,64x10* cg/l. FUMIAN et al. (2011) encontraram concentragdes de
2,40x10° a 1,16x107cg/l nos esgotos do Rio de Janeiro. ASSIS (2016) detectou RVA na

concentragio de 7,82 x 10° a 4,93 x 107 cg/L, valores superiores ao encontrado neste estudo.

No efluente, a concentragdo média geométrica de rotavirus foi de 8,33x10° cg/l, o que
corresponde a uma remocao de 46,13% ou 0,27 logl0. Esta reducao ndo ¢ estatisticamente
significativa (p>0,05). A eficiéncia média de remocao sugere baixa capacidade do reator do

tipo UASB de remover virus, o que colabora com os trabalhos de PRADO et al. (2011) e
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SYMONDS et al. (2014). A Tabela 5.7 apresenta a estatistica descritiva dos dados das amostras

para o rotavirus.

Tabela 5.7 — Estatistica descritiva das amostras para o Rotavirus A.
Rotavirus
Média Média Geo Desvio Padrdo Maximo  Minimo

Esgoto Bruto (cg/L) 1,89 x 10* 1,70x 10*  1,10x 10* 4,64 x 10* 9,09 x 103
Efluente UASB (cg/L) 1,08 x 10* 9,14x10®°  6,65x10° 2,34 x10* 4,65x 103
Lodo UASB (cg/g) 4,28 x 10* 4,20x10*  9,11x10® 591 x 10* 3,35 x 104
Escuma (cg/g) 2,51x 10 2,10x 10+  1,96x103 7,46 x 10* 1,30 x 10*

Em comparagao a outros processos de tratamento, estudos apontam a remogao entre 0,2 e 1,53
logs em lodos ativados (PRADO et al., 2019; SANO et al., 2016). Valores superiores de
remo¢ao foram encontrados em sistemas de tratamento de ultrafiltragdo com reducao de 4,6 a
7,0 logs (QIU et al., 2015). SYMONDS et al. (2014) observaram que os rotavirus em efluentes
de reator UASB estdo associados a particulas menores que 180 micrometros, o que dificulta a
remocao por sedimentagdo. Os autores sugerem que a formacao de granulos na manta de lodo
bem como a ruptura deste influenciam a concentragao de virus no esgoto tratado. GUITIERREZ
e NGUYEN (2012) descreveram a alta capacidade dos rotavirus A de se agregarem em sélidos

suspenso. Tal fato, pode contribuir para baixa remocao de rotavirus.

Figura 5.4 — Concentracdo do virus rotavirus A em diferentes matrizes.
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Em relacdo ao lodo do reator, a concentragdo média de rotavirus no lodo foi de 4,20x10* cg/l
com valores maximos e minimos de 5,91x10* cg/g e 3,35x10* cg/g, respectivamente.
SCHLINDIWEIN ef al. (2010) detectaram a presenca de rotavirus A em 33% das amostras de
lodo no Rio de Janeiro. PRADO et al. (2014b) obtiveram 50% das amostras de lodo de uma
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estacdo de lodos ativados da cidade de Rio de Janeiro com concentracio variando de 8 x 10° a
8 x 10° cg/1. A média estimada em volume de lodo neste trabalho foi de 2,30x10° cg/l, o que
foi superior aos valores da literatura. Ha poucos estudos que avaliam a presenga de rotavirus no
lodo de esgoto, sendo do nosso conecimento, este o primeiro trabalho de quantificacao de
rotavirus no esgoto de Belo Horizonte. A figura 5.6 apresenta o diagrama de caixa para o lodo

e da escuma. Nota-se que a variagdo da concentragdo de rotavirus por grama de lodo foi

pequena.

Figura 5.5 — Concentrag@o do virus rotavirus A no esgoto bruto e no efluente do reator UASB.
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A escuma apresentou valores de concentracdo de rotavirus por gama de matéria seca similar ao
encontrado no lodo. Tal fato pode ter relacdo com perda de solidos pelo efluente. Nao ha estudos
que buscaram a ocorréncia deste virus nesta matriz, o que dificulta a comparagdo. Destaca-se a

presenca dos virus em 100% das amostras.
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Figura 5.6 — Concentrag@o do virus rotavirus A no lodo e no escuma do reator UASB.
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Foi analisada a correlacdo entre a concentracao de virus presente no esgoto bruto, tratado, lodo
e escuma por meio das correlagdes de Pearson e Spearman. Encontrou-se correlagdo linear
significativa pelo método de Pearson entre os rotavirus presentes no lodo e do efluente do
UASB (r=0,749 e p<0,05). Em relacao ao teste de Spearman, houve correlacdo nao-paramétrica
entre a concentragdo de rotavirus e SARS-CoV-2 no lodo (r=0,821 e p<0,05), o que pode indicar
afinidade dos virus pelos solidos presente no substrato. A matriz de correlagdo ¢ apresentada
na Tabela 5.8, em que traz os valores dos coeficientes de correlagdo (r) para as concentragdes

dos virus SARS-CoV-2 e o Rotavirus presentes em cada matriz analisada.

Similar ao SARS-CoV-2, foi realizado o balanco de massa no reator UASB para o rotavirus A,
conforme apresentado na Tabela 5.9, houve reducdo de 46,24% da concentragdo do virus
presente no efluente em relacdo ao esgoto bruto. Nota-se que o valor de rotavirus que deixa o
reator por meio do descarte do lodo ¢ inferior ao encontrado para o virus da COVID-19. Estudos
apontam que os virus envelopados apresentam afinidade pela fase s6lida. Os rotavirus estdo
associados as particulas finas e em suspensdao (SYMONDS et al., 2014; GUITIERREZ;

NGUYEN, 2012), o que pode ter contribuido para uma menor concentracao no lodo.
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57

SARS-CoV-2 SARS-CoV-2 SARS-CoV-2 SARS-CoV-2 Rotavirus  Rotavirus . .
Rotavirus L. Rotavirus E.
B. L E,. u.
SARS-CoV-2 Pearson's _
B. r
Spearman' _
s rho
SARS-CoV-2 Pearson's 0.207 .
u. r
Spearman' 0.000 _
s rho
fARS-CoV-Z lr'-’ea rson's 0717 -0.062 _
Spearman'
-0.800 0.400 -
s rho
iARS-CoV-Z IF"ea rson's -0.036 0.705 0.429 _
Spearman’ -0.100 0.800 0.300 -
s rho
:otav"us fearson s -0.462 -0.274 0.028 -0.008 —
Spearman’
-0.429 -0.257 -0.036 -0.725 -
s rho
ﬁmv'"‘s fearson s 0.649 -0.021 0.128 0.359 -0.390 -
Spearman 0.657 -0.143 0,071 -0.086 -0.351 -
s rho
) Pearson's
Rotavirus L. i -0.606 0.170 0.301 0.362- -0.360 -
-0.700 0.600 0.300 0.383 -0.167 —
s rho
Rotavirus E. IF”earson s 0374 0.147 0.344 0.016 0358 0.281 0.457 -
:prﬁzrma n -0.429 0.086 0.143 -0.143 0.360 0317 0.476 -
Note. * p <.05, ** p <.01, *** p <.001
Tabela 5.9 — Balanco de Massa do Rotavirus A no reator UASB.
Rotavirus
Vazao (m?dia) Copias/dia %
Esgoto Bruto 80,00 1,36 X 109 100,00
8
Efluente UASB 80,00 7,31 x10 53,76
Lodo UASB 0,10 2,20 x 106 16,95
. 8
Decaimento - 6,26 x 10 29,29
Remocéo Efluente (log) 0,27 46,24

5.4 Ocorréncia de norovirus no esgoto

Os resultados encontrados demonstram a ocorréncia de norovirus no esgoto bruto em 44% das

amostras (4/9), 56% das amostras de efluente tratado (5/9), 22 % (2/9) das amostras de lodo e

55% das amostras de escuma (5/9), conforme Tabela 5.10.
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Todas as amostras apresentaram concentragdes abaixo do limite de quantificacdo, o que pode
indicar a baixa prevaléncia da doenga na regido estudada e resulta em poucos genes excretados
no esgoto. Porém, devido a especificidade do prime utilizado, todos os Ct abaixo de 40 foram

considerados positivos (Tabela 5.11).

Tabela 5.10 — Amostras positivas para norovirus.

Amostra Data E. Bruto UASB Lodo Escuma LEITO DE SECAGEM

1 23/09/2020 - + - - -
2 30/09/2020 - - + - +
3 08/10/2020 - + - + -
4 13/10/2020 + - - + -
5 21/10/2020 + + - + -
6 28/10/2020 - - - - -
7 11/11/2020 + + - - -
8 19/11/2020 - - + + -
9 25/11/2020 + + - + -

PRADO et al. (2019b) avaliaram a ocorréncia de norovirus em quatro estagoes de tratamento
na cidade de Sdo Paulo. Os pesquisadores encontraram taxa de prevaléncia de 83,3 a 100% das
amostras para o esgoto bruto. Apods o tratamento por lodos ativados, o efluente tratado
apresentou positividade entre 25 e 91% das amostras. A eficiéncia de remogao neste tratamento
variou entre 0,3 e 0,8 log10. As estagdes possuiam sistema de retiso constituido de tratamento
terciario, das quais 2 estagdes possuiam filtros de areia e carvao, 1 estagdo tinha tratamento por
coagulacdo seguida de filtracdo e outra estacdo com tratamento por membranas. Todos os
sistemas possuiam cloragdo. A dgua de retiso apresentou faixa de positividade entre 0 e 66%
das amostras. Os piores resultados foram originados do tratamento por filtros de areia e carvao.
A quantificacdo de norovirus apos o processo de cloracao indicou a resisténcia destes virus ao

processo de cloracao.

A resisténcia dos norovirus aos processos de desinfec¢ao também € demostrada por QIU et a/
(2015) que avaliaram a remocao dos virus apds a estagdo de tratamento constituida de lodos
ativados com desinfec¢do por ultravioleta (UV). O resultado global foi de menos de 2 log10 de

remogao do patogeno.
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Tabela 5.11 — Valores de Ct das amostras para norovirus.

ESGOTO BRUTO UASB LODO ESCUMA
Coleta Data
Ct Ct Ct Ct
1 23/09/2020 38,50
2 30/09/2020 39,87
3 08/10/2020 37,96 39,77
4 13/10/2020 37,97 39,60
5 21/10/2020 38,00 35,75 39,60
6 28/10/2020
7 11/11/2020 37,24 39,17
8 19/11/2020 37,48 39,11
9 25/11/2020 39,43 37,94 39,59

Destaca-se que os norovirus sdo responsaveis por causar surtos globais de gastroenterites de
veiculacdo hidrica e alimentar. Em um estudo realizado no municipio de Juiz de Fora, Minas
Gerais, por BARLETTA (2011) demonstrou a ocorréncia do virus 9,17% em amostrar de fezes
de criancas entre 0 ¢ 12 anos de idade oriundas de atendimento ambulatoriais ou internagdes
entre os anos de 2008 e 2009. Para o primeiro ano, o virus apresentou sazonalidade com
tendéncia de ocorréncia na estacdo seca. Cabe destacar, que os esgotos ndo tratados que
apresentam a incidéncia destes patdgenos, colaboram para a contaminacao do meio ambiente e
favorecem a prolifera¢dao de doengas. O estudo realizado por SARMENTO (2020) demonstrou
que moluscos bivalves cultivados em 4guas que apresentam a presenga de norovirus podem
favorecer a contaminagdo de consumidores por meio da ingestao destes organismos, que devido
ao mecanismo de alimentacao por filtracdo que eles possuem, as particulas virais presentes no

meio podem se concentrar em seus tecidos.

No Brasil, estudos que avaliam a presenca destes patdgenos no esgoto sdo escassos. Além do
estudo anterior, pode-se citar os estudos realizados por FUMIAN et al. (2013) e VICTORIA et
al. (2010) que avaliaram a presenc¢a de norovirus nos esgotos da cidade do Rio de Janeiro.
Ressalta-se que este € primeiro estudo que avalia a ocorréncia de norovirus no esgoto em Minas

Gerais.

Os norovirus sdo estaveis no ambiente, e tem uma dose infecciosa de 50% (ID50) variando
entre 18 e 103 copias de genoma (LOPMAN et al., 2012; VINJE, 2015). A facilidade com que
os norovirus sdo transmitidos e a baixa dose infecciosa necessaria para estabelecer uma infec¢ao

resultam em surtos extensos.
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Estudos investigativos sobre a ocorréncia, quantificacdo e remog¢do de norovirus no esgoto e
nos ambientes aquaticos devem ser realizados para que possam contribuir para a vigilancia
ambiental das doencas gastrointestinais bem como entender os mecanismos de remog¢ao destes

virus nas ETE’s.

5.5 Decaimento de rotavirus no leito de secagem

Leito de secagem ¢ uma tecnologia de baixo custo e de vasto uso no Brasil para remogao de
umidade do lodo digerido, principalmente em estacdes de pequeno e médio porte. Sdo
constituidos de paredes de contengdo e fundo drenante que cola o percolado e redireciona para
o sistema de tratamento. A remoc¢ao de umidade ocorre de forma natural pela evaporagdo e pela
drenagem da fase liquida. A NBR 12.209 (ABNT, 2011) recomenda a taxa de aplicagdo de 15
kg SST/m? de area de leito, nimero minimo de 2 unidades e distdncia menor de 10 metros para

transporte do material no interior do leito.

Para o experimento, foram desaguados 3 metros cubicos do lodo de fundo do reator UASB e
avaliou-se a ocorréncia do rotavirus A durante o periodo de 63 dias. (Figura 5.7). Ao final do

experimento, a umidade final do lodo atingiu de 15%.

Figura 5.7 — Vista do leito de secagem imediatamente ap6s o desague do lodo (a esquerda) e apos 63
dias de secagem a direita).
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Conforme dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET, 2020), temperatura média
diéria variou de 20 °C a 30 °C com média de 25 °C durante o periodo de amostragem. A maxima
precipitacao diaria registrada foi de 60 mm. Nota-se que no periodo foram registrados poucos
dias de chuva que somam 200 mm. A Figura 5.8 mostra os dados climatologicos e a

concentragdo de solidos totais no lodo desaguado no leito de secagem.

Figura 5.8 — Variacdo de temperatura, precipitagdo e solidos totais observadas durante o periodo de

estudo.
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Na Tabela 5.12 sdo apresentadas as amostras de lodo no leito de secagem e os respectivos Ct’s
durante os 63 dias de experimento. Destaca-se que as concentragdes estiveram abaixo do limite
de quantificagdo de rotavirus, porém, devido a especificidade do prime utilizado, todas as
amostras com valores inferiores a 40 ciclos foram consideradas positivas. Assim, observou-se
que durante todo o monitoramento do leito secagem, o lodo desaguado apresentou a presenca
de rotavirus A. Os valores de Ct variaram entre 36,16 € 39,29 ciclos, com valor médio de 36,80
e desvio padrao de 1,09. Apesar de ndo ser possivel inferir a infecciosidade do virus presente

no lodo, ele se mostrou persistente no meio.

A literatura indica que os rotavirus A sdo estdveis em ambientes com baixa e alta umidade
relativa com variagdo do pH entre 3 € 9 (SATTAR et al., 1984). Em um experimento realizado
com agua da torneira mantida a 4°C, ndo houve queda significativa da concentra¢do do virus
mesmo apos 64 dias, enquanto em 20°C o titulo foi reduzido em cerca de 2 logl0 no mesmo
periodo. Embora a perda de infectividade do virus tenha sido mais rdpida na agua de rio mantida

a 20°C, levou cerca de 10 dias para uma redugdo de 2logl0 no titulo da placa do virus
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(RAPHAEL et al., 1985). ABAD et al. (1994) avaliou a sobrevivéncia dos rotavirus A em
superficies porosas (papel e algodao) e ndo porosas (aluminio, porcelana de porcelana de papel
higiénico, azulejo envidragado, latex e poliestireno) em duas temperaturas diferentes (4°C e
20°C) demonstrando que eles podem persistir por longos periodos (60 dias) nesses tipos de

materiais em ambas as temperaturas).

Tabela 5.12 — Presenca de rotavirus no leito de secagem apos desague do lodo.

Amostra Data Presengca RVA Ct
1 23/09/2020 36,55
2 30/09/2020 36,26
3 08/10/2020 35,80
4 13/10/2020 36,78
5 21/10/2020 36,22
6 28/10/2020 35,77
7 06/11/2020 37,75
8 11/11/2020 39,29
9 19/11/2020 36,16
10 25/11/2020 37,49

LIMA (2010) avaliou o tratamento do lodo digerido com e sem adi¢do de cal em estufas. A
autora verificou que os rotavirus ndo apresentaram tendéncia de decaimento independe da
reducdo umidade, adi¢do de cal, forma de disposi¢dao nas células de desague e periodos de
revolvimento. Ainda, destaca a resisténcia dos rotavirus na condi¢ao de elevacdo do pH acima
de 12 durante 7 dias. O presente trabalho colabora com a hipdtese de que os rotavirus persistem

no ambiente por longo periodo, mesmo em condi¢des desfavoraveis.

Estudos sobre decaimento de virus em leitos de secagem sdo escassos. Muitos estudos sdao
focados em indicadores bacterioldgicos que possuem comportamento diferente. LOPES ef al.
(2020) estudaram o decaimento de adenovirus em leito de secagem por 90 dias nos periodos
seco e chuvoso. Constataram a persisténcia do virus durante todo o monitoramento, indiferente
da estacdo do ano, o que demonstra a estabilidade do adenovirus no ambiente. Em um estudo
futuro, os dois virus poderdo ser comparados para avaliar qual dos microrganismos poderao ser

um indicador viral de qualidade sanitaria do lodo.
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6 CONCLUSOES

O objetivo geral desta pesquisa € avaliar a ocorréncia dos virus entéricos rotavirus e norovirus
bem como o SARS-CoV-2 em uma estacdo de esgoto do tipo UASB na cidade de Belo
Horizonte no periodo de setembro a novembro de 2020. Apos a realizacdo do estudo, seguem

as conclusoes:

e foi observada a presenga dos virus SARS-CoV-2, rotavirus A e norovirus no esgoto bruto
coletado na Regido Metropolitana de Belo Horizonte, com taxa de amplificagdo de 67%,
100% e 44% nas amotras, respectivamente. O que indica a circulagdo dos virus e a ocorréncia

de pessoas contaminadas no periodo do experimento.

e as concentragdes de SARS-CoV-2 observadas no esgoto bruto estavam dentro dos valores
reportados na literatura nacional e internenacional, porém inferiores aos valores médios de
estudos realizados na Regido Metropolitana de Belo Horizonte. Essa diferenga pode ser
devida aos periodos de realizacdo dos estudos. Enquanto as concentra¢des de rotavirus A e
norovirus no esgoto bruto foram inferiores ao reportado na literatura, o que pode indicar a

baixa circulag@o do virus no periodo do estudo;

e em relagdo ao esgoto tratado, as taxas de amostras possitivas foram de 67%, 100% e 56%
para SARS-CoV-2, rotavirus A e norovirus, respectivamente. Foi observada a redu¢do média
de média de 0,66 log10 de SARS-CoV-2 no reator UASB, valor superior ao estudo realizado
em Belo Horizonte, porém inferior ao reportado na literatura internacional. Enquanto a
remocao de rotavirus A foi de 0,27 log10. O resultado encontrado indica que o reator UASB
apresenta baixa eficiéncia na remog¢ado de virus, mas pode ser utilizado como etapa anterior

a outros sistemas;

e ndo foi possivel diferenciar entre virus ativos e inativos, sem possibilidade de inferir a

infecciosidade dos virus nas matrizes;

¢ 1o lodo de fundo do reator UASB as concentracdes de taxa de positivade das amostras para
0 SARS-CoV-2 e rotavirus foi de 89% para ambos os virus enquanto foi observada a
presenca de norovirus em 22% das amostras de lodo.Os virus deixaram o reator por meio do
descarte de lodo na propor¢ao de 29,14% e 16,95% para o novo coronavirus e rotavirus,
respectivamente, o que pode indicar uma maior afinidade do SARS-CoV-2 ao lodo quando
comparado ao rotavirus A. As concentragdes de norovirus foram abaixo do limite de

quantificagcdo, nao sendo possivel estimar a saida no sistema;
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o foi detectada a ocorréncia de virus na escuma com taxa de positivade das amostras foram
67%, 100% e 56% para o SARS-CoV-2, rotavirus A e norovirus, respectivamente. Devido
a baixa velocidade de forma¢ao da escuma, a remocao de virus por meio da remog¢do do
material ¢ insignificante, porém, deve-se ter cuidado no descarte do material devido a

presenca de virus e outros microrganismos;

e Foi avaliada a persisténcia do rotavirus A no lodo de descarte do reator UASB apds o
desague no leito de secagem. Constatou-se que o virus estava presente em 100% das
amostras apds 2 meses de acompanhamento. Nao foi possivel verificar o decaimento, pois a
concentragdo dos microrganismo estava abaixo do limite de quantifica¢do, assim, apenas foi
possivel avaliar a presenca ou auséncio do virus. O resultado pode indicar que o rotavirus A

possui elevada persisténcia no meio ambiente.
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7 RECOMENDAGOES

e Avaliar a viabilidade dos virus apds o tratamento por meio de técnicas de cultivo;

e Avaliar a concentragao dos virus conforme a granulometria do lodo € o impacto do tamanho

das particulas na remog¢ao dos virus;

e Avaliar a viabilidade de rotavirus A durante o periodo de secagem em leito de pedra, por um

periodo superior a 60 dias com uso da técnica de extragao por PEG;

e Comparar o decaimento de adenovirus e rotavirus no leito de secagem.
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