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Principais constituintes dos esgotos domésticos

Agua (99,9%)

Solidos (0,1%)

<

(" Sélidos Suspensos
Solidos Dissolvidos
Matéria Organica

Nutrientes (N, P)

~ Organismos patogénicos

<

Helmintos
Protozoarios
Bactérias

Fungos

\_ VIRUS (humanos
animais, insetos,
vegetais,
bacterianos)



Consequéncias dos lancamentos de esgoto bruto ou tratado
no ecossistema aquatico

Eutrofizacgao:

v’ espécies sensiveis podem ser substituidas por
espécies mais tolerantes e resilientes;

v' comunidades biologicamente diversas podem
ser substituidas por espécies menos diversas;

v Florac3o de algas toxicas.

Risco a saude da populagao Sources of Groundwater Contamination

Common Sources of Ground
Water Contamination

Contato com patdgenos;
Contato com metais pesados e substancias quimicas toxicas;
Contaminacao de alimentos;

Contaminacao de aguas subterraneas.



Doencas de veiculacao hidrica

\, -

Transmissao Fecal-Oral

Ingestao de agua e alimentos contaminados
Habitos de higiene inadequados

Veiculacao por fomites



Patégenos virais

Mais importantes para a area de saneamento:

Virus entéricos sao todos aqueles @ Aproximadamente 150 tipos de virus
gue sao capazes de infectar as entéricos humanos

células do trato gastrointestinal

® Quantidade minima de virus (dose
infectante) para causar uma infeccao
muito baixa (10 a 100 particulas)

@ Excretados em alta concentracao nas
fezes de individuos sintomaticos e
assintomaticos

& Altamente resistentes a acao de
substancias quimicas e agentes fisicos
(temperatura, pH, radiacao UV)



icas gerais

Caracterist

Virus entéricos

Rotavirus

Adenovirus

— dsRNA segment

Mature Reviews | Microbiology

Fibre (receptor binding,
haemagglutination)

Picornavirus

©ViralZone 2008 e
nstitute of Bioinformati

Norovirus

v Genoma (DNA ou RNA)

v’ Capsideo icosaédrico ou esférico

v’ Sem envoltdrio



Fontes de contaminagao por virus
Manejo agricola de residuos: irrigacao,
adubacao

Lodo de ETE
Compostagem
(Resolucao CONAMA No.375
de 29 de agosto de 2006) Calagem

) . Tratamento térmico
Biossolido classe A e classe B




Filtro por Leitos Cultivados para tratamento de Esgoto Domeéstico com agua Negra
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Fontes de contaminacdo por virus

Consumo de frutos-do-mar
crus ou mal-cozidos

® animais filtradores

e virus retidos nos tecidos




Virus entéricos

Fatores ambientais que influenciam a infectividade viral

Temperatura do meio ambiente

20 3 26°C » 2,5 a 28 dias (mar)
3a5°C » 36a130dias
10°C » 300 dias (2 log,, - agua subterranea)
» verao 2/3 dias, inverno 2 meses (no solo)

Composicao do solo
adsorcao e inativacao - 6xidos Mn, Al,Cu

resisténcia a silica e ferro

Porosidade (1-60%)

Indice pluviométrico



Processos de Tratamento de Esgoto

Esgoto bruto

afluente
( ) & Preliminar: sélidos grosseiros em

suspensao, dleos, graxas e gorduras;

® Primario: sélidos em suspens3o,
parte matéria organica e inorganica;

@ Secundario: sélidos dissolvidos
(carboidratos, proteinas e lipideos) e
solidos suspensos finos.

Esgoto tratado

Agua de relso h / \

Fracao aquosa Fracao dos solidos (lodo)
(dgua de esgoto tratada)

Tratamento Avancado e desinfeccao:

& remocao de microrganismos patogénicos l

por ozbnio, UV, cloracao e acido peracético

Aterro sanitario

@ remocao de compostos organicos de alto N
peso molecular e salinidade por DeV0|UCaO ao

membrana de nanofiltracdo e membrana de
osmose reversa e troca idnica

meio ambiente




Virus entéricos humanos

Remocao de patogenos por processos de tratamento de

esgoto
Numero de patogenos por 100 mL de efluente

. irus Cistos de

Efluente ?ce)cl:'cfiosrm;\sP Salmonela gn‘ruér'icos Sevl(::i:‘reos élbrd{b
UFP lamblia

Bruto 1 X 10° 8 X 103 5 X 104 800 1 X 104
Primario 1 X 107 8 X 102 15X104 |80 5 X 103
Secunddrio |1 X 106 8 15X103 |0,08 2.5 X 103
Tercidrio <2 <2 0,0002 <0,08 3
|I\3/|'_A-\I;|__|$§eESNS IN RECLAIMED WATER

University of California Riverside

Dose minima infecciosa para virus entéricos
10 a 100 particulas virais




Agentes fisicos e quimicos para inativacao viral

. ’ N
Como posso destruir estes virus o o
pensando na composi¢do quimica
dos componentes estruturais?  {
Temperatura :

4} - Inativagao: acima de 56°C por 30 min.

‘ = Preservagao da capacidade de infecgao

Temperatura ambiente (alguns tipos - por horas, dias, semanas)

40C e abaixo (preservacao por anos)

Radiacao gama, X, UV

Compostos clorados e fendlicos




Métodos para desinfeccao de agua versus inativagao dos virus

Cloragao: compostos clorados, necessario um
periodo de reacao de no minimo 20 minutos,

Ozdnizacdo (ozbnio) - mais forte desinfetante e formacdo de sub-produtos.
oxidante indicado para o tratamento da agua: ) .
desinfec¢do da d4gua engarrafada, da 4gua de Desnatura capsideo protéico

producao e de lavagem nas industrias de alimentos,
bebidas ou cosmética, tratamento de agua potavel,
agua de piscinas e zooldgicos, e nos circuitos de
resfriamento.

Desinfecc¢ao por luz ultravioleta - tratar agua
potavel e residual assim como para o
tratamento da agua de produto e de

, - roducao em aplicagdes industriais

Desnatura capsideo protéico e genoma P ¢ plicas

Desestrutura genoma

Desinfecg¢ao térmica — aquecimento minimo a 759C,

combater a Legionella nos circuitos de agua quente, para desinfeccao de tubulacdes
na industria farmacéutica e de alimentacao, e para desinfetar aguas residuais de
laboratdrios microbioldgicos e de areas criticas em clinicas.

Desnatura capsideo protéico, envoltdrio e genoma



Membrane Separation

Processes and Characteristics
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Tamanho das particulas virais
versus
Porosidade de membranas para tratamento
de agua ou esgoto

fpm)
0.01 0.1

Albumin
protein

logoxin/
Tggen
Viruses

Colloidal
silica

Asbestos

BE) 10a100nm

Ultrafiltration

Rotavirus — 80 nm

—dsRNA segment

MNature Reviews | Microbiclogy

Picornavirus - 20a 30 nm

Fibre (receptor binding,
haemagglutination)

Terminal protein

b,
10 Core protein VII



Membranas para tratamento de agua

Micrc}f‘ Itration

Monovalent Multivalent Suspended
Water ions ions Viruses Bacteria  solids
N\ N N N A N

Ultraf Itration

Monovalent Multivalent
Water ions ions

N\ N\ N

~ Suspended
Viruses  Bacteria solids

L O ¥

Nanofiltration Monovalent Multivalent Suspended
Water ions ions Viruses Bacteria  solids
N\ AN N N\ N/ \/

Reverse Monovalent Multivalent Suspended
Osmosis Water  ions ions Viruses  Bacteria  solids

AN N \/

N N\ N/




Inativacao por agentes fisicos e quimicos

Virus entéricos

Patégeno Temperatura Tempo Referéncia

(°C) (min)
Escherichia coli 65 1 Bandres et al, 1998
Legionella 66 0,45 Sanden et al, 1989
Mycobacterium sp 70 2 Robbecke & Buchholtz, 1992
Cryptosporidium parvum 72,4 1 Fayer, 1994
Poliovirus 60 25 Larkin & Fossolitis, 1979
Hepatite A 70 10 Siegl et al., 1984
Rotavirus 50 30

Estes et al., 1979




Virus entéricos

Inativacao por agentes fisicos e quimicos

Patégeno Dose UV Cloro livre
(MW-s/cm2) (mg/L)

Escherichia coli 1.300 - 3.000 0,3-0,8 —_—— y
Legionella 920 - 2.500 0,35-0,5 o / 2\ :
Poliovirus 5.000-12.000  04-143 | B/
Hepatite A 3.700 - 7.300 0,14 - 0,23 = \ _
Rotavirus 8.000 - 9.900 0,5-1,0 ﬁ
Adenovirus 23.000-30.000  ND .

Roessler & Severin (1996)



Estratégia de pesquisa de virus entéricos humanos
presentes em amostras de agua



icacao

Métodologias de deteccao e quantif

Recomendagoes para coleta de amostras

* deve ser realizada sempre antes de outras coletas;

* ndo coletar amostras compostas;

* fechar o frasco imediatamente apos a coleta;

* apos a coleta, manter e transportar sob refrigeracao;

* nao congelar.

* coletar a amostra em recipiente esterilizado;
eagua com cloro: 0,1 ml de tiossulfato a 10%;

*agua bruta que contenha metais pesados: 0,3 ml EDTA a 15%.

http://www.cetesb.sp.gov.br/servicos/normas-tecnicas-cetesb/normas-tecnicas-vigentes/




Virus entéricos humanos

Estratégia de pesquisa de virus presentes em amostras
de agua

v Concentracdo dos virus presentes nas matrizes

v’ Purificacdo dos concentrados virais

v Ensaios de deteccio viral | Classicos

Moleculares

v’ Ensaios de infectividade e quantificacdo do no. de particulas

v' Avaliacdo de risco



Métodos de concentracao viral
(Fonte: Bosch et al., 2008; Wyn-Jones et al., 2001 adaptada por Garrafa 2009)

Técnica Método Tipo de Volume  Recuperacgao Custo 2° etapa Comentario
agua inicial
(L)
Membrana Todas 1-1000 50-60% com Médio Sim Para grandes volumes de
eletronegativa pratica agua
Adsorcao Membrana 50 — 60% com [ Nao necessita de pré
/Eluigéo eletropositiva pratica requisito
(VIRADEL)
Cartuchos Baixa Variavel: alta i Obstrugao rapida dos
eletronegativos turbidez em aguas poros
limpas
Cartuchos Todas Variavel [ Ampla gama de virus
eletropositivos
Membranas de Limpa Baixa Muito lento. Obstrucao
alginato rapida com amostras de
alta turbidez
Ultrafiltragéo Membrana Limpa Baixa Variavel Médio Nao Lento
simples
Fluxo tangenciale  Efluente Alto Variavel Alto Nao Necessita de pre filtros
fibras ocas tratado para aguas turbidas
Ultra- Limpo Baixa Média Alto Nao Vasta gama de virus, boa
centrifugacao recuperacgao, alto custo
Imunoafinidade Imunoafinidade e  Desconh Baixa Boa Alto Nao Requer ensaio especifico
esferas ecido recuperacao para cada virus. resultados
magnéticas para volumes falso-positivos em caso de
pequenos alteragdes nos sitios de

interagao viral



Método para concentragao de virus
(two-step) de aguas de esgoto,
superficie e subterraneas.

(Memorias do Inst. Oswaldo Cruz, 92: 97, 1997)

1. Concentracao da amostra: Filtracao
através de membranas eletropositivas

Zeta Plus 60S

2. Reconcentracao do concentrado viral:
ultracentrifugacao




Meétodos de deteccao viral

e Microscopia Eletrbnica de Transmissao (MET)

e Cultivo Celular Observacao de efeito citopatico(ECP)

Plagueamento viral

Reacdes de imufluorescéncia e imunoperoxidase

e Métodos moleculares (PCR, RT-PCR e sequenciamento génico e sequenciamento de
alta performance)

¢ |CC-PCR (cultivo celular + PCR)

e Real-Time PCR



Métodos de deteccao

Inoculacdao em Culturas de células
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Deteccéao de virus cultivaveis

Quantificacao viral (DICT.y/vol)

Métodos Classicos




Métodos para deteccao de virus
Método de plagueamento

v' Deteccao
v Isolamento
v Quantificacao

Bacteriofagos

No. Unidades formadoras de placa
(UFP/mL)



Legend (Ponto de Coleta):
Bcus Manancial BSL Manancial BSL Esgoto IBTS Esgoto

Analise metagendmica de virus presentes em

mananciais e agua de esgoto da RMSP.
Extracao de DNA
viral total
3 Sequenciamento

de alta
performance
(Hiseq)

Mirmero de contigs

1,000

Analise por
bioinformatica

500

Nimers di contigs

100
50

Famibas



