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RESUMO

Este estudo, pioneiro na investigacdo da disseminacao de virus entéricos na cadeia produtiva
de alfaces organicos no Estado do Rio de Janeiro, tem como principal objetivo demonstrar
estes patégenos como importantes contaminantes ambientais, assim como sua utiliza¢cdo como
marcadores de contaminacdo fecal humana. A pesquisa de norovirus (NoV), rotavirus A
(RVA), adenovirus humano (HAdV) e enterovirus (EV) foi realizada na regido do Brejal,
municipio de Petrdpolis, uma das maiores areas de producao agricola do Estado. Nos anos de
2010 e 2011 foram realizadas doze campanhas de coleta, onde foram obtidas um total de 60
amostras de agua nas diferentes etapas de producdo (nascente, irrigacdo, lavagem) e 36 de
alfaces, incluindo mudas e alfaces adultas. Para avaliar a qualidade da &gua, parametros
fisico-quimicos e indicadores bacterioldgicos, como coliformes totais e Escherichia coli
,também foram quantificados. Para deteccdo e quantificacdo viral todas as amostras foram
concentradas pelo método de adsor¢do-eluicdo, com membrana carregada negativamente, com
volumes iniciais de dois litros (2 L) e 25 gramas (g) de agua e alface, respectivamente e
analisadas pela reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR), utilizando sistema
TagMan™. Virus foram detectados em 48,4% das amostras de 4gua (29/60) e em 44,5%
(16/36) de amostras de alface, com concentracdes variando de 7,29 x10* a 4,72 x10° cg/L e de
4,29 x10" a 5,56 x10* cg/25 g, respectivamente. HAdV foram detectados em todos 0s pontos
de coleta de &gua e alface (11,5% - 11/96), embora os RVA tenham sido os mais prevalentes
com 14,6% (14/96) de detec¢do, seguidos dos EV ([12,5%] 12/96) e dos NoV ([8,3%] 8/96).
Amostras positivas para HAdV foram processadas para isolamento viral em cultura de células
A549, HEK 293 e HEp-2 e as positivas para EV em cultivos celulares RD, MRC-5 e HEp-2c.
Embora ndo se tenha demonstrado a infecciosidade dos virus detectados, niveis de
concentracdo na ordem de 10* em alfaces prontas para comercializacdo, a presenca de pelo
menos dois virus diferentes em todos os pontos estudados, assim como a deteccdo em aguas
caracterizadas como adequadas pelos parametros bacterioldgicos demonstram a importancia
da utilizagdo dos virus como marcadores de contaminacdo ambiental em cadeias produtivas
de hortaligas, afim de assegurar a qualidade destes alimentos. Valores de Escherichia coli
superiores ao estabelecido pela legislacdo corroboraram para a mé qualidade da agua utilizada

na irrigagéo das mudas.

Palavras-chave: Agua de Irrigacdo. Alimentos. Virus entéricos. Alface.



ABSTRACT

This study, a pioneer in the investigation of the dissemination of enteric viruses in the organic
lettuce production chain in the state of Rio de Janeiro, has as main objective to demonstrate
these pathogens as important environmental contaminants, as well as their use as markers of
human fecal contamination. The study of norovirus (NoV), rotavirus A (RVA), human
adenovirus (HAdV) and enterovirus (EV) was carried out in the region of Brejal, Petropolis
municipality, one of the largest agricultural production areas in the State. In the years 2010
and 2011, twelve collection campaigns were carried out, where 60 water samples were
obtained in the different stages of production (spring, irrigation, washing) and 36 of lettuces,
including adult seedlings and lettuces. To evaluate the water quality, physical-chemical
parameters and bacteriological indicators such as total coliforms and Escherichia coli were
also quantified. For viral detection and quantification, all samples were concentrated by the
negatively charged membrane adsorption-elution method with initial volumes of two liters (2
L) and 25 grams (g) of water and lettuce respectively and analyzed by the polymerase chain
reaction quantitative (QPCR) using TagMan ™ system. Viruses were detected in 48.4% of the
water samples (29/60) and in 44.5% (16/36) of lettuce samples, with concentrations varying
from 7.29 x10" to 4.72 x10° gc L™ and from 4.29 x 10" to 5.56 x 10* gc 25 g™, respectively.
HAdV were detected at all water and lettuce collection points (11.5% - 11/96), although RVA
were the most prevalent with 14.6% (14/96) of detection, followed by EV ([12.5%] 12/96)
and NoV ([8.3%] 8/96). Positive samples for HAdV were processed for virus isolation in
culture of A549, HEK 293 and HEp-2 cells and those positive for EV in RD, MRC-5 and
HEp-2c cells. Although the infectivity of viruses detected has not been demonstrated, levels
of concentration in the order of 10 in lettuces ready for commercialization, the presence of at
least two different viruses in all the points studied, as well as the detection in waters
characterized as adequate by the bacteriological parameters, demonstrate the importance of
the use of viruses as markers of environmental contamination in productive chains of
vegetables, in order to ensure the quality of these foods. Escherichia coli values higher than
those established by legislation corroborated the poor water quality used for irrigation of

seedlings.

Key words: Irrigation water. Food. Enteric viruses. Lettuce.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o Fundo das Nacbes Unidas para a Infancia (UNICEF), cerca de 2,4
bilhGes de individuos carecem de instalacdes sanitarias adequadas, e quase um bilhdo néo tém
acesso a agua potavel segura (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015a). Neste
contexto, doencas transmitidas por patdgenos presentes na agua acometem 250 milhdes de
individuos a cada ano, resultando em 10 a 20 milhdes de 6bitos em todo 0 mundo (WILKES
et al, 2009; LIN; GANESH, 2013). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a
mortalidade infantil ocorre principalmente nos paises em desenvolvimento por estar associada
a falta de acesso a agua potéavel, saneamento e higiene, assim como as méas condi¢des de
salde e nutricdo sendo a diarreia a segunda maior causa entre criangas menores de cinco anos
(LIU et al, 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009, 2015a).

A Meta de Desenvolvimento do Milénio proposta pela Organizacdo das Nagdes
Unidas (ONU) previa a redugdo da mortalidade infantil em dois tergos entre 1990 e 2015
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015a; LIU et al, 2016). Globalmente, esta taxa em
menores de cinco anos, caiu de 91 mortes por mil nascidos vivos em 1990 para 43 em 2015
(queda de 53%). No Brasil esta queda foi 20% maior que a média mundial, conforme dados
da OMS (ROSER, 2016), com reducdo de 60,8 6bitos por mil nascidos vivos em 1990 para
16,4 em 2015 (queda de 73%). No pais, esta reducdo significativa, ocorreu principalmente
devido a expansdo da rede primaria de salde, ao uso generalizado da terapia de reidratacdo
oral, a reducdo da desnutricdo infantil e a condi¢cbes mais favoraveis de saneamento
associadas ao melhor acesso a agua potavel (ESCOBAR et al, 2015).

A presenca de microrganismos em ecossistemas aquaticos se deve, principalmente, a
descarga de esgotos domesticos sem tratamento, com consequente disseminacdo em matrizes
utilizadas para consumo, recreacdo e irrigacdo de produtos alimentares, sendo o risco de
transmissdo de doencas influenciado pelo nivel de contaminacdo, pela persisténcia dos
agentes no ambiente e pela via de exposicdo (OKOH et al, 2010; PANDEY et al, 2014).
Bactérias e protozoarios em aguas superficiais ndo contaminadas com esgoto humano devem
ter vida relativamente curta, enquanto que virus e os helmintos podem permanecer infecciosos
por periodos mais longos variando de 20 dias a alguns meses no ambiente (STEELE;
ODUMERU, 2004).
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Agua de irrigacdo e alimentos

Por mais de 100 anos, a irrigacdo e a fertilizacdo de culturas alimentares, utilizando
agua contaminada com fezes, tém desempenhado um papel importante na transmissdo de
microrganismos entéricos, devido a transferéncia destes microrganismos para a superficie de
alimentos que, em geral, sdo consumidos crus (GERBA; CHOI, 2006; BRITZ; SIGGE,
2012). Entretanto, a mé& higiene em todas as etapas da cadeia de producdo destes alimentos; a
falta de controles preventivos nas operagdes de transformacao e preparacao e a armazenagem
inadequada, sdo fatores que também oferecem risco de contaminacdo em préaticas agricolas
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008a).

Com foco na saude publica e protegdo ao consumidor, manuais como Boas Praticas
Agricolas (BPA), Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF) e Analise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (HACCP) descrevem procedimentos a serem aplicados, para evitar a
contaminacdo de vegetais com patdgenos microbianos (CANADIAN FOOD INSPECTION
AGENCY, 2014).

Em paises desenvolvidos, a producédo agricola tem especial cuidado com a inocuidade
e qualidade dos alimentos, bem como, a conscientizagcdo dos consumidores sobre questdes de
seguranca alimentar (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2017). No entanto, em muitas partes do mundo, a agricultura ainda ndo atende a
essas normas e, quando se trata de agricultura organica, € necessario maior atencdo,
especialmente em relacdo aos procedimentos de higiene na area de producdo (CHANDER et
al, 2011).

A agricultura organica, caracterizada pela ndo utilizacdo de produtos quimicos
(agrotoxicos e pesticidas) na cadeia produtiva, € um sistema de manejo sustentavel voltado a
preservacdo ambiental, agrobiodiversidade e qualidade de vida humana (AKTAR et al, 2009;
SEUFERT et al, 2012), no entanto, alguns autores mencionam o alto risco de contaminagdo
por virus, bactérias e fungos (REMBIALKOWSKA, 2007; MATTISON et al, 2010; DE
QUADROS et al, 2014; MARTI; BARARDI, 2016). O ambiente Umido associado com
adubos organicos, muitas vezes constituidos de fezes provenientes de diversos animais,
favorece as contaminag@es, assim como a utilizagdo, pelos produtores de hortalicas, de aguas
de irrigacdo provenientes de rios, corregos e lagos adjacentes as hortas, bombeadas ou levadas

por meio de canais de irrigacdo sem nenhum tratamento prévio (SCHERER et al, 2016). Entre
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0s agentes patogénicos microbianos associados ao consumo de vegetais crus estdo incluidos
Salmonella spp., Escherichia coli O157: H7, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Clostridium perfringens, Shigella spp. e virus entéricos (CHEONG et al, 2009; HASSANAIN
et al, 2013; BRASIL, 2016).

2.2 Doengas transmitidas por alimentos

Doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo geralmente caracterizadas por
anorexia, nauseas, vomitos e/ou diarreia, causadas pela ingestdo de alimentos ou agua
contaminados contendo bactérias, virus, parasitas, toxinas, prions, agrotdxicos, produtos
quimicos e metais pesados (BRASIL, 2004).

As DTA séo conhecidas desde épocas muito remotas. Em 2000 A.C., Moises
determinou algumas leis sobre os alimentos que se poderiam ingerir e outros que se deveriam
rejeitar, bem como os métodos de preparacao e a importancia da limpeza das maos antes da
alimentacdo (BRASIL, 2005a). Desde esta época que os alimentos contaminados eram
remetidos ao estado de putrefacdo. Hoje, sabe-se que os alimentos contendo microrganismos
patogénicos podem ter aspecto, odor e sabor normais (BRASIL, 2005a).

Relatos da historia antiga atribuiam as intoxicagdes alimentares, produtos quimicos ou
venenosos, as vezes incorporados deliberadamente. Somente no século XIX, quando Louis
Pasteur estabeleceu uma base cientifica para a relacdo direta entre deterioracdo de alimentos e
atividade microbiana, os microrganismos responsaveis pelas DTA foram reconhecidos.
Desde entdo, o numero de agentes microbianos envolvidos em DTA aumentou de forma
constante (National Research Council, 1985), assim como a ocorréncia de casos.

Na tentativa de minimizar danos a saude, autoridades do mundo inteiro vém
intensificando esforcos para melhorar a seguranca dos alimentos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2015). Diversas medidas vém sendo estimuladas por recomendacdes e acordos internacionais,
dos quais se destacam os subscritos pelo Brasil na VII Reunido Interamericana de Saude
Ambiental de Nivel Ministerial (RIMSA) e na XXXV Reunido do Conselho Diretor da
Organizacéo Pan-Americana da Saude (OPAS).

De acordo com dados do Centro para Controle e Prevencdo de Doencgas (CDC) dos
Estados Unidos da América (EUA) cerca de 48 milhdes de cidaddos (1 em cada 6 americanos)
ficam doentes anualmente devido a DTA (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2016) e segundo a Food Drug Administration aproximadamente 128 mil
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pessoas sdo hospitalizadas e 3.000 morrem a cada ano (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2015). O custo econdmico anual estimado das DTA, considerando
tratamento hospitalar, reducédo da produtividade, e despesas médicas, esta na faixa de 10 a 83
bilhGes de ddlares americanos de acordo com o Departamento de Agricultura dos EUA
(STOECKEL, 2009; NYACHUBA, 2010; MCLINDEN et al, 2014).

No Brasil, medidas sanitarias para a prevencao e controle das DTA apoiam-se em
legislacBes especificas do Ministério da Saude (MS), da Agéncia Nacional da Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que
podem ser complementadas com os cddigos sanitarios de niveis estadual e municipal, no que
concerne a vigilancia sanitaria do ambiente, producdo de bens e prestacdo de servicos de
interesse da satide publica (SINAN, 2014; MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

O Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (VE) das DTA, presente no Brasil
desde 1999, tem por objetivo reduzir a incidéncia das DTA e subsidiar as medidas de
prevencdo e controle contribuindo para melhoria da qualidade de vida da populacdo. Até
2010, pouco se conhecia da real magnitude do problema, pois os casos e surtos de DTA néo
eram notificados (BRASIL, 2010). Atualmente, a VE-DTA ¢é responsavel por receber as
notificacdes, principalmente dos profissionais da area da satde. No periodo de 2007-2016,
foram notificados 6.632 surtos de DTA ao Ministério da Saude (MS), com 118.104 doentes e
109 6ébitos. O sudeste foi a regido que notificou maior nimero de surtos (43,8%), seguida das
regides sul (24,8%) e nordeste (19,5%) (Figura 1) (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).
Entretanto, chama a atencdo o grande percentual de surtos (70,3%) sem definicdo do agente
etiologico e o pequeno percentual de surtos associados a virus (Figura 2), sendo os alimentos,
incluindo a &gua, importantes fontes de transmissdo viral em humanos (KOOPMANS et al,
2002; KOOPMANS; DUIZER, 2004). Os virus sdo contaminantes que ndo alteram as
caracteristicas sensoriais dos produtos (RODRIGUES et al, 2004; DA SILVA; LAVINAS,
2010), sendo responsaveis por surtos associados a uma grande variedade de alimentos que
sdo relatados em todo o mundo, a cada ano (VERHOEF et al, 2008, 2011; KOOPMANS,
2012).
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Figura 1 - NotificacOes de surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTA) no Brasil no
periodo de 2007-2016
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Figura 2 - Percentual de surtos de origem alimentar identificados no Brasil no periodo de
2007-2016 de acordo com o agente etiologico envolvido
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2.3 Virus transmitidos por agua e alimentos

Uma grande variedade de virus entéricos humanos pode causar doengas
gastrointestinais, hepéticas e do sistema nervoso central (DE MORAES et al, 2007) (Tabelal).



Tabela 1 - Virus entéricos humanos de transmissdo hidrica e alimentar
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Género (genoma)

Nome

Doenca associada

Enterovirus (ssSRNA)

Hepatovirus (sSRNA)

Reovirus (segmentado

dsRNA)

Rotavirus (segmentado

dsRNA)

Norovirus (sSRNA)
Sapovirus (ssSRNA)
Hepevirus (ssSRNA)

Mamastrovirus (sSRNA)

Coronavirus (ssSRNA)

Orthomyxovirus

(segmentado ssSRNA)

Parvovirus (ssSDNA)

Mastadenovirus (dsDNA)

Poliomavirus (dsDNA)

Circovirus (ssSDNA)

Poliovirus

Coxsackie A, B
virus

Echovirus

Hepatite A virus
Reovirus humano

Rotavirus
humano

Norovirus
Sapovirus
Hepatite E virus

Astrovirus
humano

Coronavirus
humano

Influenza virus

Parvovirus

Adenovirus
Humano

Poliomavirus

TT (Torgue Teno)
virus

Paralisia, meningite, febre

Meningite, febre, doenca respiratéria, doenca da
méao-pé-boca, miocardite, anomalias cardiacas,
diabetes

Meningite, febre, doenca respiratoria,
gastroenterite

Hepatite

Desconhecido

Gastroenterite

Gastroenterite
Gastroenterite

Hepatite

Gastroenterite

Gastroenterite, doenca respiratdria, SARS

Influenza, doenca respiratéria
Gastroenterite

Gastroenterite, doenca respiratdria, conjuntivite

Leucoencefalopatia progressiva multifocal, doenca

de trato urinério

Hepatite, desconhecido

Fonte: (BOSCH et al, 2008).

Os virus entéricos representam todos os virus que infectam o trato digestivo, que séo

excretados nas fezes e transmitidos pela via fecal-oral (BOSCH et al, 2008). S&o virus de

simetria icosaedrica, ndo envelopados, patogénicos e resistentes as condi¢Ges desfavoraveis

do meio ambiente onde sdo disseminados (Figura 3). Atualmente, sdo descritos como

importantes contaminantes ambientais, sendo identificados em diversas matrizes aquaticas,

incluindo aguas superficiais

utilizadas

para irrigacdio (METCALF et al,

1995;



23

GELDERBLOM, 1996; KOOPMANS et al, 2002; FONG; LIPP, 2005; DE GIGLIO et al,
2017).

Figura 3 - Rotas de transmissdo de virus entéricos
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Fonte: (Modificado de Metcalf et al, 1995).

Os virus mais frequentemente envolvidos em infeccBes originadas por alimentos
contaminados sdo os norovirus (NoV) e os virus da hepatite A (HAV) que resultam em surtos
maiores e prolongados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008a, b). As estimativas da
proporc¢do de doencas virais atribuidas aos alimentos estdo na faixa de cerca de 5% para HAV
a 12 - 47% para NoV. Isso se traduz em numeros estimados de casos de DTA virais em paises
desenvolvidos, variando de aproximadamente de 13.000 a 30.000 por milhdo de pessoas.
Nestes dados ndo estdo compilados os paises em desenvolvimento, mas relatos da literatura
demostram que as DTA de origem viral ocorrem em todo o mundo (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2008; RODRIGUEZ-LAZARO et al, 2012).

As DTA continuam a ser uma causa significativa de doengas, sendo dificil estimar o
verdadeiro 6nus. O desafio das DTA depende de uma combinacao de diagnostico laboratorial,

investigacdo epidemioldgica, tipagem de patdgenos e investigacbes de rastreamento de
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alimentos. Todas essas atividades precisam ser alinhadas para a deteccdo, e os desafios
especificos diferem para os diferentes virus. A epidemiologia desses virus € destacada pela
circulacdo global de patdgenos, com poucas evidéncias de diferencas geograficas
(KOOPMANS; DUIZER, 2004; FONG; LIPP, 2005; SCALLAN et al, 2011; JAHAN, 2012;
KOOPMANS, 2012; KIRK et al, 2015; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015b;
ITURRIZA-GOMARA,; O’BRIEN, 2016).

No Brasil, a primeira deteccdo de NoV em alimentos naturalmente contaminados
aconteceu em 2010, quando ocorreu um surto de gastroenterite aguda em um navio de
cruzeiro (Vision of the Seas da Royal Caribbean International). Dois genogrupos de NoV,
Gll e GI, foram identificados em matrizes de alimentos distintas (queijo azul, molho indiano,
manteiga, sopa e molho branco), sugerindo que ndo era uma fonte comum de contaminacéo
por NoV. Muitos surtos resultam da contaminacdo por NoV presentes nas fezes, durante a
preparacdo ou pelas mdos dos manipuladores de alimentos. Isso geralmente resulta em
contaminagdo de mais de um item alimentar (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2011; MORILLO et al, 2012).

Em 2014, a bordo do Anthem of the Seas de Royal Caribbean, também no Brasil, duas
amostras fecais e uma amostra de mousse de laranja foram genotipadas com sucesso como
NoV GlIl.Pe (ORF 1), revelando 98,0-98,8% de identidade entre elas e compartilhando
filogeneticamente distintos grupos (MORILLO et al, 2017).

Apesar da importancia dos NoV e HAV em surtos alimentares, varios estudos tém
demonstrado a contaminacdo por outros virus em alimentos, como 0s pesquisados neste
trabalho, embora a informacdo sistematica sobre o papel dos alimentos na transmissao desses
virus seja limitada (SHUKLA et al, 2018). Os NoV, RVA, HAdV e EV serdo objeto deste

estudo.

2.3.1 Norovirus

Os norovirus (NoV) pertencem a familia Caliciviridae, género Norovirus. Possuem
genoma composto de um RNA fita simples (RNAfs) com polaridade positiva de
aproximadamente 7.700 nucleotideos (nt). Medem entre 27 e 30 nm de didmetro e apresentam
32 depressbes em forma de taca na sua superficie (PATEL et al, 2009). O genoma ¢é
organizado em trés fases abertas de leitura (ORFs), regido ndo traduzida (UTR) nas
extremidades 5" e 3" e cauda poli(A) na extremidade 3'. A ORF1 codifica uma poliproteina

que, apés a clivagem proteolitica, da origem as proteinas ndo estruturais, incluindo a RNA
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polimerase RNA dependente (RpRd). As ORFs 2 e 3, localizadas na extremidade 3' do
genoma codificam para as proteinas estruturais do capsideo denominadas de VP1 (proteina
principal) e VP2, respectivamente. Na extremidade 5" do RNA genémico e subgendmico se
encontra a proteina VPg unida covalentemente (HARDY, 2005) (Figura 4).

Os NoV podem ser classificados em sete diferentes genogrupos (Gl a GVII), dos quais
Gl, Gll e GIV séo detectados em humanos (ZHENG et al, 2006; VINJE, 2015). O Gll.4 tém
sido o genoma mais prevalente em todo o mundo, com grande impacto causado pelo
aparecimento de novas variantes (PATEL et al, 2009; SIEBENGA et al, 2009; DE
ANDRADE et al, 2014). Diversos estudos mostram uma correlacdo entre o aparecimento de
variantes (Gl1.4) e o aumento do nimero de surtos (PANG et al, 2010; MARSHALL;
BRUGGINK, 2011; DEBBINK et al, 2012; VAN BEEK et al, 2013). Desde meados da
década de 90, as novas variantes de Gll.4 foram responsaveis por 62% a 80% dos surtos
provocados por virus entéricos, em nivel mundial (EDEN et al, 2013). Novas cepas de
norovirus Gll.4 emergem a cada dois a quatro anos. Mais recentemente, durante o inverno de
2014-2015, uma nova variante do norovirus, o gendtipo 17, conhecida como Kawasaki 308-
like 2014 (GI11.17 Kawasaki), surgiu e se tornou o genotipo predominante em Hong Kong e na
China (CHAN et al, 2015, 2017). Esta variante também foi detectada esporadicamente fora da
Asia em paises como Italia, Roménia e Estados Unidos (MEDICI et al, 2015; DINU et al,
2016; PARRA; GREEN, 2015).

Figura 4 - Particula de norovirus — 27 a 30 nm de diametro

Fonte: (adaptado de Morillo; Tavares Timenetsky, 2011).

2.3.2 Rotavirus (RV)

Descritos pela primeira vez em 1973, em Melbourne, Australia, os RV pertencem a
familia Reoviridae, género Rotavirus (BISHOP et al, 1973; INTERNATIONAL
COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2017). Medem aproximadamente 100 nm
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de diametro e sdo compostos por 11 segmentos de RNA fita dupla (RNAfd). Os segmentos
gendmicos variam em tamanho de 667 a 3.302 pares de bases (pb) e o genoma total contém
18.522 pb. O virion possui trés camadas proteicas: capsideo externo, capsideo interno e core,
onde se situa 0 RNAfd (ESTES; KAPIKIAN, 2007; ESTES; GREENBERG, 2013) (Figura
5).

Os RV séo classificados em sete grupos de A-G. Os do grupo A (RVA), séo 0s mais
importantes epidemiologicamente e 0s casos de gastroenterite resultam em até 500.000 6bitos
anualmente, principalmente em paises em desenvolvimento (PARASHAR et al, 2009; CHEN
et al, 2012; GLASS et al, 2012). A faixa etaria de até 24 meses é a mais vulneravel e
associada aos episodios diarreicos graves (DESSELBERGER; GRAY, 2011; TATE et al,
2016). Em 2008, o virus foi associado com a morte de 453.000 criangas com menos de 5 anos
de idade em todo o mundo, com a maioria dos casos relatados na Africa e Asia
(DULGHEROFF et al, 2016).

O genoma viral codifica seis proteinas estruturais (VP1-VP4, VP6 e VP7) e seis
proteinas ndo estruturais (NSP1-NSP6). As proteinas de capsideo externas, VP7 e VP4 estdo
envolvidas na replicacdo viral em células hospedeiras, e cada uma pode independentemente
induzir a producdo de anticorpos neutralizantes. O capsideo interno é formado pela proteina
VP6, que é a mais abundante e corresponde a 51% da por¢do proteica da particula viral
(ESTES; KAPIKIAN, 2007; ESTES; GREENBERG, 2013). Os sorotipos definidos por VP7 e
VP4, assim como seus genes codificadores, sdo utilizados para classificar os rotavirus em
gendtipos e ou sorotipos G e P, respectivamente. Como VP7 é uma glicoproteina, a
especificidade por ela conferida é denominada sorotipo G e, de maneira analoga, o fato de
VP4 ser uma proteina sensivel a uma protease faz com que a especificidade por ela
determinada seja denominada sorotipo P. Sorotipos ou genotipos G e P sdo designados por
algarismos arabicos. A denominacdo de sorotipo/gendtipo obedece, portanto, a um sistema
binario do tipo GxP[y], podendo haver diversas combinagdes entre as especificidades G e P.
Um sistema de classificacdo padrdo para RV estd sendo proposto. A medida que mais
genomas de RV humanos e animais sejam completamente sequenciados, novos gendtipos
para cada um dos onze segmentos de genes podem ser identificados como: Grupo RV /
especie de origem / pais de identificacdo / nome comum / ano de identificacdo / tipo G e P
(MATTHIIJNSSENS et al, 2008, 2011).

Os RVA pertencentes aos genotipos G1, G2, G3, G4, G9 e G12, combinados com 0s
genotipos P [4] ou P [8], sd@o mais prevalentes entre as cepas que causam a infeccdo em
humanos (DULGHEROFF et al, 2016).
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Até 2014, mais de 70 paises ja tinham introduzido a vacina contra 0 RV em seus
programas de imunizacéo de rotina para criancas (TATE et al, 2016).

Uma andlise do impacto das vacinas contra RV em paises elegiveis pela Alianca
Global para Vacinas e Imunizacdo (GAVI), considerou que a vacinagdo evitaria 2,46 milhdes
de mortes entre criangas entre 2011 e 2030, com reducfes anuais de 180.000 mortes entre
criangas na cobertura maxima da vacina (BUSTREO et al, 2015).

Em marco 2006, por recomendacdo da OMS, o Ministério da Saude (MS) do Brasil
incluiu a vacina atenuada de rotavirus G1P[8] (Rotarix™, GlaxoSmithKline, Rixensart,
Bélgica) no calendério oficial de vacina¢bes do MS, pelo Programa Nacional de Imunizacdes
(PNI) (CARVALHO-COSTA et al, 2011). No Brasil, em 2016, foram aplicadas 2.709.804
doses de vacina contra rotavirus com cobertura vacinal de 91,0% (primeira dose) e 95,3%
(segunda dose) em criancas até quatro meses de idade (BRASIL, 2017). Brasil, México e
Panam4, documentaram reducdes substanciais de 22% a 50% na mortalidade por diarreia em

criangas com idade <5 anos, apo6s a introducdo da vacina (TATE et al, 2016).

Figura 5 - Particula de rotavirus - aproximadamente 100nm de didmetro, capsideo externo
(VP7 e VVP4), capsideo interno (VP6) e core (VP1 a VP3).
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Fonte: (ESTES et al, 2001).

2.3.3 Adenovirus humanos

Os adenovirus humanos (HAdV) pertencem a familia Adenoviridae, género
Mastadenovirus. Atualmente sdo descritos 57 sorotipos de HAdV (HAdV1-57), subdivididos
em 7 especies (A — G) de acordo com suas propriedades fisico-quimicas, imunoldgicas e
bioquimicas. Adenovirus F, sorotipos 40 e 41 e adenovirus G, sorotipo 52 causam
gastroenterite aguda, principalmente em criancas (DE JONG; OSTERHAUS, 2008;
INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2017).
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Os HAdV apresentam um DNA fita dupla (DNAfd) como material genético. Esses
virus possuem aproximadamente 70-100nm de diametro e seu capsideo é composto por 252
capsdmeros: 240 hexons e 12 pentons — e estruturas chamadas fibras que se projetam de cada
penton para o exterior (BERK, 2007). Os hexons sdo formados por proteinas que participam
da montagem e conferem estabilidade a particula viral (Figura 6). As proteinas do penton tém
a funcédo de penetracdo celular e as fibras sdo as responsaveis pela ligacdo das particulas virais
ao receptor celular. O core viral é formado por pelo menos oito proteinas, tendo a funcéo de
manter a integridade do genoma e participar de atividades enzimaticas (BERK, 2007).

A importancia dos HAdV, seu desempenho na epidemiologia, assim como, o risco da
presenca destes patdgenos na agua sdo reconhecidos em todo o mundo. Sua investigagdo tem
sido relevante na avaliacdo da qualidade da agua por apresentarem maior estabilidade em
varios tipos de ambientes (agua de esgoto, de mar e de abastecimento), do que outros virus
entéricos (GERBA et al, 2002; VIEIRA et al, 2012).

Os HAdV séo, atualmente, os virus DNA mais bem caracterizados (HARAMOTO et
al, 2010). Diversos estudos realizados em diferentes regides do mundo tém utilizado técnicas
moleculares para deteccdo do genoma dos HAdV, em amostras ambientais incluindo: dgua de
piscina, aguas superficiais, dguas residuérias, dguas de rio e moluscos bivalves (PINA et al,
1998; CHAPRON et al, 2000; JIANG et al, 2001; BOFILL-MAS et al, 2006; CALGUA et al,
2008; KATAYAMA et al, 2008; ALBINANA-GIMENEZ et al, 2009; HAMZA et al, 2009;
FONG et al, 2010; HARAMOTO et al, 2010; SCHLINDWEIN et al, 2010).

Figura 6 - Particulas do Adenovirus — aproximadamente de 70 a 100 nm de didmetro.

Fonte: (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013).
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2.3.4 Enterovirus

Os enterovirus (EV) estdo associados a vérias patologias em humanos e animais
mamiferos. Com base em sua patogénese, os EV foram originalmente classificados em quatro
grupos: o poliovirus (PV), o virus coxsackie A (CA), o virus coxsackie B (CB) e o virus
entérico citopatico 6rfdo humano (echovirus), mas posteriormente foram observadas
sobreposicdes significativas nas propriedades bioldgicas dos virus nos diferentes grupos.
Atualmente, o género Enterovirus, classificado na familia Picornaviridae, é composto por 15
espeécies, incluindo Enterovirus A-J e Rhinovirus A-C, das quais, Enterovirus A, B, C, D e
Rhinovirus A, B, C infectam seres humanos (Disponivel em:
http://www.picornaviridae.com/enterovirus/enterovirus.htm. Acessado em 24 mar. 2018;
INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2017).

Sédo virus RNA de fita simples (RNATfs) e possuem de 25 a 30 nm de diametro (Figura
7). O virion consiste de capsideo com subunidades, constituidas, cada uma, de quatro
proteinas (VP1-VP4) (CIFUENTE et al, 2013).

Figura 7 - Particula de enterovirus — aproximadamente de 25 a 30 nm de diametro.

Fonte: (CIFUENTE et al, 2013).

Os EV infectam milhdes de pessoas em todo 0 mundo a cada ano, e muitas vezes sdo
encontrados nas secrecOes respiratdrias e fezes de uma pessoa infectada. A infec¢do pode
resultar em uma grande variedade de sintomas que véo desde uma doenca leve respiratoria,
doenca da méo, pe e boca, conjuntivite hemorragica aguda, meningite asséptica, miocardite e
paralisia flacida aguda (poliomielite). A poliomielite pode ser causada pelos trés sorotipos de
poliovirus  (PVs) (PVl1l, PVv2 e PV3) (Disponivel em: http://virology-
online.com/viruses/Enteroviruses.htm. Acessado em 18 jul 2017; PALLANSCH et al, 2013).
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A poliomielite é uma doenga em processo de erradicacdo e globalmente tém sido
empreendidos esforcos para alcancar a meta de um mundo livre da doenca (GLOBAL POLIO
ERADICATION INICIATIVE, 2016).

O Plano Estratégico de Iniciativa Global de Erradicacdo da Poliomielite (GPEI) e o
Plano Estratégico Endgame (Plano Endgame) visam que a poliomielite seja a segunda doenca
humana a ser erradicada do mundo. Na época da fundacdo do GPEI em 1988, a poliomielite
era endémica em mais de 125 paises e acometiam 350 mil criancas a cada ano. Desde entéo, o
GPEI supervisionou uma reducdo de 99% em casos anuais de poliomielite, com apenas 22
casos de poliovirus selvagem (WPV) relatados em 2017, em apenas dois paises (Paquistao e
Afeganistdo) (www.polioeradication.org; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Na Siria, 15 novos casos de circulacdo de poliovirus derivado da vacina tipo 2
(cPVDV?2) foram relatados na segunda quinzena de junho de 2017, elevando o ndmero total
de casos cPVDV2 no pais para 17. Todos os casos tiveram inicio da paralisia entre 3 de marco
e 23 de maio (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

No Brasil, 0 bem-sucedido Programa Nacional de Imunizacgdes (PNI), em 1973, criou
condicdes para uma drastica reducdo da morbimortalidade por doencas passiveis de prevencéo
por vacinacdo, destacando-se a eliminacdo da poliomielite em 1989 (BRASIL, 2013;
WALDMAN; SATO, 2016).

Devido a ampla circulacdo do virus vacinal na comunidade e a eliminagdo da
poliomielite selvagem em mais de 99% dos paises do mundo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015c), ha uma grande preocupacdo com o controle e monitoramento do
meio ambiente.

A vigilancia ambiental dos poliovirus tem sido utilizada como uma ferramenta
suplementar no monitoramento da circulacdo de PVs selvagens e / ou de poliovirus derivados
da vacina (PVDV), em amostras ambientais supostamente contaminadas por fezes humanas,
mesmo na auséncia de casos relatados de paralisia flacida aguda (AFP) (HOVI, 2006; HOVI
etal, 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003, 2016).

Embora o Brasil tenha mantido altas taxas de cobertura da VOP (>95%) (BRASIL,
2013), a ndo ocorréncia de poliomielite causada por poliovirus selvagens ndo é suficiente para
rejeitar o risco de reintroducdo de poliovirus de regides endémicas. Portanto, a vigilancia
ambiental dos PVs é essencial para detectar e monitorar a circulacdo de PVs selvagens e / ou
PVDVs, mesmo na auséncia de casos notificados de AFP (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003, 2016).
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2.4 Indicadores de contaminacdo de aguas e alimentos e legislacao

A segurancga alimentar é reconhecida como uma funcéo essencial de satde publica pelos
estados membros da OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015b).

A Organizacdo das Nagbes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) é uma
agéncia internacional, especializada no Sistema ONU, que trabalha no combate & fome e a
pobreza por meio da melhoria da seguranca alimentar e do desenvolvimento agricola. Desde a
sua fundacdo, 16 de outubro de 1945, a FAO tem dado atencdo especial ao desenvolvimento
das areas rurais, onde vivem 70% das popula¢bes de baixa renda. Entre diversas acdes no
Brasil, a FAO apoia o Programa Nacional de Fortalecimento da Agricultura Familiar —
PRONAF, em parceria com o Ministério do Desenvolvimento Agrario (MDA) (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2016a. Disponivel em:
https://nacoesunidas.org/agencia/fao/. Acessado em 11 maio 2018).

O Programa Conjunto de Padrdes Alimentares da FAO/OMS, estabelecido em 1963,
tem a Comissdo do Codex Alimentarius como seu principal 6rgdo. Essa comissdo €
responsavel pelo estabelecimento de normas, diretrizes e cddigos de praticas internacionais
sobre alimentos, que devem ser usados como referéncia para a qualidade e seguranca dos
alimentos, assegurando um comércio justo entre os paises (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2016b).

A legislacdo mundial para o controle microbioldgico em alimentos é estabelecida pelo
Codex Alimentarius que trata de padrdes e regulamentos diferenciados para cada alimento,
principalmente em relacdo ao nivel de contaminacdo microbioldgica permitido (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS/WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

O Brasil, como membro da Comissdo do Codex Alimentarius, implementou
regulamentacdes federais e regionais que incluem programas de Boas Préaticas de Fabricacdo
(GMP), procedimentos operacionais padrdo (SOP) e sistema de gestdo de seguranca alimentar
dos pontos criticos de controle de analise de perigos (HACCP do inglés Hazard Analysis
Critical Control Points) para atender as diretrizes do Cddex e diretrizes da OMS (BAS et al,
2006; SANTANA et al, 2009; TONDO et al, 2015; CAMINO FELTES et al, 2017). As
regulamentacfes no pais também estdo de acordo com as diretrizes do Mercado Comum do
Sul (MERCOSUL) (Figura 8). O principal bloco comercial da América do Sul tem como
objetivo integrar a América Latina com base em uma abordagem politica e estratégica
(BRASIL, 2014).
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Figura 8 - Principais diretrizes aplicadas no Brasil para o estabelecimento de regulamentagéo

de alimentos destinados ao mercado interno e / ou internacional

Codex Alimentarius Normas Mercosul
Lei
Federal
Brasileira

Fonte: (CAMINO FELTES et al, 2017).

No Brasil, existe um sistema estabelecido de controle e regulamentacdo de seguranca
alimentar, que ocorre em nivel federal e que pode ocorrer também em nivel estadual e
municipal. Os érgdos federais responsaveis pelo controle da qualidade e seguranca alimentar
no Brasil incluem o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e o
Ministério da Saude, por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(CAMINO FELTES et al, 2017).

Segundo a ONU, o Brasil pode se tornar o principal exportador de alimentos do
mundo na proxima década, com destaque para o papel fundamental da agricultura familiar na
producdo de alimentos no pais (Disponivel em: http://www.brasil.gov.br/economia-e-
emprego/2015/07/agricultura-familiar-produz-70-dos-alimentos-consumidos-por-brasileiro/.
Acessado em 18 jul 2017) (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT/FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2015). Com esta responsabilidade, o Brasil segue legislacdo similar a outros
paises que determinam padrdes de qualidade da dgua para consumo e producdo de alimentos,
assim como dos alimentos prontos para consumo (por exemplo hortalicas), baseados em
parametros  fisico-quimicos e microbioldgicos (BRASIL, 2001; FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS/WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

No Brasil, a qualidade sanitéaria da agua de irrigacdo é determinada pela concentracéo
de indicadores microbiologicos classicos como coliformes fecais (Escherichia coli e

enterococos) utilizados para avaliar o nivel de contaminacéo fecal (BRASIL, 2005b; FOX et
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al, 2012). Em 2005, a resolugdo do Ministério da Saude, CONAMA n° 357, classifica os
corpos d’agua e as diretrizes ambientais e estabelece as medidas basicas de prevencdo de
doencas. O art. 4, classe 1d, classifica as aguas doces destinadas a irrigacdo de hortalicas que
sdo consumidas cruas e de frutas, que se desenvolvam rentes ao solo e que sejam ingeridas
cruas. Esta legislacdo institui que ndo deverd ser excedido um limite de 200 coliformes
termotolerantes por 100 mililitros em 80% ou mais, de pelo menos seis amostras, coletadas
durante o periodo de um ano, com frequéncia bimestral. A contagem de E. coli podera ser
determinada em substituicdo ao parametro de coliformes termotolerantes, de acordo com
limites estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente (BRASIL, 2005b).

As diferencas entre diretrizes de diversos paises refletem a incerteza sobre o risco real
de transmissao de doencas pela dgua. A agua agricola tem sido definida como um importante
fator de risco na contaminacdo de cultivos folhosos comidos crus como saladas (ALLENDE;
MONAGHAN, 2015). Dados sobre o risco de ocorréncia de patdgenos em &guas de
irrigacdo estdo estabelecidos em diversas normas (EUROPEAN COMMISSION, 2004,
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1989, 2006; FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS/ WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2017), ndo havendo uma legislagdo global (ALLENDE; MONAGHAN, 2015). As diretrizes
da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) para as aguas superficiais
recomendam menos de 1.000 coliformes fecais por 100 mL, incluindo &gua fluvial e para
irrigacdo de hortalicas (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1986; TAMARU et
al, 2012).

Atualmente, as legislacdes vigentes no mundo ndo incluem deteccdo viral tanto para
agua como para alimentos, apesar da variedade de pesquisas e discussdes globais a respeito
(KOOPMANS et al, 2002; FONG; LIPP, 2005; FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS/WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2017). Contudo, diversos estudos tém demonstrado que ndo existe correlacdo entre 0s
indicadores bacterianos utilizados e os virus entéricos, uma vez que estes ultimos podem estar
presentes quando os padrdes bacterianos se encontram em niveis aceitaveis (TREE et al,
2003; VIEIRA et al, 2012; LIN; GANESH, 2013; MIAGOSTOVICH et al, 2014; DE
GIGLIO et al, 2017). Alguns grupos de pesquisadores propdem bacteriofagos como
indicadores de contaminacdo viral (LOVE; SOBSEY, 2007; HODGSON et al, 2017).
Enquanto outros sugerem que HAdV seja eleito como indicador de contaminagéo viral por

ser muito estavel, abundante, resistente a tratamentos de agua e prevalente no ambiente
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(THOMPSON et al, 2003; MENA; GERBA, 2008; RODRIGUEZ-LAZARO et al, 2012;
BOFILL-MAS et al, 2013; RAMES et al, 2016).

A deteccao direta de virus em alimentos sempre representou um desafio, uma vez que,
em geral, estdo presentes em agua e alimentos em baixas concentragdes, e necessitam uma
concentracdo/eluicdo prévia. A extragdo viral da matriz e a remocdo de substancias toxicas
e/ou inibidoras sdo uma etapa critica, principalmente porque estdo associadas a metodologias
de deteccdo molecular destes virus. Deste modo, o desenvolvimento de metodologias mais
sensiveis para deteccdo viral direta destas matrizes, a crescente exigéncia de controles
microbioldgicos e a utilizacdo de indicadores microbioldgicos foram responsaveis por

avancos nesta area.

2.4.1 Metodologia para recuperacao viral a partir de agua e alimentos

A associacdo de metodologias de concentracdo viral com técnicas moleculares de
deteccdo representou, nos anos 80, um avanco nos estudos de virologia ambiental,
principalmente na detec¢do de virus fastidiosos como RVA e aqueles que até 0 momento nao
dispdem de cultivo celular para replicagéo viral, como os NoV (SIDHU; TOZE, 2009).

A estratégia para deteccdo de virus entéricos em amostras de dgua e alimentos consiste
em trés etapas principais: concentracdo dos virus, extracdo viral e deteccdo molecular
(METCALF et al, 1995; FONG; LIPP, 2005; BUTOT et al, 2007; HENNECHART-
COLLETTE et al, 2017). Durante a concentracdo viral e purificacdo dos acidos nucleicos,
moléculas tais como, polissacarideos, proteinas e acidos graxos sdo removidos para evitar que
haja inibicdlo na extragdo de RNA ou DNA e na deteccdo molecular dos virus
(HENNECHART-COLLETTE et al, 2017). A concentracdo dos virus € uma etapa critica,
pois resulta na concentracao também de diferentes substancias presentes na agua e alimentos.
As técnicas de concentracdo podem estar baseadas no tamanho da particula viral e na massa
molecular dos virus, o que possibilita concentra-los por métodos de ultrafiltracdo ou
ultracentrifugacdo, respectivamente (FONG; LIPP, 2005). Outras metodologias baseadas nas
propriedades fisico-quimicas da particula viral que conferem a capacidade de adsorcdo em
matrizes carregadas positiva ou negativamente (membranas, | e fibra de vidro) com posterior
eluicdo, tém sido descritas (KATAYAMA et al, 2002; HARAMOTO et al, 2007; GIRONES
etal, 2010; HAMZA et al, 2011; RODRIGUEZ-LAZARO et al, 2012; LEIFELS et al, 2016).

A utilizacdo de um controle interno de processo (CIP), baseado na inoculagdo de

bacteriofago, anteriormente a etapa de concentracdo viral, vem sendo considerada uma
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importante ferramenta para excluir reagdes falso-negativas (RAJAL et al, 2007), assim como
o norovirus murino (HENNECHART-COLLETTE et al, 2014).

Embora ndo permita diferenciar entre particulas infecciosas e ndo infecciosas, a
deteccdo do genoma viral € considerada por muitos investigadores uma boa técnica para
monitoramento, principalmente por permitir a detec¢do de virus fastidiosos ou daqueles que
ndo se propagam em cultura celular (GIRONES et al, 2010). A técnica molecular mais
utilizada atualmente é a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), que quando comparada ao
isolamento viral em cultura de células, apresenta diversas vantagens tais como: a) redugédo no
tempo e facilidade de execucdo; b) sensibilidade; e c) baixo custo (ABBASZADEGAN, 2001;
CARDUCCI et al, 2003). Alem disso, a baixa estabilidade do acido ribonucleico (RNA) livre
no ambiente, sugere que este método detecte particulas virais intactas e ndo o genoma viral
livre da particula (CARDUCCI et al, 2003). Uma variante da PCR, a técnica quantitativa
(gPCR), apresenta todas as caracteristicas citadas anteriormente, com a vantagem de possuir
maior sensibilidade e gerar resultados quantitativos que possibilitam a realizacdo de estudos
de avaliacdo de risco microbioldgico (LEIFELS et al, 2016).

As metodologias vigentes para avaliacdo de virus em alimentos estdo descritas em
varios organismos internacionais, como o Comité Europeu para a Normalizagdo (CEN),
Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar (EFSA) e a Organizagdo Internacional para
Padronizacdo e especificacbes técnicas, do inglés International Organization for
Standardization/ Technical Specification (ISO/TS). Estas normas abordam e definem
principios e/ou padrbes para a amostragem de alimentos e agua. O método quantitativo para
deteccdo de NoV em alimentos como frutas macias, vegetais folhosos, agua engarrafada ou
superficies alimentares, utilizando RT-gPCR, estd descrito na ISO/TS 15216-1:2017 e a
metodologia qualitativa para deteccdo de NoV nestas matrizes, esta descrita na ISO/TS
15216-2:2013 (em revisao).
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3 RELEVANCIA

Seguranca Alimentar e Nutricional consiste na realizacéo do direito de todos ao acesso
regular e permanente a alimentos de qualidade, em quantidade suficiente, sem comprometer o
acesso a outras necessidades essenciais, tendo como base préaticas alimentares promotoras da
salde, que respeitem a diversidade cultural e que sejam ambiental, cultural, econdmica e
socialmente sustentaveis (CHMIELEWSKA; SOUZA, 2011; MALUF et al, 2015). Deste
modo se traduz em um conjunto de normas de producdo, transporte e armazenamento de
alimentos que resultam na producdo de alimentos livres de perigos bioldgicos, quimicos ou
fisicos e portanto, adequados ao consumo. Neste sentido, organizagBes internacionais
normatizam regras que atendam as necessidades comerciais e sanitarias, 0 que em alguns
casos, podem gerar ado¢do de barreiras sanitarias a produtos alimenticios importados e/ou
matérias-primas agropecuarias (NEWELL et al, 2010). Os microrganismos, tais como
bactérias e fungos representam importantes causas de contaminagdo de alimentos, sendo
causadores de toxi-infeccbes alimentares, embora, atualmente, os virus tém tido maior
destaque, principalmente devido a extensao dos surtos e o desenvolvimento de metodologias
de recuperacéo viral em alimentos e mesmo detec¢gdo molecular (HAVELAAR et al, 2015).

De acordo com a OMS, os vegetais verdes folhosos sdo prioritarios em termos de
seguranca de produtos frescos, que por serem consumidos crus apresentam associagcdo aos
surtos de DTA (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008a, b). A utilizacdo de aguas de
irrigacdo proveniente de matrizes contaminadas podem resultar na contaminacdo destes
alimentos (SCHERER et al, 2016). Outro aspecto a ser considerado, principalmente, na
agricultura organica € a utilizacdo de adubos organicos, muitas vezes constituidos de fezes
provenientes de diversos animais, podendo apresentar maior risco de contaminacao por estes
microrganismos (REMBIALKOWSKA, 2007; MATTISON et al, 2010; DE QUADROS et al,
2014; MARTI; BARARDI, 2016).

A investigacdo de virus em alimentos tem sido negligenciada, em compara¢do com as
bactérias (DE GIGLIO et al, 2017), embora seja crescente 0 numero de estudos que
demonstram os virus como importantes contaminates de vegetais folhosos, seja pela deteccao
de amostras obtidas comercialmente ou associados a surtos (KOOPMANS et al, 2002;
KOOPMANS, 2012; BRANDAO et al, 2014; MARTI; BARADI, 2016). Outros estudos
visando determinar a qualidade bacteriologica das 4guas subterréneas utilizadas para irrigacao
demonstram também a ocorréncia de virus entéricos (NoV, EV, RVA e HAV) nestas aguas e

0 potencial risco de contaminacdo ou sua utilizagdo como indicadores de contaminacéo fecal
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humana (GERBA; CHOI, 2006; CHEONG et al, 2009; HOLVOET et al, 2014; ALLENDE;
MONAGHAN, 2015; De GIGLIO et al, 2017). No Brasil, os trabalhos em virologia de
alimentos inicialmente estavam restritos a otimizacdo de métodos para recuperacdo de virus
nestas matrizes e a pesquisa destes virus em alimentos (alfaces, morangos, tomates e queijos)
adquiridos comercialmente, em mercados da cidade do Rio de Janeiro, em particular NoV
(FUMIAN et al, 2009; CORREA; MIAGOSTOVICH, 2013; BRANDAO et al, 2014
MELGACO et al, 2016). Outra linha de investigacdo nesta area tem possibilitado o
esclarecimento de surtos de DTA de origem viral em alimentos (KOOPMANS et al, 2002,
KOOPMANS, 2012). Marti e Barardi (2016) pesquisaram HAdV em alfaces, cebolinhas e
morangos frescos obtidos no comércio de Floriandpolis (Santa Catarina, Brasil) e em
amostras contaminadas artificialmente.

Neste contexto, este estudo € pioneiro na pesquisa de virus entéricos no campo de
cultivo de folhosos e agua de irrigacdo e tem como objetivo a geracdo de dados referentes a
contaminacdo viral em uma propriedade agricola, contribuindo para alertar aos produtores
sobre como as condicgdes precarias nas areas de cultivo de vegetais podem representar um
risco a satde dos consumidores, assim como apontar a utilizacdo dos virus como marcadores
de contaminacédo fecal humana. Esta investigacédo foi realizada no Estado do Rio de Janeiro
que é considerado o segundo maior mercado consumidor de hortalicas orgénicas do Brasil,
com um alto consumo per capita, em comparagdo aos mercados consumidores de vegetais
organicos, nas demais capitais do pais. A regido do Brejal, localizado na Posse, distrito de
Petropolis, RJ, possui 338 propriedades agricolas com diversos tipos de plantacdo, mas tem
como atividade principal o cultivo de hortalicas organicas (Disponivel em:
http://planetaorganico.com.br/site/index.php/gr2014-agrifamiliar-2/. Acesso em 18 jan. 2017).

Os resultados obtidos neste estudo serdo encaminhados a EMATER a fim de fornecer
embasamento cientifico para demonstrar o nivel de contaminacéo viral nos produtos obtidos
pela producdo agricola, em territérios que ndo obedecem a critérios de higiene e préaticas
conformes de saneamento basico. Adicionalmente, este estudo visa contribuir com dados que
demonstrem o0s virus como importantes marcadores de contaminacdo humana e que sua

utilizacdo podera resultar em atividades sanitarias mais seguras.
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4 OBEJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Demonstrar 0s virus como contaminantes ambientais, avaliando sua dissemina¢do nas
diferentes etapas da cadeia de producdo organica de alfaces, em propriedade agricola

localizada no municipio de Petrdpolis, regido serrana do Estado do Rio de Janeiro.

4.2 Objetivos especificos

> Detectar e quantificar, por amplificacdo génica (qQPCR), a presenca de virus entéricos,
RVA, NoV, HAdV e EV em amostras de aguas (nascente, irrigacdo e lavagem) e alfaces
(mudas, adultas e lavadas para consumo) utilizadas na cadeia de producéo.

> Avaliar a infecciosidade dos HAdV e EV detectados nas amostras de agua e alfaces,
pelo isolamento viral em cultivo celular.

> Avaliar a qualidade da agua utilizando parametros fisico-quimicos e bacterioldgicos.

> Comparar a presenca de virus entéricos e da bactéria Escherichia coli, preconizada

pela legislacdo atualmente como marcador de contaminacdo ambiental.
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5 ASPECTOS ETICOS

O desenvolvimento deste projeto ndo contempla a utilizacdo de amostras bioldgicas de
origem humana ou animal. Os riscos de danos a saude de profissionais envolvidos ou das
populacbes, que por ventura residam em areas proximas ao local das coletas, também néo

estardo comprometidos.
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6 METODOLOGIA

6.1 Local do estudo e coleta das amostras

Este estudo foi realizado em um sitio de producdo de alface organica localizado na
regido do Brejal, municipio de Petrdpolis, na regido serrana do Rio de Janeiro, caracterizado
por seu clima tropical de altitude, verdes quentes e imidos e invernos moderadamente frios e
secos. A temperatura meédia anual na regido € de 19° C e as chuvas atingem 2400 mm por ano
(PETROPOLIS, 2012).

As alfaces foram produzidas em um terreno de 30.000 metros quadrados de extensédo
dividido em duas areas (Figura 9). Na primeira, as mudas foram cultivadas por um periodo de
20 a 30 dias e, a seguir foram transferidas para outra area localizada ha dois quilémetros de
distancia onde foram plantadas, colhidas, lavadas e enviadas para comercializacdo. O tempo
médio de producdo de alface é de 60 dias e diferentes fontes de agua foram utilizadas em cada

area.

Figura 9 - Mapa geografico do Brejal, municipio de Petropolis, RJ -
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Fonte: Google Earth, 2017.

Dois litros de agua e trés amostras de alfaces, suficientes para atingir 25 g foram

coletados em campanhas realizadas semanalmente em agosto de 2010 (estudo piloto) e
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quinzenalmente, de maio a agosto de 2011, totalizando 60 amostras de agua e 36 de alfaces.
Foram coletadas amostras de &gua em cinco pontos (W1 a W5) do terreno e amostras de
alface (L1 a L3) nas diferentes etapas de producédo, em locais marcados por GPS (Sistema de
Posicionamento Global - eTREX Legend H, Garmin Ltda, Olathe, KS) da seguinte forma: 1.
Pontos de coleta de agua: W1- agua de irrigacdo das mudas; W2 - &gua de captacdo da
nascente; W3 - acude; W4 - 4gua de irrigacdo de alface; W5 - agua de lavagem de alface. 2.
Tipos de amostras de alfaces: L1 - mudas; L2 - alfaces; L3 - alfaces lavadas (Figura 10). As
amostras foram coletadas em frascos (Hexis Scientific®, Jundiai, S&o Paulo, Brasil) e sacos
plasticos (Whirl-Pak®Bag [Nasco, Atlanta, EUA]) estéreis para agua e alfaces,
respectivamente. O transporte ocorreu em isopor contendo gelo até o laboratério, onde foram

imediatamente estocadas em geladeira (entre 2 e 8° C), até a realizacéo das analises.
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Figura 10 - Fluxograma da producéo de alface organica.

PRODUGCAO DE MUDA 2 KM DE DISTANCIA PRODUCAO DE ALFACE

(AREA 1) (AREA 2)

—>

W1 - AGUA DE W2 — AREA DE
IRRIGAGAO DAS MUDAS CAPTAGAO DA AGUA
DA NASCENTE

L1- MUDAS

W4 - AGUA DE
IRRIGACAO DA ALFACE

v

LAVAGEM DAS
ALFACES; L3 - ALFACE
LAVADA

Fonte: (Do autor, 2017).
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6.2 Virus

Foram utilizadas amostras de RVA, NoV, HAdV e EV (Sabin3) disponiveis no
Laboratdrio de Virologia Comparada e Ambiental (LVCA) e no Laboratério de Enterovirus
(LEV), como virus controles, previamente caracterizados pelo sequenciamento parcial do
genoma.

Bacteriofago PP7, gentilmente fornecido pela Dr. Veronica Rajal (Universidade de
Salta, Argentina) e cultivados no hospedeiro Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15692), foi
utilizado em um estudo piloto como controle positivo dos métodos de concentracdo e
moleculares das matrizes aquatica e alimentar. Este bacteriéfago também foi utilizado como
controle interno de processo (CIP) nos procedimentos de recuperacdo e quantificacdo viral
nas amostras coletadas. O bacteriéfago foi escolhido devido a seu pequeno tamanho, similar

aos enterovirus e pelas propriedades fisico-quimicas (RAJAL et al, 2007).

6.3 Método de concentracdo viral

Para a concentracdo das amostras da agua foi empregado o método de filtracdo
baseado em eluicdo e adsorcdo em membranas carregadas negativamente como descrito
anteriormente por Katayama et al. (2002). Para amostras de alface, 0 mesmo método adaptado
para pequenos volumes (120 mL), utilizando filtro Stericup® (250 mL) (Nihon, Millipore,
EUA) (FUMIAN et al, 2009). Um total de 24 amostras de agua e alfaces foram semeadas com
PP7 na concentracdo de 2,9 x10° cépias do genoma/mL, como CIP, para averiguar a
eficiéncia do método de concentracdo para a fiel quantificacdo dos virus estudados. Os dois

experimentos foram realizados independentemente para amostras de agua e alface.

6.3.1 Agua

As amostras foram previamente clarificadas por filtragdo com pré-filtro AP-20® (142
mm de didmetro, Millipore), para a remocéo de possiveis residuos, utilizando um Sistema de
Filtracdo Millipore (Millipore, RJ) constituido de uma bomba de vacuo, um recipiente de

pressdo e um suporte para as membranas (Figura 11).
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Figura 11 - Sistema de Filtracdo Millipore®: bomba de vacuo, recipiente de presséo e suporte
para as membranas.

Fonte: (Do autor, 2017).

Apbs a clarificacdo, 25 mL de cloreto de magnesio (MgCl,) foram adicionados as
amostras, a uma concentragao final de 25 mM (Vetec, Brasil). O pH foi ajustado para 5,0 com
a adicdo de &cido cloridrico 6N (HCI, Merck, Brasil). Em seguida, as mesmas foram filtradas
em membrana HA carregadas negativamente (142 mm de diametro, malha 0,45 pm,
Millipore) acopladas ao suporte do sistema de filtracdo. A membrana foi rinsada com 350 mL
de &cido sulfurico a 0,5 mM (H2SO4, Merck, Brasil). Os virus foram eluidos em 15 mL de
hidréxido de sédio a 3mM, pH 10,5 (NaOH, Vetec, Brasil) por agitacdo em placa de Petri
durante 10 minutos. O eluato foi neutralizado pela adi¢éo de 50 pL de H,SO4 50 mM e 50 pL
de tampédo Tris-EDTA (TE) 100 x (10 uM de Tris, 1 mM de EDTA, pH 8,0) e transferido

para uma unidade do concentrador Centriprep® YM-50 (Millipore, Brasil).

6.3.2 Alfaces

Vinte e cinco gramas (g) de alface foram homogeneizados no equipamento Stomacher
(SOLAB, Capim Fino, Piracicaba, SP, Brasil) e processados pela adaptacdo do método para
pequenos volumes (aproximadamente 120 mL) utilizando filtro de membrana Stericup® de
carga negativa de 0,45 pm (250 mL) (Nihon, Millipore, EUA) apo6s ultrafiltracdo com
Centriprep Concentrator® 50 (Nihon, Millipore) para obter um volume final de 2 mL (Figura
12).
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Figura 12 - Diagrama de fluxo para recuperagéo, concentragdo e deteccédo de virus em
amostras de alface.

| AMOSTRA DE ALFACE (25 g)

| Lavar com 135mL de
PBS

| Misturar no Stomacher

| Clarificacdo (5000x g por 5 min. a 4 °C |

[ Membrana de 0,45 pm de carga negativa I

| Eluir com 15 mL de NaOH 3 mM pH 10.5 |

| Concentrar a amostra |
(Centriprep® YM-50)

| 2 mL de concentrado |

Extracdo do dcido nucleico
com kit QIAamp (Qiagen)

| Deteccdo dos Virus |

Fonte: (Do autor, 2017).

6.4 Extracdo de acido nucleico

Os acidos nucleicos foram extraidos uilizando QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Inc., Valéncia, CA, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Foram utilizados
controles positivos e negativos ao longo de todo o processamento das amostras. As amostras
clinicas RJ15221 e RJ12688 foram previamente sequenciadas como controles positivos para
RVA e NoV, respectivamente.

6.5  Preparo de DNA complementar (cDNA)

Para NoV e RVA, obteve-se cDNA por transcricdo reversa utilizando iniciadores
hexameros aleatorios (unidades Pd(N)6, A260, Amersham Biosciences, Chalfont St Giles,
Buckinghamshire, Reino Unido).

Foram adicionados dois (2) pL de dimetil sulféxido (DMSO) (SIGMA®) a 10 pL de
RNA extraido, incubou-se a 97°C por sete minutos para desnaturagdo, seguido de banho de

gelo por dois minutos. Imediatamente, 38 puL da mistura de reagentes foram adicionados e
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incubou-se a 25°C por cinco minutos, 50 °C por uma hora e 70 °C por 20 minutos. O produto
foi estocado a -20 °C até realizar a PCR (FERREIRA et al, 2009).

6.6 Deteccdo e quantificacdo de virus por PCR quantitativo

6.6.1 Curvas padrdo para Reacdo em Cadeia pela Polimerase quantitativa (QPCR)

Para gPCR, as curvas padrdo foram geradas por clonagem em separado de fragmentos
de DNA, no vetor pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), contendo as seguintes
regides: gene NSP3 (RVA), regido de sobreposi¢do de ORF1/ORF2 ( NoV), gene do hexon
de HAdV (Tabela 2) e gene da replicase (bacteriéfago PP7). Os plasmideos foram purificados
utilizando o Kit Maxiprep Purification System® (Promega Corporation, Madison,
Winsconsin, EUA), seguindo as instrugdes do fabricante, e o DNA obtido foi quantificado
com um NanoDrop® (Thermo Scientific) por absorvancia a 260 nm. O numero de copias foi
estimado com base no tamanho do plasmideo e do fragmento inserido (YIN et al, 2001).
Curvas padrdo especificas foram geradas por diluicdo em série de 10 vezes do DNA. Os
valores finais para 0s niveis absolutos do genoma viral sdo dados como cépias do genoma
(GC) / reacéo.

Para EV utilizou-se RNA do poliovirus Sabin 3 (cddigo NIBSC: 01/532) obtido a
partir de culturas de células RD humanas, extraido e diluido de 10 a 10°. Para determinar o
limite de deteccdo, 0 RNA padrdo foi diluido em série em um conjunto de concentrados de

agua negativos. Os concentrados foram extraidos e testados em duplicatas.

6.6.2 QPCR

Os virus foram detectados e quantificados pela qPCR, utilizando iniciadores e sondas
descritas anteriormente (Tabela 2). Para EV foram utilizados iniciadores e sondas
correspondentes a regido 5'NC de EV humano desenhados e avaliados para deteccdo de
espécies A a D (Da Silva, E.E. - Dados ndo publicados).

Para os virus gastroentéricos utilizou-se a TagMan Universal PCR Master Mix®
(Applied Biosystems, California, EUA) em ABI 7500® (Applied Biosystems). A qPCR do
EV foi realizada utilizando o kit de RT-PCR AgPath-IDTM One-step (Applied Biosystems,
Califérnia, EUA). Nove pL de RNA extraidos foram adicionados a mistura de reacdo de

acordo com as instrucbes do fabricante. Os ensaios foram colocados ABI PRISM 7500
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Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA) nas seguintes condicdes:
incubacéo a 50°C durante 2 min para ativar UNG, desnaturacéo inicial a 95 °C durante 10 min
e depois 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos e 56-60 °C durante 1 minuto. As
amplificacdes foram analisadas em duplicata. As amostras que apresentaram sinais cruzando a
linha de limiar em ambos as réplicas até Ct <40, apresentando uma curva sigmoidal
caracteristica, foram consideradas positivas. A quantidade de DNA foi definida como a média
dos dados duplicados obtidos.

Para todos os protocolos de gPCR, foram incluidos controles positivos e negativos.
Foram utilizadas trés salas separadas para todos os procedimentos moleculares, para evitar a
contaminacéo cruzada de amostras.

Os resultados da concentragdo de virus estdo apresentados como cépia de genoma/litro

(cg/L) e cg/25 g, para amostras de agua e alface, respectivamente.
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Tabela 2 - Virus analisados, sequéncias dos iniciadores e sondas, regifes do genoma e referéncias das reacoes de cadeia da polimerase

quantitativa (QPCR)
Virus Iniciadores e Sequéncia 5°-3’ Regido do Referéncias
Sondas genoma
NSP3 F ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG
RVA NSP3 R GGTCACATAACGCCCCTATAGC NSP3 Zeng et al, 2008
Sonda NSP3 VIC-AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA-MGB
AQlF GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT
HAdV AQ2R GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC Hexon Heim et al, 2003
Sonda FAM-TGCACCAGACCCGGGCTCAGGTACTCCGA-TAMRA
COG2F CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG
NoV GlI COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA ORjii'Qoé?Fz Kageyama et al, 2003
Sonda RING2 FAM-TGGGAGGGCGATCGCAATCT-TAMRA
Conjunto EV i i
EV Sob consulta 5 Da Silva, EE
grupo

Fonte: (Do autor, 2017).

HAdV: adenovirus humano; NoV GlI: norovirus genogrupo Il; RVA: rotavirus espécie A; EV: enterovirus.



49

6.7 Isolamento viral

6.7.1 HAdV

Foram realizados ensaios em trés diferentes linhagens celulares (cedidas pelo
Laboratério de Virologia Comparada e Ambiental (LVCA/IOC/Fiocruz), para determinar a
infecciosidade dos HAdV detectados. Monocamadas confluentes de células epiteliais basais
alveolares de adenocarcinomas humanos (A549), células de rim embrionarias humanas 293
(HEK 293) e epitélio humano tipo 2 (HEp-2) foram preparadas separadamente, em tubos de
15 mL (Corning®, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), para tentativa de isolamento
viral. 200 puL dos concentrados foram inoculados e incubados durante 60 minutos a 37 + 0,5°
C, sob agitacdo a cada 15 minutos, para adsorcdo de virus, incluindo a cepa HAdV-35 e
amostras negativas como controles. Os tubos foram entdo preenchidos com 1,8 mL de meio
de manutencdo (98% de Meio de Dulbecco Modificado de Eagle - DMEM, Gibco, Life
Technologies, US [A549] e Meio Essencial Minimo - MEM, Gibco, Life Technologies, EUA
[HEK 293 e HEp-2] + 2% de soro fetal bovino - HyClone™ - FBS, Thermo Scientific,
Scoresby, Victoria, EUA). Os tubos inoculados foram monitorados diariamente por
microscopia 6ptica, para identificacdo de efeito citopatico (ECP). Para cada linhagem celular,
0 indculo foi submetido a trés passagens, com um intervalo de incubacédo de sete dias a 37 +/-
0,5°C e as monocamadas foram submetidas a trés ciclos de congelamento/descongelamento,
para a lise celular e liberacdo viral para inoculacdo. Apo6s 21 dias, a cultura celular foi
processada para qPCR (HERNROTH et al, 2002).

6.7.2 EV

Todas as amostras positivas concentradas e clarificadas foram inoculadas em um
volume de 0,2 mL em tubos de poliestireno (Nalgene™, Thermo Fisher Scientific, EUA),
transparentes, estéreis e descartaveis, contendo monocamadas de trés diferentes linhagens
celulares sensiveis ao isolamento do género Enterovirus: rabdomiosarcoma humano (RD),
células diploides humanas derivadas do pulmdo (MRC-5) e células de carcinoma epitelial
humano (HEp 2c) de acordo com protocolo previamente descrito WHO (2004). As células
foram fornecidas pelo Centro de Controle e Prevengdo de Doencas (CDC) / Atlanta, EUA ao

Laboratério de Enterovirus da Fiocruz/RJ.
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Para cada grupo de amostras inoculadas, foi utilizado um controle celular (RD, MRC-
5 e HEp 2c), servindo como padrdo de controle negativo, sendo constituido apenas de células
e meio essencial minimo. Os tubos foram incubados a 36 +/- 0,5°C e submetidos a leituras
diarias de cinco a sete dias consecutivos, em microscopio invertido, para observacdo de ECP
de 75-100%. Posteriormente, as amostras foram submetidas a dois ciclos de congelamento e
descongelamento rapido, em gelo seco e alcool etilico, visando a liberacdo das particulas
virais para uma segunda passagem em cultura celular. Novas leituras diarias por cinco a sete
dias consecutivas foram realizadas para observacdo de ECP. Os tubos que apresentaram ECP
caracteristico de enterovirus foram armazenadas a -20°C, para posterior identificagdo por RT-
PCR. O ECP caracteristico de enterovirus é caracterizado por alteracdes morfoldgicas das
células, as quais se tornam arredondadas, refrativas e deslocam-se da superficie do tubo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004).

6.8 Parametros microbioldgicos e fisico-quimicos

Para avaliar a qualidade da agua, os coliformes totais e Escherichia coli (E. coli)
foram quantificados por Colilert® Quanti-Tray®/2000 (IDEXX Laboratories, Inc.,
Westbrook, ME, EUA).

Os resultados foram relatados como o nimero mais provéavel por 100 mL (NMP/100
mL). A regulamentacdo brasileira especifica um maximo de 200 NMP/100 mL de E. coli,
como padréo para agua de irrigacao (BRASIL, 2005b).

A temperatura da agua (°C), o pH, a turbidez (em unidades de turbidez nefelométrica -
NTU) e a condutividade (uS cm-1) foram medidas em todas as amostras no momento da
coleta utilizando o Water Quality Checker U-10 (Horiba, Ltd, Irvine, CA, EUA).
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7 RESULTADOS

De um total de 96 amostras, foram detectados virus em 47% delas (45/96), sendo que
48% (29/60) e 44% (16/36) das amostras de agua e alface, respectivamente. Pelo menos dois
virus distintos foram detectados em todos os pontos de coleta (dgua e alfaces), com
concentracdes variando de log10* (observado para NoV) para log10%® cépias gendmicas por
litro (cg/L), inclusive na coleta de alfaces onde a concentracdo de EV atingiu 5,56 x 10*
(Tabela 3 e 4).

A figura 13 representa a distribuicdo da percentagem do total de cada virus nas

matrizes estudadas.

Figura 13 - Gréafico da percentagem de disseminacdo dos NoV GlI, RVA, HAdV e EV, em

matrizes de &gua e alface.

AGUA ALFACE

EV
25%

= NoVGIl =sRVA = HAdV =EV

Fonte: (Do autor, 2018).



Tabela 3 - Detecc¢éo e quantificacdo de rotavirus A (RVA), norovirus genogrupo Il (NoV Gll), adenovirus humano (HAdV)
e enterovirus (EV) em amostras de agua, de acordo com locais de coleta (n = 12 por local).

Pontos de
coleta de Virus
amostras de
agua N° positivos (%)  Concentracdo de virus (cg/L)
NoV GlI RVA HAdV EV
7
; 2,65 x 10° 6,36 x 10,
3 2,11 x 10 2 7,62 x 10
w1 1(83) 1,92x10° 2(16,7) s 3(250) 1,16x10 4 (33,3) 3
6,88 x 10 171 x 102 3,37 x 10
’ 4,72 x 10°
1,27 x 10° 5
W2 ND ND 3(250) 119x10° 1(83)  1,92x 10 2 (16,7) 2,03 x 107
2 1,64 x 10
2,97 x 10
3,93 x 10
w3 1(8,3) 7,29x10" 3(250) 750x10° 1(83) 3,76 x 10° 1(8,3) 5,14 x 10°
7,20 x 10°
7,29 x 10° 3 3 .
W4 2(167) gery g0t 1 (83) 238x10 1(8,3) 451x10 1(8,3) 2,37 x 10
W5 ND ND 1(83) 203x10° 1(83) 2,15x10° ND ND

Fonte: (Do autor, 2017).

W1. Agua de irrigacdo das mudas; W2.Captacéo da 4gua da nascente; W3. Acude; W4.Agua de irrigacdo de alfaces;
W5. Agua de lavagem das alfaces.

ND. Ndo detectado.
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Tabela 4 - Deteccdo de rotavirus A (RVA), norovirus genogrupo Il (NoV GllI), adenovirus humano (HAdV) e enterovirus (EV) em amostras de

alfaces (n=12)

Pontos de coleta de
amostras de alfaces

N° positivos (%)

Virus

Concentracdo de virus (cg/L)

NoV GlI RVA HAJV EV
5,10 x 10°
L1 1(8,3) 298x10° 3(250) 2,98x10° 1(8,3) 4,39 x 10 ND ND
2,98 x 10°
1,16 x 10° 4 ? 3,28 x 10*
L2 2(167) o9y 10t 1(@3) 1,30x 10* 1(8,3) 567x10° 2(16,7) 547 x 10°
) 3,74 x 10° 2,14 x 10*
L3 1(83) 1,50x10 ND ND 2(167)  gesyi2 2067 556 x 10°

Fonte: (Do autor, 2017).
L1. Mudas; L2. Alface; L3. Alface lavada; ND. Nao detectado.
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Um total de 23 amostras, sendo 11 positivas para HAdV e 12 positivas para EV por gPCR
foram submetidas a trés passagens consecutivas apos sete dias. A gPCR realizada em amostras
pareadas (concentrados iniciais e culturas), ndo mostrou reducdo nos valores de Cts (Cycle
Threshold), que é a referéncia para a quantificacdo da expressao de determinada sequéncia génica-
alvo, revelando nenhuma replicacéo de virus.

A Tabela 5 apresenta os resultados da caracterizagcdo da qualidade microbioldgica e
parametros fisico-quimicos das amostras de agua. E.coli foi detectada em todos 0s pontos, mas em
W1 o valor superou o limite de 200 NMP/mL usado como critério para a qualidade da agua de
irrigacdo. Neste local, a 4gua também apresentou maior valor de condutividade quando comparado
aos outros pontos.

O bacteriofago PP7 foi recuperado em 86,7% das amostras de agua e alfaces analisadas, no

estudo piloto.



Tabela 5 - Valores médios microbioldgicos e fisico-quimicos de 12 amostras de agua por ponto de coleta

Bactéria Fisico-quimico
(min-max) (min-max)
Amostras
por ponto Coliformes E.coli* Temperatura pH Condutividade Turbidez
de coleta totais* °C (1S cm™) (NTU)
w1 3069,8 279,9 16,7 7,0 0,74 31,9
(767 — 15500) (26 — 779,0) (13,9-23,1)  (5,70-7,75) (0,010-0,156)  (5-169)
W2 909,9 16,7 16,6 6,0 0,01 34,2
(40 - 1610) (1-74,3) (14,1-23,1)  (4,75-6,75)  (0,012-0,016)  (10-65)
W3 2788,0 33,8 17,3 57 0,03 24,6
(368 — 19400) (12 - 103,0) (15,8-23,1)  (5,22-6,46)  (0,012-0,016)  (10-52)
w4 1665,4 51,7 16,9 6.2 0,05 39,1
(184 - 8112) (1-147,6) (14,3-23,1)  (5,05-7,31)  (0,015-0,270)  (10-87)
W5 12470,5 18,9 17,4 6,3 0,22 12,3
(159 — 91400) (1-113,0) (12,7-23,1)  (4,81-7,07)  (0,011-0,041)  (7-25)
Total 4180,7 80,2 17,0 6,3 0,21 28,4
(40-91400) (1-779,0) (12,7-23,1)  (4,75-7,75)  (0,010-0,270)  (5-169)

Fonte: (Do autor, 2017).
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*Numero Mais Provavel (NMP/100mL). W1. Agua de irrigacdo das mudas; W2. Agua de captacdo da nascente; W3. Agua do acude; W4.Agua

de irrigacdo da alface; W5. Agua de lavagem da alface; ND. N&o detectado.
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Neste estudo, ndo foi possivel associar a deteccdo viral com a producgéo organica. A falta
de dados disponiveis sobre a diferenca de transmissdo viral entre alimentos de fazendas organicas
e convencionais e o0 risco em ambas as producdes foram descritos anteriormente (ALEXANDER
et al, 2014; MIE et al, 2017).
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8 DISCUSSAO

Os virus entéricos tém sido descritos como importantes contaminantes ambientais,
sendo utilizados como indicadores de contaminacdo fecal humana (LIN; GANESH, 2013; DE
GIGLIO et al, 2017). Neste estudo, a investigacdo de RVA, NoV, HAdV e EV em uma area
importante da agricultura do Estado do Rio de Janeiro teve como objetivo demonstrar a
disseminacéo destes virus em areas produtoras de hortalicas em territorios com saneamento
inadequado, enfatizando a necessidade da implementacdo de medidas que proporcionam uma
producdo de alimentos mais segura.

Inicialmente, pela realizacdo de um estudo piloto verificou-se a qualidade da agua em
algumas coletas, revelando que a contaminacdo das alfaces foi introduzida na primeira etapa
da cadeia produtiva devido a ma qualidade da agua utilizada na irrigagdo das mudas. Assim,
embora a fonte de &gua utilizada na area dois tenha uma qualidade fisico-quimica e
microbioldgica satisfatdria, a presenca de virus demonstra a contaminacgdo inicial, pela
concentracdo logaritmica na ordem de 10*, nas alfaces colhidas. A constatacdo da presenca de
virus em amostras de agua consideradas satisfatdrias por parametros bacteriol6gicos,
corrobora com a auséncia da correlacéo entre estes microrganismos contaminantes. No Brasil,
a dgua de irrigacdo para as culturas que sdo consumidas cruas e desenvolvidas junto ao solo
esta enquadrada na classe um (1) da Resolugdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) n° 375 (2005), onde a contagem ndo deve exceder 200 coliformes fecais por 100
mililitros (mL), de acordo com os limites estabelecidos pela agéncia ambiental (BRASIL,
2005b). As diretrizes da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos para aguas
superficiais recomendam contagem abaixo de 1.000 coliformes fecais por 100 mL de agua
superficial, incluindo agua do rio e para irrigacdo de culturas (ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, 1986), mas ndo ha padrdes para virus.

Neste mesmo estudo piloto, também demonstramos o baixo nivel de inibicdo do
método de concentracdo utilizado, com a recuperacdo de 86,7% do bacteriéfago PP7 utilizado
como controle interno de processo (CIP). O bacteriéfago PP7 tem sido utilizado como CIP
por apresentar caracteristicas de similaridade com os poliovirus, tanto pelo seu tamanho (25
nm) quanto por suas propriedades fisico-quimicas, com sucesso de recuperacgdo por diferentes
metodologias (FUMIAN et al, 2009; SCHERER et al, 2009; MORALES-RAYAS et al, 2010;
SANCHEZ et al, 2012; STALS et al, 2012). PP7 também foi recuperado com éxito nas
amostras de alface com a metodologia utilizada para concentracdo de agua (RAJAL et al,
2007; FUMIAN et al, 2010; BRANDAO et al, 2014).
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O método de concentracdo que utiliza a filtracdo por membranas negativas foi escolhido pela
ideia inicial de se pesquisar NoV, cuja detec¢do sé é possivel pela realizacdo de metodologias
moleculares. Este método foi descrito como de baixa inibicdo, por utilizar solventes
inorganicos (KATAYAMA et al, 2002), e adaptado para pequenos volumes, utilizando filtro
Stericup® (Nihon, Millipore, EUA), conforme descrito previamente (FUMIAN et al, 2009).
Estas metodologias se mostraram eficientes para detec¢do dos virus investigados na ocasiao.
Vale ressaltar que este estudo foi realizado anteriormente a publicacdo das Normas ISO/TS
15216-1:2017 e ISO/TS 15216-2:2013 que estabelecem metodologias padronizadas para
deteccdo de virus a partir de quatro categorias de alimentos, incluindo vegetais folhosos, que
segundo estas normas devem ser recuperados utilizando PEG (ISO/TS 2013, 2017). As
metodologias de extracdo de material genético, utilizacdo de CIP e quantificacdo viral
atenderam a ISO que descreve estes métodos para quantificacdo de NoV. Os métodos de
quantificacdo utilizados para RVA e HAdV tém sido amplamente utilizados para detecgédo de
virus, a partir de amostras clinicas e ambientais (HERNROTH et al, 2002; ZENG et al, 2008;
FUMIAN et al, 2010; RUSINOL et al, 2014). Em relacdo aos EV, a metodologia utilizada
para o isolamento viral em cultivos celulares, segue o estabelecido pela OMS (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2004), enquanto a deteccdo direta do RNA viral é realizada
por PCR em tempo real, com a utilizagdo de um kit in house (da Silva et al, manuscrito em
preparagéo).

O impacto da contaminacdo viral na producdo de alface organica deve ser
considerado, uma vez que na regido das montanhas do Estado do Rio de Janeiro estdo
localizados inUmeros sitios de préticas agricolas, concentrando 50% de terras cultivadas de
todo o estado, com producdo destinada principalmente a suprir a metrépole (MARAFON;
RIBEIRO, 2006). Isso sugere que esta regido montanhosa de clima frio e ameno possa
contribuir para a estabilidade de virus, por um periodo mais longo, em produtos agricolas
(SEYMOUR; APPLETON, 2001; GERBA; CHOI, 2006).

Previamente, Abreu et al. (2010) demonstraram que a contaminacdo por agua de
irrigacdo e vegetais com microrganismos € uma realidade na agricultura brasileira e a
contaminagdo com patégenos, de frutas e vegetais frescos e prontos para comer, € uma
questdo significativa. A prevaléncia de virus entéricos na agua utilizada para irrigagéo foi
descrita anteriormente (FONG; LIPP, 2005; CHEONG et al, 2009; ALLENDE;
MONAGHAN, 2015; CARDUCCI et al, 2015; LOPEZ-GALVEZ et al, 2016). Outros

estudos demonstraram contaminacdo de hortalicas, na cadeia de producdo ou mesmo em
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produtos obtidos em mercados (JUNG et al, 2014; CENTERS FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION, 2015).

Em relacdo aos virus detectados, € notavel a deteccdo de RV e HAdV. A alta
porcentagem de deteccdo de RVA no presente estudo sugere que esses virus também devem
ser considerados como marcadores de contaminagdo fecal, em paises em desenvolvimento,
corroborando com estudos realizados no Brasil que apontaram RVA como um importante
contaminante ambiental, especialmente pela alta taxa de excrecéo, 10° a 10*/g de fezes
(MIAGOSTOVICH et al, 2008; FUMIAN et al, 2011; VIEIRA et al, 2012). A taxa de
excrecdo e as condigdes de saneamento de paises em desenvolvimento podem explicar a alta
taxa de deteccdo destes virus no ambiente. A &gua de irrigagdo e os legumes crus
correspondentes, pesquisados em trés regides da Africa foram avaliadas quanto & presenca de
RVA onde foram encontrados em 14% das amostras de agua de irrigacdo e em 1,7% das
amostras de legumes crus (VAN ZYL et al, 2006).

Embora a porcentagem de RVA tenha sido superior a de HAdV, é importante notar
que este dltimo foi detectado em todos os pontos estudados. Esses virus tém sido descritos
como indicadores de contaminacdo fecal humana, uma vez que sdo agentes patogénicos
resistentes as condi¢cbes do meio ambiente, abundantes, facilmente detectados por métodos
moleculares e sdo de grande importancia na satde publica (GIRONES et al, 2006; BOFILL-
MAS et al, 2006, 2013; USEPA, 2016). HAdV tém sido descritos como contaminantes de
tomates e morangos adquiridos no comércio do Rio de Janeiro (MELGACO, 2016).

Em relacdo aos NoV, os dados obtidos neste estudo também corroboram com estudos
prévios que demonstram uma menor disseminacdo destes virus no ambiente quando
comparados com RVA (FUMIAN et al, 2010; VIEIRA et al, 2012). No Brasil, 0 NoV néo foi
detectado em alimentos coletados no mercado (FUMIAN et al, 2009, BRANDAO et al,
2014).

Os NoV, em geral, estdo associados a surtos de gastroenterite ligados a alimentos
contaminados por manipulacdo (GUO et al, 2014; CHEN et al, 2016; COUTTS et al, 2017).
Em paises como Canad4, Bélgica e Franca, a prevaléncia do NoV em vegetais folhosos
provenientes de mercados em 2009 e 2010, foi de 28,8%, 33,3% e 50%, respectivamente
(BAERT et al, 2011). Nenhuma das amostras de producdo agricola e de mercados revelou-se
positiva para NoV Gl e GlI, enquanto que 9% (N = 57) e 7% (N = 85) das amostras de
produtos rurais e de mercado, respectivamente, foram positivas para HAdV (ANTWI-AGYEI
et al, 2015).
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A pesquisa de EV, neste estudo, revelou que a carga viral variou de 3,37 x10° a 4,72
x10° copias genémicas por litro (cg/L) e de 2,14 x10* a 5,56 x10* cépias do genoma por 25
gramas (cg/25g) para as amostras de agua e alface, respectivamente. EV, assim como 0s virus
gastroentéricos, foram detectados em varias matrizes como em amostras de esgoto e em
alguns estudos de vigilancia ambiental de poliovirus e enterovirus ndo pélio (CHEONG et al,
2009; NDIAYE et al, 2014; DE OLIVEIRA PEREIRA et al, 2016), inclusive na agua de
irrigacdo (ESPINOSA et al, 2009). Outros estudos demostraram que EV podem ser
transferidos para a superficie de vegetais através de agua de irrigagdo por pulverizagéo,
resultando em contaminacédo viral dos vegetais (CHEONG et al, 2009; PACHEPSKY et al,
2011; ALLENDE; MONAGHAN, 2015; UYTTENDAELE et al, 2015).

A deteccdo molecular destes virus em concentragdo variando de 10 a 10° ainda é
limitante para se demonstrar o risco de infeccdo pelo consumo, uma vez que a metodologia
empregada ndo determina a infecciosidade dos virus detectados. Afim de se demonstrar a
viabilidade destes virus realizou-se uma tentativa de isolamento de HAdV e EV, replicaveis
em diversos tipos de células (MARTI; BARARDI, 2016). O isolamento de RVA néo foi
considerado, uma vez que 0s RVA sdo considerados virus fastidiosos (PINTO et al, 1995).
Embora repliquem em cultivo de células MA104, possuem crescimento lento, necessitando de
adaptacdo (WARD et al, 1984; DESSELBERGER, 2014). Quanto aos NoV, ainda ndo existe
um cultivo celular eficiente para sua replicacdo (QU et al, 2016).

Infelizmente, neste estudo, mesmo com a utilizacdo de trés linhagens de culturas
celulares distintas para HADV e trés para EV ndo foi possivel isolar os virus detectados
molecularmente. O intervalo de tempo entre as coletas das amostras (2010-2011) e a
realizacdo deste ensaio (2015-2016) pode ter influenciado no isolamento em culturas de
células, assim como algumas condi¢Ges ambientais ndo avaliadas. Marti e Barardi (2016) apds
avaliarem contaminacdo em cinco amostras de alface, cebolinha verde e morango, somente
em cebolinhas verdes puderam detectar particulas infecciosas.

Outro aspecto novo a ser considerado na contaminagdo de vegetais folhosos por virus
é a deteccdo de virus humanos nas raizes e no interior dos alimentos, que mesmo parecendo
ser um evento improvavel, ja foi demonstrado e representa um novo desafio de salde publica,
pois a internalizacdo representa um risco adicional para os consumidores (CHANCELLOR et
al, 2006; BUTOT et al, 2007; WEI et al, 2011; DICAPRIO et al, 2012; CARDUCCI et al,
2015; ESSEILI et al, 2018).

Concluindo, os resultados obtidos neste estudo apontam a utilizacdo de virus como

marcadores de contaminagdo fecal, como uma ferramenta adicional que pode ajudar a garantir
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produtos de qualidade. Como a contaminacdo de virus no ambiente é dificil de eliminar, estes
dados enfatizam a importancia do saneamento basico na seguranca alimentar (COOK et al,

2016) e abre novas perspectivas de estudo nesta area. Pesquisas futuras sdo recomendadas.
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9 CONCLUSOES

- A deteccdo de virus entéricos em todas as amostras de aguas e alfaces estudadas nas
diferentes etapas da cadeia de producdo dos alfaces, revela contaminagdo fecal humana na

regido de cultivo utilizada.

- A deteccdo de HAdV em todos os pontos de coleta demonstram seu papel como

indicador de contaminacao viral.

- A prevaléncia de RVA corrobora com estudos anteriores realizados no pais que

demonstram a ampla disseminacéo destes virus no ambiente.

- Apesar da impossibilidade de demonstrar a infecciosidade dos EV e HAdV em seis
diferentes culturas de células, os resultados representam um risco sanitario a populacéo,

devido a presenca de particulas virais nas amostras estudadas.

- A presenca de virus em &guas consideradas préprias de acordo com o0s pardmetros

bacterioldgicos, aponta os virus como importantes indicadores de contaminagdo ambiental.
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10 PERSPECTIVAS

Os dados encontrados serdo informados aos 6rgdos competentes da regido para alertar
sobre a importancia do saneamento do territorio utilizado na producdo organica e a
implementacdo da vigilancia sanitaria e ambiental serd recomendada.

Serd sugerida a implantacdo de uma area de pesquisa e controle da qualidade em
alimentos, para a identificacdo de virus associados a contaminacdo por alimentos no
INCQS/Fiocruz.
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ABSTRACT

Investigation of major viruses responsible for acute viral gastroenteritis, such as norovirus (NoV), rotavirus species A (EVA)
and human adenovirus (HAdV), was conducted in the mountainous region of the state of Rio de Janeiro in a
lettuce-producing area. Irrigation water and lettuce samples were collected at different production stages. Viruses were
concentrated using an adsorption-elution method and detected by quantitative polymerase chain reaction (QPCE). We
detected HAdV in all collection points, although no virus infectivity was shown. The EVA was the most prevalent virus from
both water (16.7% [10/60]) and lettuce samples (11.1% [4/36]), with loads ranging from 2.97 « 10 to 6.88 « 10° genomic
copies per litre (gc L) and 6.24 = 10° to 1.30 = 10% gc per 25 g, respectively. NoV was detected in £.33% [8/96] in water and
lettuce samples, with concentrations ranging from 7.29 » 10" t01.92 » 10° ge L™ and from 4.29 = 10 to 2.98 = 10% gc 257,
respectively. Escherichia coli values also demonstrated poor quality of the irrigation and washing water. The presence of at
least tao different virus strains in all sites reveals the need to improve basic sanitation measures in order to increase food

safety.
Keywords: irrigation water; food; gastroenteric viruses; lettuce

INTRODUCTION combined with their ability to survive in these unfavourable
circumstances, offers conditions where consumers unknow-
ingly face high risks of being infected with harmful crganisms
when consurming fresh produce (Britz and Sigge 2012). There are
several factors that contribute to food risks for consumers, in-
cluding agricultural practices, poor hygiene at all stages of the

For over 100 years, irrigation and fertilisation of food crops us-
ing water contaminated with faeces have played a major role
in the transmizsion of enteric organisms such as viruses (Gerba
and Choi 2006). The potential of pathogenic organisms trans-
ferred frorn irrigation water to the surface of fresh produce,
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food production chain, lack of preventive controls in food pro-
cezging and preparation operations, contaminated water used
for irrigation, inadequate or improper storage, etc. (WHO 2008).

Focusing on public health and consurner protection, man-
uals gsuch as Good Agricultural Practices, Good Manufacturing
Practices and Hazard Analysis Critical Contral Point describe
procedures to be applied in the processing facilities (CFLA 2014)
in order to prevent contamination of vegetables and fruits with
microbial pathogens.

In developed countries, current agricultural preduction takes
special care of food safety and quality, in addition to consumer
awareness of food safety izsues (FAD 2003). However, in many
parts of the world, agriculture still does not meet these stan-
dards; mainly in the case of organic agriculture, greater attention
is needed, especially regarding hygiene procedures carried out
in the production area (Chander et al. 2011). Organic agriculture
is @ sustainable management systern aimed at environmental
preservation as well as increasing agrobiodiversity and the qual-
ity of human life (Seufert, Ramankutty and Foley 2013); how-
ever, sorme authors comment on its high risk and contamination
by wiruses, bacteria and fungi (Rembialkowska 2007, Schulert,
Frangoul and Domm 2010; de Quadros Rodrigues et al. 2014;
Marti and Barardi 2016). Microbial pathogens associated with
raw vegetables include Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7,
Listeria monocytogenes, Shigella spp., Norovirus [Norwalk-like
viruses), hepatitis A virus and protozoan parasites such as
Cryptosporidium (Hassanain et al. 2013).

In this context, organic lettuce (Lactuca sativa) has been ac-
knowledged as an important transmission source of enteric
viruses, since it is traditionally eaten raw or receives rninimal
processing (Gerba and Choi 2006). This study aims to assess the
dizssemination of major viruses responsible for acute gastroen-
teritis, such as the norovinus genogroup 11 (NoV Gl), rotavirus
species A (FVA) and human adenovims (HAdV), in an organic
lettuce production site located in the municipality of Petropolis,
a mountainous region in Rio de Janeiro, Brazil, and the largest
producer of organic agriculture in the state.

MATERIALS AND METHODS
Study site and sampling collection

This study was carried out in an organic production site located
in the Brejal region, municipality of Petropalis, in the mountains
of Rio de Janeire, Brazl, characterised by a high-altitude tropi-
cal elimate with milder and wet summers and moderately cold
and dry winters. The average annual temperature is 19°C, with
an annual precipitation of 2400 mm (Petropolis 2012). The let-
tuce production occupies a region of 30 000 m?, divided into
two areas. In the first area, the seedlings are grown for a pe-
riod of 20 to 30 days and subsequently transferred to another
area located 2 ken away for cultivation, harvesting, washing and
packing for commercialisation. The average time of lettuce pro-
duction is 60 days; different sources of water are used in each
area (Fig- 1}

We collected 2 L of water and three samples of lettuce, in-
cluding seedlings, at different production stages in two collec-
tion campaigns weekly in August 2010 and biweekly during May
to August 2011, totalling 96 samples. Five water sarnples [W1-5)
and three lettuce samples (L1-3) were collected in sites marked
by Global Positioning System (eTREX Legend H, Garmin Ltd,
Olathe, K5, USA) as follows: Wl—seadling irrgation water; W2—
catchment spring water, W3i—dam water, W4—lettuce irriga-
tion water, Wi—lettuce wash water, L1—seedlings; L3—lettuces;
L3—washed lettuce.

Seedling 2 Km Away Lettugce
Production — Production
{Area 1) {Area Z)

—

W1 - Seedling

L ) W2 - Catehineqit
Irrigation Water

of Spring Water

W3 - Dam

L1 - Seedlings

W4 - Leftuce
Imigation Water

W35 = Lettuce
Wash Water;
L3- Washed

Lettuce

Figure 1. Flow of organic lettoce productian.

Wiral concentration methods

Water was processed for wviral concentration using an
adsorption-elution method with a negatively charged mem-
brane as described previously by Katayama, Shimasaki and
Ohgaki [2002). For lettuce samples, 25 g were concentrated via
the same method adapted for srnall volumes (~120 mL), using
a 0.45-pm negative charge membrane with a Stericup() filter
(250 mL) (Nikon, Millipare, USA); ultrafilivation was performed
with a Centriprep Concentraton) 50 (Mihon) to obtain a final
valume of 2 mL (Fumian et al. 2009).

Wirus detection and quantification

Mucleic acids were extracted using the QLAamp Viral EMa
Mini Kit {Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA), according to the
manufacturer's instructions. For MoV Gl and EVA, cDMA was
obtained by reverse transcription using a random hexamer
(PdrE, AZE0 units, Armersham Biosciences, Chalfont St Giles,

EBuckingharnshire, UK).
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Table 1. Viruses analysed, primers and probe sequences, genome regions and references of gPCR assays.
Viruses Primers and probe Sequences 5'-3° Genome region References
MSPIF ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG HSF3 Zeng et al. (2008)
EVA MSFIR GETCACATAACGCCOCTATAGC
MEPI prabe VIC-AGT TAAAAGCTAACACTGTCAAA-MGE
AQLF GOCACGGTGGGGTTTCTAAACTT Hexon Heim et al. (2003)
Hadv AR GOCCCAGTGGTCTTACATGCACATC
Probe FAM-TGCACCAGACCOGGGETCAGGTACTCOGA-TAMEA
COGIF CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAS ORF1-ORFZ junction  Kageyama et al. (2003)
MoV GI COG2R TOGACGCCATCTTCATTCACA
RING2-probe FAM-TGGGAGGECGATCGCAATCT-TAMEA

HAdY, human adencvines; Mo¥ GIL noroviras genogroup II; EVA, rotavins species A.

Viruzes were detected and quantified by quantitative poly-
merase chain reaction (gPCR), using primers and probes de-
scribed previously (Table 1). The qPCR was performed using
TagMan Universal PCE Master Mix® (Applied Biosystems, CA,
USA) in ABI 7500% (applied Biosystems, Singapore). For all qPCR
protocols, positive, negative and non-template controls were in-
cluded. Three separate rooms were used for all molecular pro-
cedures to avoid cross-contamination of samples.

HAAV infectivity

Infectivity azsays using three cell lines were performed to de-
termine HAAV infectivity. Confluent monolayers of adenocar-
cinomic hurnan alveolar basal epithelial cells {A549), human
ernbryonic kidney cells 293 (HEK 293) and human epithelial
type 2 (HEp-2) used were separately prepared in 15-ml tubes
(Comning®, Sigma-Aldrich, 5t. Louis, Missouri, USA) far the as-
say; 200 uL of each sarnple were inoculated and incubated for
60 min at 37 & 2°C, swinging every 15 min for virus adsorption.
Tubes were then filled with 1.8 mL of maintenance medium [98%
Dulbecco's Modified Eagle's Medium - DMEM, Gibeo, Life Tech-
naologies, USA [A549] and Minimum Essential Medium-MEM,
Gibeo, Life Technologies [HEK 293 and HEp-2] + 2% HyClone fe-
tal bovine serum - FBS, Thermo Scientific, Scoresby, Victoria,
Australia). Inoculated cell tubes were monitored daily using
optical microscopy. For each cell line, the inoculurm was sub-
raitted to three passages with a 7-day incubation interval at
37C when monolayers were pipetted and subjected to three
freeze/thaw cycles for cell lysis and viral release for inoculation.
After 21 days, the cell culture was processed for gPCR (Table 1).
Human adenovirus 35 (HAdV 35), kindly donated by Dr An-
nika Allard, Umea University, Sweden, and DMEM and MEM were
used as positive and negative controls, respectively. They were
processed under the sarme conditions as the field sarnples.

Internal process control

Bacteriophage PP7 was spiked in 24 water samples as inter-
nal process control (IPC). The PP7 was kindly provided by Dr.
Verdnica Rajal (Salta University, Argenting) and was produced
by cultivation in the host Pseudomonas aeruginosa (ATCC 156932)
(Rajal et al. 2007).

Microbiological and physicochemical parameters

To asgess water guality, total coliforms and Escherichia coli were
quantified by Colilertd) Quant-Tray@E/2000 (IDEXX Laborato-
ries, Inc., Westbrook, ME, USA). Regults were reported as most

probable number per 100 mL (MFM 100 mL-). The Brazilian reg-
ulation specifies a maxirmuwm of 200 MPN 100 mL? of E. coli for
irrigation water (Brasil 2005).

‘Water ternperature ("C), pH, turbidity (in nephelometric tur-
bidity units, NTU) and conductivity (x5 cro?) were measured
in all samples at the time of collection using a Water Quality
Checker U-10 (Horiba, Ltd, Irvine, CA, ISA).

RESULTS

From a total of 96 samples, viruses were detected in 35% (21/60)
and 30% (11/36) of water and lettuce samples, respectively. At
least two distinct wiral agents were detected in all collection
points (water and lettuces), with concentrations ranging from 1
log10 {observed only for MoV GII) to 2-3 logl0 genomic copies per
litre (ge L), except lettuce, where EVA concentration reached
130 = 10 ge 25 g (Tables 2 and 3). Bacteriophage PF7 was re-
covered in 86.7% of the analysed water samples.

A total of 11 HAdV-positive samples by gPCE were inoculated
to attempt viral isolation in the three cell lines described. After
three consecutive passages of 7 days, qPCE was carried out in
paired samples (initial concentrates and cultures); there was no
reduction in Cts walues, revealing no wirus replication.

Table 4 presents the results of characterisation of microbio-
logical quality and physicochemical parameters of water sarm-
ples. Escherichia coli was detected at all points. However, at Wi,
the value excesded the 200 MPN mL™ limit used as a criterion
for the quality of irrigation water. At this site, water also pre-
sented a higher conductivity value when compared to the other
gites. Figure 2 presents the microbiological results obtained in
samples of water used for irrigation and washing, evidencing
that the presence of viruses in waters did not exceed the values
established by the Brazilian resolution act.

DISCUSSION

This study investigated the presence of MoV GII, VA and HAdV
(considered as indicators of hurnan fascal contamination) in or-
der to dermonstrate the environmental contamination in an or-
ganic lettuce production located in an important agricultural
zone of Ko de Janeiro, Brazil. Viral dissemination was observed
in all water samples wsed throughout the entire production
chain, regardless of the different sources (seedlings and let-
tuces). The poor quality of the water used in the process was
undoubtedly a determinant of the viral concentrations detected
in the different stages of lettuce production. Thess reaults re-
veal how neglect in basic sanitation impacts the vegetable pro-
duction chain, ermphasizing that his region concentrates 50% of
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Tahle 2. Detection and quantification of rotavirus species A (BVA), norovirus genogroup II (NaV GlI} and human adenovirus (HADV) in water

samples according to collection sites (n = 12 per site).

Wiruges
Water sample Mo of positive (%) Virus concentration (ge L)
coll=ction sites NaW (Gl ENA HAdV Any wiruses
Wi 1(83 192 = 107 2 [167) 211 x 107 3 (25.09 265 x 107 & (50.0) 116 x 1P-E88 x 107
EBE x 107 1.16 = 107
1.71 » 107
w2 MD MD 3 (25.0 1.37 x 107 18.3) 1.8 » 1F 4(33.3) 1032 x 10P-1.37 x 107
115 x 107
297 x 107
w3 1(83 7.39 x 10t 3 (25.0 393 x 10° 18.3) 3176 x 10° 5 [41.7) 729 x 10°-7.50 x 107
750 = 10°
720 = 10°
Wi 2(16.7) 7.29 w 10° 1(B3) 2.38 x 107 1(8.3) 4.51 = 107 4 (33.3) B.57 w 10°P—4.51 x 107
B5T w 10¢
WS MD MD 1(B.3) 203 x 107 18.3) 215 x 107 7167} 215 x 10P-2.03 x 107

W1, seedling irrigation water; W2, catchment of spring water; W3, dam; W4, lettuce imigation water; WS, lettuce wash water; NI, not detected.

Tahle 3. Detection of rotavirus species A (EVA), norovirus genogroup 11 (MoV GII) and human adenovirus (HAJV) in lettuee samples (n = 12 per

site].
Viruses
Lettuce samples Nao. of positive (%) Virus concentration (ge 35 g)
coll=ction sites NaWV GII RVA HAdV Any viruses
L1 183 298 x 107 3 [25.00 510 x 107 183 439 x 107 5417 439 « 10°-5.10 x 107
2.98 x 107
2.98 x 107
L2 2(16.7) 116 x 107 1(8.3) 1.30 = 10* 1(83 567 x 10° 4(33.3) 429 x 10°-1.30 x 10°
429 « 10
L3 183 150 x 10° MD NI 2(16.7) 374 x 10° 3 [25.09 150 x 1P-5.65 x 107
565 x 107
L1, seedlings; L2, lettuce; L3, washed lettuce; ND, not detected.
Tahble 4. Microbiological and physicochemical mean values of 12 water samples per callsction site.
Bacteria Physicochemical
mean |min-rmax) mean (min—-max)
Sample Total coliforms E. coli Temperature, Conductivity Turbidity
cellection sites MPN 100 mL- MPN 100 mL- i pH pS errt NTU
Wi 30698 (767-15500) 2799 (2603-770.04) 167 (139-731) 7070775 074 (D.010-0.156) 310 (S-165)
w2 09,0 (40-1610) 16.7 (1-74.3) 166 (14.1-73.1)  E0(ATS-675) 001 (D.012-0.046)  34.2 (10-65)
w3 I7EED (B5E-19400) 338 (12-103) 173 (158-73.1)  57(5.22-646 003 (00120046 4.6 (10-53
Wi 1665.4 (1B4-8112) 51.7 (1-147.6) 165 (143-73.1)  £2(505-731) 005 (0.0150270)  39.1 (10-87)
WS 1247005 (158-51400) 1B.9 (1-113) 174 (127-73.1)  E3(481-707) 027 (D.011-0.041) 12.3 (7-25)
Total 4180.7 (40-91400) 80,7 [1-779.04) 170(127-73.1) 63 (475775 021 (D.0L0-0.370)  I8.4 (5-169)

MIFN, most probahle number; W1, seedling imigation water; W2, catchment of spring water; W3, dam; ‘W4, lettuce irrigation water; WS, lettuce wash water.

cultivated land of the whaole state, with production destined
mainly for supply to the metropolitan area of Rio de Janein
(Marafon et al. 2005). Freviously, Abreu et al. (2010) have found
that irrigation water and vegetable contamination with microor-
ganizms is a reality in Brazilian agriculture and the contamina-
tien of fresh, ready-to-eat fruits and vegetables with pathogens
is a significant issue. The prevalence of enteric viruses in water
used for irrigation has been described previously (Fong and Lipp
2005; Cheong et al. 2009; Lipez-Gilvesz et al. 2016, and EVA has
been found in 14% of irrigation water samples and in 1.7% of raw
vegetable samples in South Africa (van Zyl et al. 2006).

In this study, it was not possible to associate viral detection
with organic production. The lack of data available on the differ-
ence of viral transmission between food from organic and con-
ventional farms and the hazard in both productions have been
described previously (Lairon 2010; Smith-Spangler et al. 2012).

The high BVA percentage in the erwvironment corroborated
previcus findings in developing countries that revealed those
viruses as important contaminants, even after the onset of the
vaccine era in 2006 (Ruiz-Palacios et al. 2006, Mizgostovich et al.
2008, Fumian et al. 2011; Vieira et al. 2012). The FVA excretion
rate {10° to 10" per g faeces), coupled with a lack of sanitation,
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can explain the high level of contamination detected in the State
of Rio de Janeiro. Although the VA percentage was higher than
that of HAAV, it is important to note that the latter virus was de-
tected in all points studied. In previous studies, HADV has been
described as a marker of human faecal contamination in water
matrices since it is prevalent, stable in the environment, species-
specific and has no seasonality (Bofill-Mas et al. 2006, 2013;
Girones 2008). HAdW infectivity can be demonstrated since those
viruges replicate in different types of cell lines (Perron-Henry,
Herrmann and Blacklow 1988; Witt and Bousquet 1988; Siqueira-
Silva et al. 2009). In thiz study, it was not possible to demon-
strate infectivity of detected viruses, even using three different
cell lines. It is important to emphasise that molecular methods
detected nucleic acid from infectious or non-infectious particles
and that there is a reduction in viral concentration when com-
paring data obtained by qPCR and cell cultures (Girones et al.
2010 Leifels et al. 2016). In a study evaluating the contamination
of fresh produce, Marti and Barardi (2018) did not detect infec-
tious virus particles in lettuces, despite the detection in green
onions. Using the same methodology, HAJV infectivity could be
demonstrated for tap water (Miagostovich et al. 2014).

We found MoV GIIin lower concentration in the environment,
corroborating the findings of previous studies carried out in dif-
ferent environmental matrices in the State (Vieira et al. 2013).
Although MoV GI and GII are associated with food-borme out-
breaks (Bitler et al. 2013, Huang et al. 2013; Torner et al. 2016),
in this smdy, we restricted our research to the GII, mainly due
toits impact on epidemiological data obtained in Fio de Janeiro
State (Victoria et al. 2007, Ferreira et al. 2010; Fiorett et al. 2011).
Previously, Brand3o et al. (2014) have not detected NoV in three
types of lettuce obtained in markets of Rio de Janeiro. In a soudy
conducted in Accra, Ghana, agsesging the use of wastewater in
agriculture, none of the samples from farms and markets were
found positive for norovirus Gl and GII, while 9% (n = 57) of farm
produce and 7% (n = 85) of market produce samples were posi-
tive for adenovirus (Antai-Agyei et al. 2015). In a different study,
MoV could be detected in leafy greens obtained from markets
in Canada, Belgium and France in 2009 and 2010, with values of
JB.E%, 33.3% and 50%, respectively (Baert et al. 2011).

The detection of viruses in environmental samples presents
some challenges, mainly regarding the representativeness of
samples as well as the inhibition of molecular reactions by sub-
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stances present in concentrated samples. In this study, bacte-
riophage PF7 was used as [PC in 25% of the water sarmples with
recowery rate of BE. 7%, revealing little inhibition of the methaod-
ology uwsed, as previously described (Rajal et al. 2007). In previ-
ous research, this bacteriophage was successfully used as IPC
for water and lettuce matrices (Rajal et al. 2007; Furnian et al.
2010; Branddo et al. 2014).

Our regults point out the need to observe food safety in places
where the lack of basic sanitation is remarkable. The impact
of viral contamination in lettuce production should be consid-
ered since this knowledge can be the first step in implementing
measures to provide safer food. Considering the difficulties of
eliminating viral contamination from foeds (Cook, Knight and
Richards 2016), our results reinforce the urgent need to imple-
ment basic sanitation in agricultural areas, avoiding contami-
nation in the first stages of the production chain. In this pro-
duction area, two different sources of water are used. Although
the catchment of spring water in the second area has shown
satisfactory physicochemical and microbislogical qualities, both
sources present viral contamination. The difficulty in establish-
ing the origin of food contamination is well recognised, and viral
contamination is often attributed to food handlers at the end of
the production chain (Gil et al. 2015, Cook, Knight and Richards
2016).
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ANEXOQOS 2 - Dissemination of enteroviruses in the production chain of organic lettuce in Rio
de Janeiro, Brazil.
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3 1 | INTRODUCTION Khetsuriani, Lamonte-Fowlkes, Oberst, & Pallansch, 2006; Starlin
37 et al., 2001; Zhu et al., 2007).
Organic lettuce (Lactuca sativa) has been acknowledged as an im- Originally EV were classified into four groups: poliovirus (PV).
portant transmission source of enteric viruses, since it is traditionally ~ coxsackie A virus (CA), coxsackie B virus (CB). and human orphan
eaten raw or receives minimal processing (Gerba & Choli, 2006). Due cytopathic enteric virus (echovirus), but it was noted that there were
to their resistance to adverse conditions, the low infectiousdose and  significant overlaps in the biological properties of those viruses in

the large number of infectious particles, these viruses have been de-
scribed as important enwir inants (De Giglio et al.,
2017; Grassi et al., 2010). Among those viruses are the human en-
teroviruses (EVs), which are associated with asymptomatic infections
or mild di such as the ¢ cold or minor undifferentiated
febrile ilinesses. Yet under certain conditions, EVs also cause seri-
ous human diseases such as poliomyelitis, meningitis, encephalitis,
myocarditis, and hand, foot, and mouth disease (European Centre for
Disease Prevention and Control (ECDC), 2016: Faustini et al., 2006;

al cont

different groups. Currently, the Enterovirus genus, classified within
the Picornaviridae family, consists of 13 species including Enterovirus
A-J and Rhinovirus A-C, in which the species of Enterovirus A, B, C,
D and Rhinovirus A, B, C, infect humans (http.//www.picornaviri-
dae.com/enterovirus/enterovirus.htm; International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV), 2017).

EV was associated with the first transmission of foed-borne vi-
ruses reported in 1914, when polio outbreaks were associated with
milk consumption (Jubb, 1915). More recently, there are no reports
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of food-borne outbreaks associated with EV (Todd and Greig 2015).
B However, studies have detected EV in several matrices including
sewage, irrigation water, and shellfish, some of them from environ-
mental surveillance studies of polioviruses and nonpolio enterovi-
rus (Cheong et al, 200%; Connell et al. 2012; De Oliveira Pereira
Eet al., 2014; Espinosa, Arias, 5anchez-Coldn, & Mazari-Hiriart, 200%;
Mdiaye, Diop, & Diop, 2014). Elsewhere, some studies have shown
that EV can be transferred onto the surface of vegetables through
spray irrigation water resulting in viral contamination of the vegeta-
bles {Allende & Monaghan, 2015; Cheong et al., 200%; Pachepsky,
Shelton, McLain, Patel, & Mandrell, 2011; Uyttendaele et al., 2015).
This study aims to investigate the envirenmental dissemination
of human Enterovirus species in the production chain of organic let-
tuce in a small farm located in the region of Brejal. municipality of
Petropolis, in the state of Rio de Janeiro, Brazil.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Study site, sampling collection, and viral
concentration methods

‘Water and lettuce samples were obtained at different lettuce pro-
duction stages between August 2010 and August 2011 in an organic
production site located in Brejal region, municipality of Petropolis,
in the mountains of Rio de laneiro. Minety-six samples including
seedling irigation water (W1), catchment spring water (W2}, dam
water [W3), lettuce irrigation water (W), lettuce wash water [WS),
and three lettuce samples as seedlings (L1), lettuces grown (L2), and
washed lettuce [L3), previously concentrated and investigated for
rotavirus, norovirus, and human adenovirus (Werneck et al., 2017)
were processed for EV investigation.

‘Water samples (2 L) were processed for viral concentration using
an adsorption-elution method with a negatively charged membrane
as described previously by Katayama, Shimasakl, and Ohgaki (2002).
For lettuce samples, 25 grams (g] was concentrated using the same
method adapted for small volumes [approximately 120 mi) using a
0.45 prm negative charge membrane with a Stericup™ filter (250 mi)
[Mihon, Millipore, USA) and ultrafiltration was performed with
Centriprep Caoncentrator™ 50 Mihan, Millipore] to give a final volume
of 2 ml {Fumian, Leite, Marin, & Miagostowvich, 2009; Katayama et al.,
20032).

RMA extraction and One-step reverse transcriptase quantitative
polymerase chain reaction (RT-gPCR).

Mucleic acids were extracted using QlAzmp Viral RMA Mini Kits
[Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA), according to the manufacturer's
nstructions.

RT-qPCR for EV was developed and standardized by the Mational
Enterovirus Reference Laboratory. With an aim to improve the de-
tection and guantification of EV by gPCR, primers and probes cor-
responding to the 5'MC region of human EV were designed and
evaluated for species A to D detection [Da Sikva, E.E. - Unpublished
data). For a gPCR standard curve the RMA from poliovirus Sabin 3
[MIBSC code: 01/532) obtained from human RD cell cultures was

extracted and diluted from 107 to 107 To determine the limit of
detection standard RMA was serially diluted in a pool of negative
water concentrates. The concentrates were extracted as described
above and tested in duplicate.

RT-gPCR was performed using AgPal:h—lD- Ome-step RT-PCR Kit
[Applied Biosystemns, California, USAL Mine microliter of RMA ex-
tracted was added to the reaction mix according to manufacturer's
instructions. Assays were placed into an ABI PRISM 7500 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA) on the fol-
lowing conditions: incubation at 50°C for 2 min to activate UMG,
Initial denaturation at ¥5°C for 10 min, and then 40 cycles of 95°C
for 15 s and 56-40°C for 1 min. Amplifications were analyzed in du-
plicated, and positive and negative controls were included in each
run. Wirus concentration results are present as gc L™ and gc 25 g7

for water and lettuce samples, respectively.

2.2 | Virus isolation

According World Health Organization [2004), all positive samples
were inoculated into three different cell lines sensitive to the isola-
tion of the genus Enterovirus: human RD, MRC-5, and HEp 2c. Cells
were supplied by the Center for Disease Control and Prevention
[CDC: Atlanta, USA) to the Fiocruz/RJ Enterovirus Laboratory.
Eriefly, 200 pl of concentrate was inoculated in duplicate into 12 ml
call culture tubes (Malgene™ Thermo Fischer Scientific, USA) con-
taining 1.0 x10% cells/ml. Culture cells were kept at 34°C with dally
observation using an invert microscope for the appearance of cy-
topathic effect. Three serial passages were conducted with a 7-day
interval. Control cultures cells were used to report toxicity, degen-
eration, or contamination. After 21 days, the gPCR was performed
with paired samples {initial concentrates and inoculated cultures).
The same procedure was accomplished for the three cell types used.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

This study investigated the presence of human Enterovirus species
using one-step reverse transcriptase quantitative TaqMan' PCR
[RT-gPCR) from water and lettuce samples obtained from a chain
of organic lettuce. The limit of detection in 100 pl of water of RT-
gPCR assays that were used in this study was found to be 1568 gc
for EV following the FS& 2006 guidelines (Armbruster & Pry, 2008:;
F5A 2004). The RT-gPCR assay detected EV in 12.5% (12/94) of total
samples, 13% [8/50] from water, and 11% (4,/34) from lettuce sam-
ples. EV load ranged from 3.37 « 107 to 4.72 x 10* genomic copies
per liter (gc L™ and from 2.14 = 10* to 5.56 = 10* genome copies
per 25 grams (gc 25 g™} for water and lettuce samples, respectively
[Table 1). Previously, a study carried out with these same samples re-
vealed high contamination with the main gastroenteric viruses [i.e.,
rotavirus, norovirus and, adenovirus) with detection of at least one
of them in all the samples studied and with the rotavirus concentra-
tion reaching 10% gc 25 g™ in samples of lettuce ready for consump-
tion (Werneck et al., 2017). A comparative analysis with the previous
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164 x 10°
w3 1(8.3) 5.14 x 10°
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Lettuce L1 MD MD
L2 2(16.7) 3.28 % 10%
547 = 10%
L3 2(16.7) 214 x10°
554 % 10*

MDD, Mot detected.
Water (ge L)L
"Lettuce (pe 25 ™).

Wl Seedling irrigation water; W2. Catchment of spring water; W3, Dam; W4, Lettuce irrigation
water; W5, Lettuce wash water; L1. Seedlings: L2. Dried lettuce; L3. Washed lettuce.

results shows that the EV were obtained in a higher concentration in
the seedling’s irigation waters (10° gc L) However, in the lattuce
samples, mean values of EV were detected in concentrations similar
to R data, and higher than HAdW {107 gc L™, which was the best
indicator since they were present in at least one sample from each
point of the production chain. The detection of viral concentration
ranging from 10° to 10* Bc 25 g" in adult lettuce suggests that some-
tirmes the level of viral contamination increased at the end of produc-
tion. Howewer, it is not possible to state whether there s a growing
process of contamination for all viruses, mainly due to the hetero-
geneous distribution of them commonly observed in environmental
samples. It was also observed that lettuces washed at the last stage
of production do not represent a benefit for virus remowval, since
the waters used are also contaminated. Enteric wviruses including
EW hawve been used as indicators of sanitation and hygiene practices
at food production sites on dairy and swine farms (Fongaro et al.,
2014; Kokkinos et al., 2012; Lachapelle, Letellier, Fravalo, Brassard,
& U'Homme, 2017, Maunula etal., 2013: Staggemeier et al., 2015;
Yawarmanesh, Alum, & Abbaszadegan, 2015).

In order to demonstrate EV infectivity, all 12 EV-positive sam-
ples by RT-gPCR were processed to attempt virus isolation following
the World Health Organisation (WHO) protocol described previ-
ously {World Health Organization, 2004). Mo EV characteristic cy-
topathic effects were observed after three consecutive passages of
7 days each in cell cultures. After this period, RT-gPCR was carried
out for all different culture cell lines in paired samples (initial con-
centrates and cultures) with no reduction in threshold cycle {Ct) val-
wes, revealing no virus replication. Human rhabdomyosarcoma [RD),
human diploid cells derived from lung (MRC-5) and human epithelial
carcinoma cells (HEp 2c) are susceptible to EV infection and were
used to Improve successful isolation as recommended by WHO. This

protocol is routinely performed by EV laboratories that usually in-
oculate specimens into a minimum of three cell ines [World Health
Organization, 2004, World Health Organization (WHO), 2015}
Although it has not been possible to demonstrate the infectivity of
the EVs detected, the presence of the viral genome is sufficient to
demonstrate the potential risk of infection from the consumption of
those raw products. It was also not possible to demonstrate HADWV
infectivity from those same samples, corroborating the idea previ-
ously mentioned that a long interval for performing assays may have
influenced these results (Wemeck et al., 2017).

In conclusion, our results point out the need of considering and
monitoring enteric viruses, as environmental contaminants, mainky
in food producing areas that do not meet the requirements of ad-
equate sanitation. Wordwide, food security has been a growing
concern for authorities that are stepping up efforts in an attempt to
minimize harm to health (World Health Organization, 2002; Centers
for Disease Control and Prevention [CDC), 2016). In this context,
viruses emerge as a challenge since their contarmination in the ervi-
remment is difficult to eliminate, reinforcing the importance of basic
sanitation in food security [Cook, Knight, & Richards, 2016}
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