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RESUMO 

 

Este estudo, pioneiro na investigação da disseminação de vírus entéricos na cadeia produtiva 

de alfaces orgânicos no Estado do Rio de Janeiro, tem como principal objetivo demonstrar 

estes patógenos como importantes contaminantes ambientais, assim como sua utilização como 

marcadores de contaminação fecal humana. A pesquisa de norovírus (NoV), rotavírus A 

(RVA), adenovírus humano (HAdV) e enterovírus (EV) foi realizada na região do Brejal, 

município de Petrópolis, uma das maiores áreas de produção agrícola do Estado. Nos anos de 

2010 e 2011 foram realizadas doze campanhas de coleta, onde foram obtidas um total de 60 

amostras de água nas diferentes etapas de produção (nascente, irrigação, lavagem) e 36 de 

alfaces, incluindo mudas e alfaces adultas. Para avaliar a qualidade da água, parâmetros 

físico-químicos e indicadores bacteriológicos, como coliformes totais e Escherichia coli 

,também foram quantificados. Para detecção e quantificação viral todas as amostras foram 

concentradas pelo método de adsorção-eluição, com membrana carregada negativamente, com 

volumes iniciais de dois litros (2 L) e 25 gramas (g) de água e alface, respectivamente e 

analisadas pela reação em cadeia da polimerase quantitativa (qPCR), utilizando sistema 

TaqMan
TM

. Vírus foram detectados em 48,4% das amostras de água (29/60) e em 44,5% 

(16/36) de amostras de alface, com concentrações variando de 7,29 x10
1
 a 4,72 x10

6
 cg/L e de 

4,29 x10
1
 a 5,56 x10

4
 cg/25 g, respectivamente. HAdV foram detectados em todos os pontos 

de coleta de água e alface (11,5% - 11/96), embora os RVA tenham sido os mais prevalentes 

com 14,6% (14/96) de detecção, 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 não se tenha demonstrado a infecciosidade dos vírus detectados, níveis de 

concentração na ordem de 10
4 

em alfaces prontas para comercialização, a presença de pelo 

menos dois vírus diferentes em todos os pontos estudados, assim como a detecção em águas 

caracterizadas como adequadas pelos parâmetros bacteriológicos demonstram a importância 

da utilização dos vírus como marcadores de contaminação ambiental em cadeias produtivas 

de hortaliças, afim de assegurar a qualidade destes alimentos. Valores de Escherichia coli 

superiores ao estabelecido pela legislação corroboraram para a má qualidade da água utilizada 

na irrigação das mudas. 

 

Palavras-chave: Água de Irrigação. Alimentos. Vírus 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 TaqMan ™ 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
1
 to 4.72 x10

6
 gc L

-1
 and from 4.29 x 10

1
 to 5.56 x 10

4
 gc 25 g

-1
, 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
4
 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 INTRODUÇÃO 

 

De acordo com o Fundo das Nações Unidas para a Infância (UNICEF), cerca de 2,4 

bilhões de indivíduos carecem de instalações sanitárias adequadas, e quase um bilhão não têm 

acesso à água potável segura (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015a). Neste 

contexto, doenças transmitidas por patógenos presentes na água acometem 250 milhões de 

indivíduos a cada ano, resultando em 10 a 20 milhões de óbitos em todo o mundo (WILKES 

et al, 2009; LIN; GANESH, 2013). Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) a 

mortalidade infantil ocorre principalmente nos países em desenvolvimento por estar associada 

à falta de acesso à água potável, saneamento e higiene, assim como às más condições de 

saúde e nutrição sendo a diarreia a segunda maior causa entre crianças menores de cinco anos 

(LIU et al, 2016;  WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009, 2015a).  

A Meta de Desenvolvimento do Milênio proposta pela Organização das Nações 

Unidas (ONU) previa a redução da mortalidade infantil em dois terços 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 redução de 60,8 óbitos por mil nascidos vivos em 1990 para 

16,4 em 2015 (queda de 73%). No país, esta redução significativa, ocorreu principalmente 

devido à expansão da rede primária de saúde, ao uso generalizado da terapia de reidratação 

oral, a redução da desnutrição infantil e a condições mais favoráveis de saneamento 

associadas ao melhor acesso à água potável (ESCOBAR et al, 2015). 

A presença de microrganismos em ecossistemas aquáticos se deve, principalmente, a 

descarga de esgotos domésticos sem tratamento, com consequente disseminação em matrizes 

utilizadas para consumo, recreação e irrigação de produtos alimentares, sendo o risco de 

transmissão de doenças influenciado pelo nível de contaminação, pela persistência dos 

agentes no ambiente e pela via de exposição (OKOH et al, 2010; PANDEY et al, 2014). 

Bactérias e protozoários em águas superficiais não contaminadas com esgoto humano devem 

ter vida relativamente curta, enquanto que vírus e os helmintos podem permanecer infecciosos 

por períodos mais longos variando de 20 dias a alguns meses no ambiente (STEELE; 

ODUMERU, 2004).  
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Água de irrigação e alimentos 

 

Por mais de 100 anos, a irrigação e a fertilização de culturas alimentares, utilizando 

água contaminada com fezes, têm desempenhado um papel importante na transmissão de 

microrganismos entéricos,  devido a transferência destes microrganismos para a superfície de 

alimentos que, em geral,  são consumidos crus (GERBA; CHOI, 2006; BRITZ; SIGGE, 

2012). Entretanto, a má higiene em todas as etapas da cadeia de produção destes alimentos; a 

falta de controles preventivos nas operações de transformação e preparação e a armazenagem 

inadequada, são fatores que também oferecem risco de contaminação em práticas agrícolas 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008a). 

Com foco na saúde pública e proteção ao consumidor, manuais como Boas Práticas 

Agrícolas (BPA), Boas Práticas de Fabricação (BPF) e Análise de Perigos e Pontos Críticos 

de Controle (HACCP) descrevem procedimentos a serem aplicados, para evitar a 

contaminação de vegetais com patógenos microbianos (CANADIAN FOOD INSPECTION 

AGENCY, 2014). 

Em países desenvolvidos, a produção agrícola tem especial cuidado com a inocuidade 

e qualidade dos alimentos, bem como, a conscientização dos consumidores sobre questões de 

segurança alimentar (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED 

NATIONS, 2017). No entanto, em muitas partes do mundo, a agricultura ainda não atende a 

essas normas e, quando se trata de agricultura orgânica, é necessário maior atenção, 

especialmente em relação aos procedimentos de higiene na área de produção (CHANDER et 

al, 2011).  

A agricultura orgânica, caracterizada pela não utilização de produtos químicos 

(agrotóxicos e pesticidas) na cadeia produtiva, é um sistema de manejo sustentável voltado à 

preservação ambiental, agrobiodiversidade e qualidade de vida humana (AKTAR et al, 2009; 

SEUFERT et al, 2012), no entanto, alguns autores mencionam o alto risco de contaminação 

por vírus, bactérias e fungos (REMBIALKOWSKA, 2007; MATTISON et al, 2010; DE 

QUADROS et al, 2014; MARTI; BARARDI, 2016). O ambiente úmido associado com 

adubos orgânicos, muitas vezes constituídos de fezes provenientes de diversos animais, 

favorece as contaminações, assim como a utilização, pelos produtores de hortaliças, de águas 

de irrigação provenientes de rios, córregos e lagos adjacentes às hortas, bombeadas ou levadas 

por meio de canais de irrigação sem nenhum tratamento prévio (SCHERER et al, 2016). Entre 
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os agentes patogênicos microbianos associados ao consumo de  vegetais crus estão incluídos 

Salmonella spp., Escherichia coli O157: H7, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, 

Clostridium perfringens, Shigella spp. e vírus entéricos (CHEONG et al, 2009; HASSANAIN 

et al, 2013; BRASIL, 2016). 

 

2.2 Doenças transmitidas por alimentos  

 

Doenças transmitidas por alimentos (DTA) são geralmente caracterizadas por 

anorexia, náuseas, vômitos e/ou diarreia, causadas pela ingestão de alimentos ou água 

contaminados contendo bactérias, vírus, parasitas, toxinas, príons, agrotóxicos, produtos 

químicos e metais pesados (BRASIL, 2004).  

As DTA são conhecidas desde épocas muito remotas. Em 2000 A.C., Moisés 

determinou algumas leis sobre os alimentos que se poderiam ingerir e outros que se deveriam 

rejeitar, bem como os métodos de preparação e a importância da limpeza das mãos antes da 

alimentação (BRASIL, 2005a). Desde esta época que os alimentos contaminados eram 

remetidos ao estado de putrefação. Hoje, sabe-se que os alimentos contendo microrganismos 

patogênicos podem ter aspecto, odor e sabor normais (BRASIL, 2005a).  

Relatos da história antiga atribuíam às intoxicações alimentares, produtos químicos ou 

venenosos, às vezes incorporados deliberadamente. Somente no século XIX, quando Louis 

Pasteur estabeleceu uma base científica para a relação direta entre deterioração de alimentos e 

atividade microbiana, os  microrganismos responsáveis pelas DTA foram reconhecidos. 

Desde então, o número de agentes microbianos envolvidos em DTA aumentou de forma 

constante (National Research Council, 1985), assim como a ocorrência de casos.   

Na tentativa de minimizar danos à saúde, autoridades do mundo inteiro vêm 

intensificando esforços para melhorar a segurança dos alimentos (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2002; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 

2015). Diversas medidas vêm sendo estimuladas por recomendações e acordos internacionais, 

dos quais se destacam os subscritos pelo Brasil na VII Reunião Interamericana de Saúde 

Ambiental de Nível Ministerial (RIMSA) e na XXXV Reunião do Conselho Diretor da 

Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS).  

De acordo com dados do Centro para Controle e Prevenção de Doenças (CDC) dos 

Estados Unidos da América (EUA) cerca de 48 milhões de cidadãos (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 são hospitalizadas e 3.000 morrem a cada ano (FOOD AND DRUG 

ADMINISTRATION, 2015). O custo econômico anual estimado das DTA, considerando 

tratamento hospitalar, redução da produtividade, e despesas médicas, está na faixa de 10 a 83 

bilhões de dólares americanos de acordo com o Departamento de Agricultura dos EUA 

(STOECKEL, 2009; NYACHUBA, 2010; MCLINDEN et al, 2014).   

No Brasil, medidas sanitárias para a prevenção e controle das DTA apoiam-se em 

legislações específicas do Ministério da Saúde (MS), da Agência Nacional da Vigilância 

Sanitária (ANVISA) e do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), que 

podem ser complementadas com os códigos sanitários de níveis estadual e municipal, no que 

concerne à vigilância sanitária do ambiente, produção de bens e prestação de serviços de 

interesse da saúde pública (SINAN, 2014; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016). 

O Sistema Nacional de Vigilância Epidemiológica (VE) das DTA, presente no Brasil 

desde 1999, tem por objetivo reduzir a incidência das DTA e subsidiar as medidas de 

prevenção e controle contribuindo para melhoria da qualidade de vida da população. Até 

2010, pouco se conhecia da real magnitude do problema, pois os casos e surtos de DTA não 

eram notificados (BRASIL, 2010). Atualmente, a VE-DTA é responsável por receber as 

notificações, principalmente dos profissionais da área da saúde. No período de 2007-2016, 

foram notificados 6.632 surtos de DTA ao Ministério da Saúde (MS), com 118.104 doentes e 

109 óbitos. O sudeste foi a região que notificou maior número de surtos (43,8%), seguida das 

regiões sul (24,8%) e nordeste (19,5%) (Figura 1) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016). 

Entretanto, chama a atenção o grande percentual de surtos (70,3%) sem definição do agente 

etiológico e o pequeno percentual de surtos associados a vírus (Figura 2), sendo os alimentos, 

incluindo a água, importantes fontes de transmissão viral em humanos (KOOPMANS et al, 

2002; KOOPMANS; DUIZER, 2004). Os vírus são contaminantes que não alteram as 

características sensoriais dos produtos (RODRIGUES et al, 2004; DA SILVA; LAVINAS, 

2010), sendo responsáveis por   surtos associados a uma grande variedade de alimentos que 

são relatados em todo o mundo, a cada ano (VERHOEF et al, 2008, 2011; KOOPMANS, 

2012).  
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Figura 1 - Notificações de surtos de doenças transmitidas por alimentos (DTA) no Brasil no 

período de 2007-2016 

 
Fonte: (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016). 

 

Figura 2 - Percentual de surtos de origem alimentar identificados no Brasil no período de 

2007-2016 de acordo com o agente etiológico envolvido 

 
Fonte: (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016). 

 

2.3 Vírus transmitidos por água e alimentos 

 

Uma grande variedade de vírus entéricos humanos pode causar doenças 

gastrointestinais, hepáticas e do sistema nervoso central (DE MORAES et al, 2007) (Tabela1).  
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Tabela 1 - Vírus entéricos humanos de transmissão hídrica e alimentar 

Gênero (genoma) Nome Doença associada 

Enterovírus (ssRNA) Poliovírus Paralisia, meningite, febre 

 

Coxsackie A, B 

vírus 

Meningite, febre, doença respiratória, doença da 

mão-pé-boca, miocardite, anomalias cardíacas, 

diabetes 

 
Echovírus 

Meningite, febre, doença respiratória, 

gastroenterite 

Hepatovírus (ssRNA) Hepatite A vírus Hepatite 

Reovírus (segmentado 

dsRNA) 
Reovírus humano Desconhecido 

Rotavírus (segmentado 

dsRNA) 

Rotavírus 

humano 
Gastroenterite 

Norovírus (ssRNA) Norovírus Gastroenterite 

Sapovírus (ssRNA) Sapovírus Gastroenterite 

Hepevírus (ssRNA) Hepatite E vírus Hepatite 

Mamastrovírus (ssRNA) 
Astrovírus 

humano 
Gastroenterite 

Coronavírus (ssRNA) 
Coronavírus 

humano 
Gastroenterite, doença respiratória, SARS 

Orthomyxovírus 

(segmentado ssRNA) 
Influenza vírus Influenza, doença respiratória 

Parvovírus (ssDNA) Parvovírus  Gastroenterite 

Mastadenovírus (dsDNA) 
Adenovírus 

Humano 
Gastroenterite, doença respiratória, conjuntivite 

Poliomavírus (dsDNA) Poliomavírus 
Leucoencefalopatia progressiva multifocal, doença 

de trato urinário 

Circovírus (ssDNA) 
TT (Torque Teno) 

vírus 
Hepatite, desconhecido 

Fonte: (BOSCH et al, 2008). 

 

Os vírus entéricos representam todos os vírus que infectam o trato digestivo, que são 

excretados nas fezes e transmitidos pela via fecal-oral (BOSCH et al, 2008). São vírus de 

simetria icosaédrica, não envelopados, patogênicos e resistentes às condições desfavoráveis 

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

importantes contaminantes ambientais, sendo identificados em diversas matrizes aquáticas, 

incluindo águas superficiais utilizadas para irrigação (METCALF et al, 1995; 
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GELDERBLOM, 1996; KOOPMANS et al, 2002; FONG; LIPP, 2005; DE GIGLIO et al, 

2017).  

 

Figura 3 - Rotas de transmissão de vírus entéricos 

 
Fonte: (Modificado de Metcalf et al, 1995). 

 

Os vírus mais frequentemente envolvidos em infecções originadas por alimentos 

contaminados são os norovirus (NoV) e os vírus da hepatite A (HAV) que resultam em surtos 

maiores e prolongados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008a, b). As estimativas da 

proporção de doenças virais atribuídas aos alimentos estão na faixa de cerca de 5% para HAV 

a 12 - 47% para NoV. Isso se traduz em números estimados de casos de DTA virais em países 

desenvolvidos, variando de aproximadamente de 13.000 a 30.000 por milhão de pessoas. 

Nestes dados não estão compilados os países 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 doenças, sendo difícil estimar o 

verdadeiro ônus. O desafio das DTA depende de uma combinação de diagnóstico laboratorial, 

investigação epidemiológica, tipagem de patógenos e investigações de rastreamento de 
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alimentos. Todas essas atividades precisam ser alinhadas para a detecção, e os desafios 

específicos diferem para os diferentes vírus. A epidemiologia desses vírus é destacada pela 

circulação global de patógenos, com poucas evidências de diferenças geográficas 

(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 detecção 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, 

GII e GI, foram identificados em matrizes de alimentos distintas (queijo azul, molho indiano, 

manteiga, sopa e molho branco), sugerindo que não era uma fonte comum de contaminação 

por NoV. Muitos surtos resultam da contaminação por NoV presentes nas fezes, durante a 

preparação ou pelas mãos dos manipuladores de alimentos. Isso geralmente resulta em 

contaminação 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 GII.Pe (ORF 1), revelando 98,0-98,8% de identidade entre elas e compartilhando 

filogeneticamente distintos grupos (MORILLO et al, 2017). 

Apesar da importância dos NoV e HAV em surtos alimentares, vários estudos têm 

demonstrado a contaminação por outros vírus em alimentos, como os pesquisados neste 

trabalho, embora a informação sistemática sobre o papel dos alimentos na transmissão desses 

vírus seja limitada (SHUKLA et al, 2018). Os NoV, RVA, HAdV e EV serão objeto deste 

estudo. 

 

2.3.1 Norovírus 

  

Os norovírus (NoV) pertencem à família Caliciviridae, gênero Norovírus. Possuem 

genoma composto de um RNA fita simples (RNAfs) com polaridade positiva de 

aproximadamente 7.700 nucleotídeos (nt). Medem entre 27 e 30 nm de diâmetro e apresentam 

32 depressões em forma de taça na sua superfície (PATEL et al, 2009). O genoma é 

organizado em três fases abertas de leitura (ORFs), região não traduzida (UTR) nas 

extremidades 5´ e 3´ e  cauda poli(A) na extremidade 3'. A ORF1 codifica uma poliproteína 

que, após a clivagem proteolítica, dá origem às proteínas não 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 proteínas estruturais do capsídeo denominadas de VP1 (proteína 

principal) e VP2, respectivamente. Na extremidade 5´ do RNA genômico e subgenômico se 

encontra a proteína VPg unida covalentemente (HARDY, 2005) (Figura 4). 

Os NoV podem ser classificados em sete diferentes genogrupos (GI a GVII), dos quais 

GI, GII e GIV são detectados em humanos (ZHENG et al, 2006; VINJÉ, 2015).  O GII.4 têm 

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 correlação entre o aparecimento de 

variantes (GII.4) e o aumento do número 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 GII.4 foram responsáveis por 62% a 80% dos surtos 

provocados por vírus entéricos, em nível mundial (EDEN et al, 2013). Novas cepas de 

norovírus GII.4 emergem a cada dois a quatro anos.  Mais recentemente, durante o inverno de 

2014-2015, uma nova variante do norovírus, o genótipo 17, conhecida como Kawasaki 308-

like 2014 (GII.17 Kawasaki), surgiu e se tornou o genótipo predominante em Hong Kong e na 

China (CHAN et al, 2015, 2017). Esta variante também foi detectada esporadicamente fora da 

Ásia em países como Itália, Romênia e Estados Unidos (MEDICI et al, 2015; DINU et al, 

2016; PARRA; GREEN, 2015).  

 

Figura 4 - Partícula de norovírus – 27 a 30 nm de diâmetro 

 

 

 

 

 

 

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

   

2.3.2 Rotavírus (RV) 

 

Descritos pela primeira vez em 1973, em Melbourne, Austrália, os RV pertencem à 

família Reoviridae, gênero Rotavírus (BISHOP et al, 1973; INTERNATIONAL 

COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2017). Medem aproximadamente 100 nm 
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de diâmetro e são compostos por 11 segmentos de RNA fita dupla (RNAfd). Os segmentos 

genômicos variam em tamanho de 667 a 3.302 pares de bases (pb) e o genoma total contém 

18.522 pb. O vírion possui três camadas proteicas: capsídeo externo, capsídeo interno e core, 

onde se situa o RNAfd (ESTES; KAPIKIAN, 2007; ESTES; GREENBERG, 2013) (Figura 

5).  

Os RV são classificados em sete grupos de A-G. Os do grupo A (RVA), são os mais 

importantes epidemiologicamente e os casos de gastroenterite resultam em até 500.000 óbitos 

anualmente, principalmente em países em desenvolvimento (PARASHAR et al, 2009; CHEN 

et al, 2012; GLASS et al, 2012). A faixa etária de até 24 meses é a mais vulnerável e 

associada aos episódios diarreicos graves (DESSELBERGER; GRAY, 2011; TATE et al, 

2016). Em 2008, o vírus foi associado com a morte de 453.000 crianças com menos de 5 anos 

de idade em todo o mundo, com a maioria dos casos relatados na África e Ásia 

(DULGHEROFF et al, 2016).  

O genoma viral codifica seis proteínas estruturais (VP1-VP4, VP6 e VP7) e seis 

proteínas não estruturais (NSP1-NSP6). As proteínas de capsídeo externas, VP7 e VP4 estão 

envolvidas na replicação viral em células hospedeiras, e cada uma pode independentemente 

induzir a produção de anticorpos neutralizantes. O capsídeo interno é formado pela proteína 

VP6, que é a mais abundante e corresponde a 51% da porção proteica da partícula viral 

(ESTES; KAPIKIAN, 2007; ESTES; GREENBERG, 2013). Os sorotipos definidos por VP7 e 

VP4, assim como seus genes codificadores, são utilizados para classificar os rotavírus em 

genótipos e ou sorotipos G e P, respectivamente. Como VP7 é uma glicoproteína, a 

especificidade por ela conferida é denominada sorotipo G e, de maneira análoga, o fato de 

VP4 ser uma proteína sensível a uma protease faz com que a especificidade por ela 

determinada seja denominada sorotipo P. Sorotipos ou genótipos G e P são designados por 

algarismos arábicos. A denominação de sorotipo/genótipo obedece, portanto, a um sistema 

binário do tipo GxP[y], podendo haver diversas combinações entre as especificidades G e P. 

Um sistema de classificação padrão para RV está sendo proposto. À medida que mais 

genomas de RV humanos e animais sejam completamente sequenciados, novos genótipos 

para cada um dos onze segmentos de genes podem ser identificados como: Grupo RV / 

espécie de origem / país de identificação / nome comum / ano de identificação / tipo G e P 

(MATTHIJNSSENS et al, 2008, 2011).  

Os RVA pertencentes aos genótipos G1, G2, G3, G4, G9 e G12, combinados com os 

genótipos P [4] ou P [8], são mais prevalentes entre as cepas que causam a infecção em 

humanos (DULGHEROFF et al, 2016).  
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Até 2014, mais de 70 países já tinham introduzido a vacina contra o RV em seus 

programas de imunização de rotina para crianças (TATE et al, 2016). 

Uma análise do impacto das vacinas contra RV em países elegíveis pela Aliança 

Global para Vacinas e Imunização (GAVI), considerou que a vacinação evitaria 2,46 milhões 

de mortes entre crianças entre 2011 e 2030, com reduções anuais de 180.000 mortes entre 

crianças na cobertura máxima da vacina (BUSTREO et al, 2015). 

Em março 2006, por recomendação da OMS, o Ministério da Saúde (MS) do Brasil 

incluiu a vacina atenuada de rotavírus G1P[8] (Rotarix
TM

, GlaxoSmithKline, Rixensart, 

Bélgica) no calendário oficial de vacinações do MS, pelo Programa Nacional de Imunizações 

(PNI) (CARVALHO-COSTA et al, 2011). No Brasil, em 2016, foram aplicadas 2.709.804 

doses de vacina contra rotavírus com cobertura vacinal de 91,0% (primeira dose) e 95,3% 

(segunda dose) em crianças até quatro meses de idade (BRASIL, 2017). Brasil, México e 

Panamá, documentaram reduções substanciais de 22% a 50% na mortalidade por diarreia em 

crianças com idade <5 anos, após a introdução da vacina (TATE et al, 2016).  

 

Figura 5 - Partícula de rotavírus - aproximadamente 100nm de diâmetro, capsídeo externo 

(VP7 e VP4), capsídeo interno (VP6) e core (VP1 a VP3). 

 

Fonte: (ESTES et al, 2001). 

 

2.3.3 Adenovírus humanos  

 

Os adenovírus humanos (HAdV) pertencem à família Adenoviridae, gênero 

Mastadenovirus. Atualmente são descritos 57 sorotipos de HAdV (HAdV1-57), subdivididos 

em 7 espécies (A – G) de acordo com suas propriedades físico-químicas, imunológicas e 

bioquímicas. Adenovirus F, sorotipos 40 e 41 e adenovírus G, sorotipo 52 causam 

gastroenterite aguda, principalmente em crianças (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 

vírus possuem aproximadamente 70-100nm de diâmetro e seu capsídeo é composto por 252 

capsômeros: 240 hexons e 12 pentons – e estruturas chamadas fibras que se projetam de cada 

penton para o exterior (BERK, 2007). Os hexons são formados por proteínas que participam 

da montagem e conferem estabilidade à partícula viral (Figura 6). As proteínas do penton têm 

a função de penetração celular e as fibras são as responsáveis pela ligação das partículas virais 

ao receptor celular. O core viral é formado por pelo menos oito proteínas, tendo a função de 

manter a integridade do genoma e participar de atividades enzimáticas (BERK, 2007). 

A importância dos HAdV, seu desempenho na epidemiologia, assim como, o risco da 

presença destes patógenos na água são reconhecidos em todo o mundo. Sua investigação tem 

sido relevante na avaliação da qualidade da água por apresentarem maior estabilidade em 

vários tipos de ambientes (água de esgoto, de mar e de abastecimento), do que outros vírus 

entéricos (GERBA et al, 2002; VIEIRA et al, 2012). 

Os HAdV são, atualmente, os vírus DNA mais bem caracterizados (HARAMOTO et 

al, 2010). Diversos estudos realizados em diferentes regiões do mundo têm utilizado técnicas 

moleculares para detecção do genoma dos HAdV, em amostras ambientais incluindo: água de 

piscina, águas superficiais, águas residuárias, águas 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 - Partículas do Adenovírus – aproximadamente de 70 a 100 nm de diâmetro.                 

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

 

Os enterovírus (EV) estão associados a várias patologias em humanos e animais 

mamíferos. Com base em sua patogênese, os EV foram originalmente classificados em quatro 

grupos: o poliovírus (PV), o vírus coxsackie A (CA), o vírus coxsackie B (CB) e o vírus 

entérico citopático órfão humano (echovírus), mas posteriormente foram observadas 

sobreposições significativas nas propriedades biológicas dos vírus nos diferentes grupos. 

Atualmente, o gênero Enterovírus, classificado na família Picornaviridae, é composto por 15 

espécies, incluindo Enterovirus A-J e Rhinovirus A-C, das quais, Enterovirus A, B, C, D e 

Rhinovirus A, B, C infectam seres humanos (Disponível em: 

http://www.picornaviridae.com/enterovirus/enterovirus.htm. Acessado em 24 mar. 2018; 

INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES,  2017). 

 São vírus RNA de fita simples (RNAfs) e possuem de 25 a 30 nm de diâmetro (Figura 

7). O vírion consiste de capsídeo com subunidades, constituídas, cada uma, de quatro 

proteínas (VP1–VP4) (CIFUENTE et al, 2013).  

 

Figura 7 - Partícula de enterovírus – aproximadamente de 25 a 30 nm de diâmetro. 

 
Fonte: (CIFUENTE et al, 2013). 

 

 Os EV infectam milhões de pessoas em todo o mundo a cada ano, e muitas vezes são 

encontrados nas secreções respiratórias e fezes de uma pessoa infectada. A infecção pode 

resultar em uma grande variedade de sintomas que vão desde uma doença leve respiratória, 

doença da mão, pé e boca, conjuntivite hemorrágica aguda, meningite asséptica, miocardite e 

paralisia flácida aguda (poliomielite). A poliomielite pode ser causada pelos três sorotipos de 

poliovírus (PVs) (PV1, PV2 e PV3) (Disponível em: http://virology-

online.com/viruses/Enteroviruses.htm. Acessado em 18 jul 2017; PALLANSCH et al, 2013). 

http://virology-online.com/viruses/Enteroviruses.htm
http://virology-online.com/viruses/Enteroviruses.htm
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A poliomielite é uma doença em processo de erradicação e globalmente têm sido 

empreendidos esforços para alcançar a meta de um mundo livre da doença (GLOBAL POLIO 

ERADICATION INICIATIVE, 2016).  

O Plano Estratégico de Iniciativa Global de Erradicação da Poliomielite (GPEI) e o 

Plano Estratégico Endgame (Plano Endgame) visam que a poliomielite seja a segunda doença 

humana a ser erradicada do mundo. Na época da fundação do GPEI em 1988, a poliomielite 

era endêmica em mais de 125 países e acometiam 350 mil crianças a cada ano. Desde então, o 

GPEI supervisionou uma redução de 99% em casos anuais de poliomielite, com apenas 22 

casos de poliovírus selvagem (WPV) relatados em 2017, em apenas dois países (Paquistão e 

Afeganistão) (www.polioeradication.org; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). 

Na Síria, 15 novos casos de circulação de poliovírus derivado da vacina tipo 2 

(cPVDV2) foram relatados na segunda quinzena de junho de 2017, elevando o número total 

de casos cPVDV2 no país para 17. Todos os casos tiveram início da paralisia entre 3 de março 

e 23 de maio (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). 

No Brasil, o bem-sucedido Programa Nacional de Imunizações (PNI), em 1973, criou 

condições para uma drástica redução da morbimortalidade por doenças passíveis de prevenção 

por vacinação, destacando-se a eliminação da poliomielite em 1989 (BRASIL, 2013; 

WALDMAN; SATO, 2016). 

Devido a ampla circulação do vírus vacinal na comunidade e a eliminação da 

poliomielite selvagem em mais de 99% dos países do mundo (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2015c), há uma grande preocupação com o controle e monitoramento do 

meio ambiente. 

A vigilância ambiental dos poliovírus tem sido utilizada como uma ferramenta 

suplementar no monitoramento da circulação de PVs selvagens e / ou de poliovírus derivados 

da vacina (PVDV), em amostras ambientais supostamente contaminadas por fezes humanas, 

mesmo na ausência de casos relatados de paralisia flácida aguda (AFP) (HOVI, 2006; HOVI 

et al, 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003, 2016).  

Embora o Brasil tenha mantido altas taxas de cobertura da VOP (>95%) (BRASIL, 

2013), a não ocorrência de poliomielite causada por poliovírus selvagens não é suficiente para 

rejeitar o risco de reintrodução de poliovírus de regiões endêmicas. Portanto, a vigilância 

ambiental dos PVs é essencial para detectar e monitorar a circulação de PVs selvagens e / ou 

PVDVs, mesmo na ausência de casos notificados de AFP (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2003, 2016). 

 



31 

 

2.4 Indicadores de contaminação de águas e alimentos e legislação   

 

A segurança alimentar é reconhecida como uma função essencial de saúde pública pelos 

estados membros da OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015b). 

A Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO) é uma 

agência internacional, especializada no Sistema ONU, que trabalha no combate à fome e à 

pobreza por meio da melhoria da segurança alimentar e do desenvolvimento agrícola. Desde a 

sua fundação, 16 de outubro de 1945, a FAO tem dado atenção especial ao desenvolvimento 

das áreas rurais, onde vivem 70% das populações de baixa renda. Entre diversas ações no 

Brasil, a FAO apoia o Programa Nacional de Fortalecimento da Agricultura Familiar – 

PRONAF, em parceria com o Ministério do Desenvolvimento Agrário (MDA) (FOOD AND 

AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2016a. Disponível em: 

https://nacoesunidas.org/agencia/fao/. Acessado em 11 maio 2018). 

O Programa Conjunto de Padrões Alimentares da FAO/OMS, estabelecido em 1963, 

tem a Comissão do Codex Alimentarius como seu principal órgão. Essa comissão é 

responsável pelo estabelecimento de normas, diretrizes e códigos de práticas internacionais 

sobre alimentos, que devem ser usados como referência para a qualidade e segurança dos 

alimentos, assegurando um comércio justo entre os países (FOOD AND AGRICULTURE 

ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2016b). 

A legislação mundial para o controle microbiológico em alimentos é estabelecida pelo  

Codex Alimentarius que trata de  padrões e regulamentos diferenciados para cada alimento, 

principalmente em relação ao nível de contaminação microbiológica permitido (FOOD AND 

AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS/WORLD HEALTH 

ORGANIZATION,  2017).  

O Brasil, como membro da Comissão do Codex Alimentarius, implementou 

regulamentações federais e regionais que incluem programas de Boas Práticas de Fabricação 

(GMP), procedimentos operacionais padrão (SOP) e sistema de gestão de segurança alimentar 

dos pontos críticos de controle de análise de perigos (HACCP do inglês Hazard Analysis 

Critical Control Points) para atender às diretrizes do Códex e diretrizes da OMS (BAS et al, 

2006; SANTANA et al, 2009; TONDO et al, 2015; CAMINO FELTES et al, 2017). As 

regulamentações no país também estão 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 política e estratégica 

(BRASIL, 2014). 
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Figura 8 - Principais diretrizes aplicadas no Brasil para o estabelecimento de regulamentação 

de alimentos destinados ao mercado interno e / ou internacional 

 

 

                                            
 Fonte: (CAMINO FELTES et al, 2017). 

 

No Brasil, existe um sistema estabelecido de controle e regulamentação de segurança 

alimentar, que ocorre em nível federal e que pode ocorrer também em nível estadual e 

municipal. Os órgãos federais responsáveis pelo controle da qualidade e segurança alimentar 

no Brasil incluem o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) e o 

Ministério da Saúde, por meio da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 

(CAMINO FELTES et al, 2017).    

Segundo a ONU, o Brasil pode se tornar o principal exportador de alimentos do 

mundo na próxima década, com destaque  para o papel fundamental da agricultura familiar na 

produção de alimentos no país (Disponível 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 legislação similar a outros 

países que determinam padrões de qualidade da água para consumo e produção de alimentos, 

assim como dos alimentos prontos para consumo (por exemplo hortaliças), baseados em 

parâmetros físico-químicos e microbiológicos  (BRASIL, 2001; FOOD AND 

AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS/WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2017).  

No Brasil, a qualidade sanitária da água de irrigação é determinada pela concentração 

de indicadores microbiológicos clássicos como coliformes fecais (Escherichia coli e 

enterococos) utilizados para avaliar o nível de contaminação fecal (BRASIL, 2005b; FOX et 

Codex Alimentarius Normas Mercosul  
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al, 2012). Em 2005, a resolução do Ministério da Saúde, CONAMA nº 357, classifica os 

corpos d’água e as diretrizes ambientais e estabelece as medidas básicas de prevenção de 

doenças. O art. 4, classe 1d, classifica as águas doces destinadas à irrigação de hortaliças que 

são consumidas cruas e de frutas, que se desenvolvam rentes ao solo e que sejam ingeridas 

cruas. Esta legislação institui que não deverá ser excedido um limite de 200 coliformes 

termotolerantes por 100 mililitros em 80% ou mais, de pelo menos seis amostras, coletadas 

durante o período de um ano, com frequência bimestral. A contagem de E. coli poderá ser 

determinada em substituição ao parâmetro de coliformes termotolerantes, de acordo com 

limites estabelecidos pelo órgão ambiental competente (BRASIL, 2005b). 

As diferenças entre diretrizes de diversos países refletem a incerteza sobre o risco real 

de transmissão de doenças pela água. A água agrícola tem sido definida como um importante 

fator de risco na contaminação de cultivos folhosos comidos crus como saladas (ALLENDE; 

MONAGHAN, 2015).   Dados sobre o risco de ocorrência de patógenos em águas de 

irrigação estão estabelecidos em diversas normas (EUROPEAN COMMISSION, 2004; 

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1989, 2006; FOOD AND AGRICULTURE 

ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS/ WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2017), não havendo uma legislação global (ALLENDE; MONAGHAN, 2015). As diretrizes 

da Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (EPA) para as águas superficiais 

recomendam menos de 1.000 coliformes fecais por 100 mL, incluindo água fluvial e para 

irrigação de hortaliças (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1986; TAMARU et 

al, 2012). 

Atualmente, as legislações vigentes no mundo não incluem detecção viral tanto para 

água como para alimentos, apesar da variedade de pesquisas e discussões 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 têm demonstrado que não existe correlação entre os 

indicadores bacterianos utilizados e os vírus entéricos, uma vez que estes últimos podem estar 

presentes quando os padrões bacterianos se encontram em níveis aceitáveis (TREE et al, 

2003; VIEIRA et al, 2012; LIN; GANESH, 2013; MIAGOSTOVICH et al, 2014; DE 

GIGLIO et al, 2017). Alguns grupos de pesquisadores propõem bacteriófagos como 

indicadores de contaminação viral (LOVE; SOBSEY, 2007; HODGSON et al, 2017). 

Enquanto outros  sugerem que HAdV seja eleito como indicador de contaminação viral por 

ser muito estável, abundante, resistente a tratamentos de água 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 detecção direta de vírus em alimentos sempre representou um desafio, uma vez que, 

em geral, estão presentes  em água e alimentos em  baixas concentrações, e necessitam uma 

concentração/eluição prévia. A extração viral da matriz e a remoção de substâncias tóxicas 

e/ou inibidoras são uma etapa crítica, principalmente porque estão associadas a metodologias 

de detecção molecular destes vírus. Deste modo,  o desenvolvimento de metodologias mais 

sensíveis para detecção viral direta destas matrizes, a crescente exigência de controles 

microbiológicos e a utilização de indicadores microbiológicos foram responsáveis por 

avanços nesta área.  

 

2.4.1  Metodologia para recuperação viral a partir de água e alimentos 

 

A associação de metodologias de concentração viral com técnicas moleculares de 

detecção representou, nos anos 80, um avanço nos estudos de virologia ambiental, 

principalmente na detecção de vírus fastidiosos como RVA e aqueles que até o momento não 

dispõem de cultivo celular para replicação viral, como os NoV (SIDHU; TOZE, 2009). 

A estratégia para detecção de vírus entéricos em amostras de água e alimentos consiste 

em três etapas principais: concentração dos vírus, extração viral e detecção molecular 

(METCALF et al, 1995; FONG; LIPP, 2005; BUTOT et al, 2007; HENNECHART-

COLLETTE et al, 2017). Durante a concentração viral e purificação dos ácidos nucleicos, 

moléculas tais como, polissacarídeos, proteínas e ácidos graxos são removidos para evitar que 

haja inibição na extração de RNA ou DNA e na detecção molecular dos vírus 

(HENNECHART-COLLETTE et al, 2017). A concentração dos vírus é uma etapa crítica, 

pois resulta na concentração também de diferentes substâncias presentes na água e alimentos. 

As técnicas de concentração podem estar baseadas no tamanho da partícula viral e na massa 

molecular dos vírus, o que possibilita concentrá-los por métodos de ultrafiltração ou 

ultracentrifugação, respectivamente (FONG; LIPP, 2005). Outras metodologias baseadas nas 

propriedades físico-químicas da partícula viral que conferem a capacidade de adsorção em 

matrizes carregadas positiva ou negativamente (membranas, lã e fibra de vidro) com posterior 

eluição, têm sido descritas (KATAYAMA et al, 2002; HARAMOTO et al, 2007; GIRONES 

et al, 2010; HAMZA et al, 2011; RODRIGUEZ-LAZARO et al, 2012; LEIFELS et al, 2016).  

A utilização de um controle interno de processo (CIP), baseado na inoculação de 

bacteriófago, anteriormente à etapa de concentração viral, vem sendo considerada uma 
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importante ferramenta para excluir reações falso-negativas (RAJAL et al, 2007), assim como 

o norovírus murino (HENNECHART-COLLETTE et al, 2014).    

Embora não permita diferenciar entre partículas infecciosas e não infecciosas, a 

detecção do genoma viral é considerada por muitos investigadores uma boa técnica para 

monitoramento, principalmente por permitir a detecção de vírus fastidiosos ou daqueles que 

não se propagam em cultura celular (GIRONES et al, 2010). A técnica molecular mais 

utilizada atualmente é a reação em cadeia pela polimerase (PCR), que quando comparada ao 

isolamento viral em cultura de células, apresenta diversas vantagens tais como: a) redução no 

tempo e facilidade de execução; b) sensibilidade; e c) baixo custo (ABBASZADEGAN, 2001; 

CARDUCCI et al, 2003). Além disso, a baixa estabilidade do ácido ribonucleico (RNA) livre 

no ambiente, sugere que este método detecte partículas virais intactas e não o genoma viral 

livre da partícula (CARDUCCI et al, 2003). Uma variante da PCR, a técnica quantitativa 

(qPCR), apresenta todas as características citadas anteriormente, com a vantagem de possuir 

maior sensibilidade e gerar resultados quantitativos que possibilitam a realização de estudos 

de avaliação de risco microbiológico (LEIFELS et al, 2016). 

As metodologias vigentes para avaliação de vírus em alimentos estão descritas em 

vários organismos internacionais, como o Comitê Europeu para a Normalização (CEN), 

Autoridade Europeia de Segurança Alimentar (EFSA) e a Organização Internacional para 

Padronização e especificações técnicas, do inglês International Organization for 

Standardization/ Technical Specification (ISO/TS). Estas normas abordam e definem 

princípios e/ou padrões para a amostragem de alimentos e água. O método quantitativo para 

detecção de NoV em alimentos como frutas macias, vegetais folhosos, água engarrafada ou 

superfícies alimentares, utilizando RT-qPCR, está descrito na ISO/TS 15216-1:2017 e a 

metodologia qualitativa para detecção de NoV nestas matrizes, está descrita na ISO/TS 

15216-2:2013 (em revisão). 
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3 RELEVÂNCIA  

 

Segurança Alimentar e Nutricional consiste na realização 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 práticas alimentares promotoras da 

saúde, que respeitem a diversidade cultural e que sejam ambiental, cultural, econômica e 

socialmente sustentáveis (CHMIELEWSKA; SOUZA, 2011; MALUF et al, 2015). Deste 

modo se traduz em um conjunto de normas de produção, transporte e armazenamento de 

alimentos que resultam na produção de alimentos livres de perigos biológicos, químicos ou 

físicos e portanto, adequados ao consumo. Neste sentido, organizações internacionais 

normatizam regras que atendam as necessidades comerciais e sanitárias, o que em alguns 

casos, podem gerar adoção de barreiras sanitárias a  produtos alimentícios importados e/ou  

matérias-primas agropecuárias (NEWELL et al, 2010). Os microrganismos, tais como 

bactérias e fungos representam importantes causas de contaminação de alimentos, sendo 

causadores de toxi-infecções alimentares, embora, atualmente, os vírus têm tido maior 

destaque, principalmente devido a extensão dos surtos e o desenvolvimento de metodologias 

de recuperação viral em alimentos e mesmo detecção molecular (HAVELAAR et al, 2015). 

De acordo com a OMS, os vegetais verdes folhosos são prioritários em termos de 

segurança de produtos frescos, que por serem consumidos crus apresentam associação aos 

surtos de DTA (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008a, b). A utilização de águas de 

irrigação proveniente de matrizes contaminadas podem resultar na contaminação destes 

alimentos (SCHERER et al, 2016). Outro aspecto a ser considerado, principalmente, na 

agricultura orgânica é a utilização de adubos orgânicos, muitas vezes constituídos de fezes 

provenientes de diversos animais, podendo apresentar maior risco de contaminação por estes 

microrganismos (REMBIALKOWSKA, 2007; MATTISON et al, 2010; DE QUADROS et al, 

2014; MARTI; BARARDI, 2016).  

A investigação de vírus em alimentos tem sido negligenciada, em comparação com as 

bactérias (DE GIGLIO et al, 2017), embora seja crescente o número de estudos que 

demonstram os vírus como importantes contaminates de vegetais folhosos, seja pela detecção 

de amostras obtidas comercialmente ou associados a surtos (KOOPMANS et al, 2002; 

KOOPMANS, 2012; BRANDÃO et al, 2014; MARTI; BARADI, 2016). Outros estudos 

visando determinar a qualidade bacteriológica das águas subterrâneas utilizadas para irrigação 

demonstram também a ocorrência de vírus entéricos (NoV, EV, RVA e HAV) nestas águas e 

o potencial risco de contaminação ou sua utilização como indicadores de contaminação 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 otimização de métodos para recuperação de vírus 

nestas matrizes e a pesquisa destes vírus em alimentos (alfaces, morangos, tomates e queijos) 

adquiridos comercialmente, em mercados da cidade do Rio de Janeiro, em particular NoV 

(FUMIAN et al, 2009; CORRÊA; MIAGOSTOVICH, 2013; BRANDÃO et al,  2014; 

MELGAÇO et al, 2016).  Outra linha de investigação nesta área 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 Florianópolis (Santa Catarina, Brasil) e em 

amostras contaminadas artificialmente.  

Neste contexto, este estudo é pioneiro na  pesquisa de vírus entéricos no campo de 

cultivo de folhosos e água de irrigação e tem como objetivo a geração de dados referentes a 

contaminação viral em uma propriedade agrícola, contribuindo para alertar aos produtores 

sobre como as condições precárias nas áreas de cultivo de vegetais podem representar um 

risco a saúde dos consumidores, assim como apontar a utilização dos vírus como marcadores 

de contaminação fecal humana. Esta investigação foi realizada no Estado do Rio de Janeiro 

que é considerado o segundo maior mercado consumidor de hortaliças orgânicas do Brasil, 

com um alto consumo per capita, em comparação aos mercados consumidores de vegetais 

orgânicos, nas demais capitais do país. A região do Brejal, localizado na Posse, distrito de 

Petrópolis, RJ,  possui 338 propriedades agrícolas com diversos tipos de plantação, mas tem 

como atividade principal o cultivo de hortaliças orgânicas (Disponível em: 

http://planetaorganico.com.br/site/index.php/gr2014-agrifamiliar-2/. Acesso em 18 jan. 2017).  

Os resultados obtidos neste estudo serão encaminhados à EMATER a fim de fornecer 

embasamento científico para demonstrar o nível de contaminação viral nos produtos obtidos  

pela  produção agrícola, em territórios que não obedecem a critérios de higiene e práticas 

conformes de saneamento básico. Adicionalmente, este estudo visa contribuir com dados que 

demonstrem os vírus como importantes marcadores de contaminação humana e que sua 

utilização poderá resultar em atividades sanitárias mais seguras. 
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4 OBEJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

 

Demonstrar os vírus como contaminantes ambientais, avaliando sua disseminação nas 

diferentes etapas da cadeia de produção orgânica de alfaces, em propriedade agrícola 

localizada no município de Petrópolis, região serrana do Estado do Rio de Janeiro. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

 Detectar e quantificar, por amplificação gênica (qPCR), a presença de vírus entéricos, 

RVA, NoV, HAdV e EV em amostras de águas (nascente, irrigação e lavagem) e alfaces 

(mudas, adultas e lavadas para consumo) utilizadas na cadeia de produção. 

 Avaliar a infecciosidade dos HAdV e EV detectados nas amostras de água e alfaces, 

pelo isolamento viral em cultivo celular. 

 Avaliar a qualidade da água utilizando parâmetros físico-quimicos e bacteriológicos.  

 Comparar a presença de vírus entéricos e da bactéria Escherichia coli, preconizada 

pela legislação atualmente como marcador de contaminação ambiental. 
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5 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O desenvolvimento deste projeto não contempla a utilização de amostras biológicas de 

origem humana ou animal. Os riscos de danos à saúde de profissionais envolvidos ou das 

populações, que por ventura residam em áreas próximas ao local das coletas, também não 

estarão comprometidos. 
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6 METODOLOGIA 

 

6.1 Local do estudo e coleta das amostras 

 

Este estudo foi realizado em um sítio de produção de alface orgânica localizado na 

região do Brejal, município de Petrópolis, na região serrana do Rio de Janeiro, caracterizado 

por seu clima tropical de altitude, verões quentes e úmidos e invernos moderadamente frios e 

secos. A temperatura média anual na região é de 19° C e as chuvas atingem 2400 mm por ano 

(PETRÓPOLIS, 2012). 

As alfaces foram produzidas em um terreno de 30.000 metros quadrados de extensão 

dividido em duas áreas (Figura 9). Na primeira, as mudas foram cultivadas por um período de 

20 a 30 dias e, a seguir foram transferidas para outra área localizada há dois quilômetros de 

distância onde foram plantadas, colhidas, lavadas e enviadas para comercialização. O tempo 

médio de produção de alface é de 60 dias e diferentes fontes de água foram utilizadas em cada 

área.  

     

Figura 9 - Mapa geográfico do Brejal, município de Petrópolis, RJ - produção orgânica.      

 
 Fonte: Google Earth, 2017. 

 

Dois litros de água e três 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 água e 36 de alfaces. 

Foram coletadas amostras de água em cinco pontos (W1 a W5) do terreno e amostras de 

alface (L1 a L3) nas diferentes etapas de produção, em locais marcados por GPS (Sistema de 

Posicionamento Global - eTREX Legend H, Garmin Ltda, Olathe, KS) da seguinte forma: 1. 

Pontos de coleta de água: W1- água de irrigação das mudas; W2 - água de captação da 

nascente; W3 - açude; W4 - água de irrigação de alface; W5 - água 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
®
, Jundiaí, São Paulo, Brasil) e sacos 

plásticos (Whirl-Pak
®
Bag [Nasco, Atlanta, EUA]) estéreis para água e alfaces, 

respectivamente. O transporte ocorreu em isopor contendo gelo até o laboratório, onde foram 

imediatamente estocadas em geladeira (entre 2 e 8
o 
C), até a realização das análises. 
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Figura 10 - Fluxograma da produção de alface orgânica. 

 

PRODUÇÃO DE MUDA 

(AREA 1)  

 

2 KM DE DISTÂNCIA 

 

 

 

 

PRODUÇÃO DE ALFACE 

(AREA 2) 

 

 
 

W1 – ÁGUA DE 

IRRIGAÇÃO DAS MUDAS 

 

 
 

W2 – ÁREA DE 

CAPTAÇÃO DA ÁGUA 

DA NASCENTE 

 
 

L1 -  MUDAS 

 
 

W3 - AÇUDE 

 

 

 
 

W4 - ÁGUA DE 

IRRIGAÇÃO DA ALFACE 

 

 

 
 

L2 - ALFACE  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: (Do autor, 2017). 

 

 
W5 – ÁGUA DE 

LAVAGEM DAS 

ALFACES; L3 - ALFACE 

LAVADA  
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6.2 Vírus  

 

Foram utilizadas amostras de RVA, NoV, HAdV e EV (Sabin3) disponíveis no 

Laboratório de Virologia Comparada e Ambiental (LVCA) e no Laboratório de Enterovírus 

(LEV), como vírus controles, previamente caracterizados pelo sequenciamento parcial do 

genoma.  

Bacteriófago PP7, gentilmente fornecido pela Dr. Verónica 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 concentração e 

moleculares das matrizes aquática e alimentar. Este bacteriófago também foi utilizado como 

controle interno de processo (CIP) nos procedimentos de recuperação e quantificação viral 

nas amostras coletadas. O bacteriófago foi escolhido devido a seu pequeno tamanho, similar 

aos enterovírus e pelas propriedades físico-químicas (RAJAL et al, 2007).  

 

6.3 Método de concentração viral 

 

Para a concentração das amostras da água foi empregado o método de filtração 

baseado em eluição e adsorção em membranas carregadas negativamente como descrito 

anteriormente por Katayama et al. (2002). Para amostras de alface, o 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 água e alfaces foram semeadas com 

PP7 na concentração de 2,9 x10
9
 cópias do genoma/mL, como CIP, para averiguar a 

eficiência do método de concentração para a fiel quantificação dos vírus estudados. Os dois 

experimentos foram realizados independentemente para amostras de água e alface. 

 

6.3.1 Água 

 

As amostras foram previamente clarificadas por filtração com pré-filtro AP-20
®
 (142 

mm de diâmetro, Millipore), para a remoção de possíveis resíduos, utilizando um Sistema de 

Filtração Millipore (Millipore, RJ) constituído de uma bomba de vácuo, um recipiente de 

pressão e um suporte para as membranas (Figura 11).  
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Figura 11 - Sistema de Filtração Millipore
®
: bomba de vácuo, recipiente de pressão e suporte 

para as membranas. 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

Fonte: (Do autor, 2017). 

 

Após a clarificação, 25 mL de cloreto de magnésio (MgCl2) foram adicionados às 

amostras, a uma concentração final de 25 mM (Vetec, Brasil). O pH foi ajustado para 5,0 com 

a adição de ácido clorídrico 6N (HCl, Merck, Brasil).  Em seguida, as mesmas foram filtradas 

em membrana HA carregadas negativamente (142 mm de diâmetro, malha 0,45 µm, 

Millipore) acopladas ao suporte do sistema de filtração. A membrana foi rinsada com 350 mL 

de ácido sulfúrico a 0,5 mM (H2SO4, Merck, Brasil). Os vírus foram eluídos em 15 mL de 

hidróxido de sódio a 3mM, pH 10,5 (NaOH, Vetec, Brasil) por agitação em placa de Petri 

durante 10 minutos. O eluato foi neutralizado pela adição de 50 µL de H2SO4 50 mM e 50 µL 

de tampão Tris-EDTA (TE) 100 x (10 µM 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 adaptação do método para 

pequenos volumes (aproximadamente 120 mL) utilizando filtro de membrana Stericup® de 

carga negativa de 0,45 μm (250 mL) (Nihon, Millipore, EUA) após ultrafiltração 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 recuperação, concentração e detecção de vírus em 

amostras de alface. 

 

 
Fonte: (Do autor, 2017). 

 

6.4 Extração de ácido nucleico 

 

Os ácidos nucleicos foram extraídos uilizando QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, 

Inc., Valência, CA, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Foram utilizados 

controles positivos e negativos ao longo de todo o processamento das amostras. As amostras 

clínicas 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 transcrição reversa utilizando iniciadores 

hexâmeros aleatórios (unidades Pd(N)6, A260, Amersham Biosciences, Chalfont St Giles, 

Buckinghamshire, Reino Unido). 

Foram adicionados dois (2) µL de dimetil sulfóxido (DMSO) (SIGMA
®
) a 10 µL de 

RNA extraído, incubou-se a 97
o
C por sete minutos para desnaturação, seguido de banho de 

gelo por dois minutos. Imediatamente, 38 µL da mistura de reagentes foram adicionados e 
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incubou-se a 25
 o

C  por cinco minutos, 50
 o

C por uma hora e 70
 o

C por 20 minutos. O produto 

foi estocado a -20
 o
C até realizar a PCR (FERREIRA et al, 2009). 

 

6.6 Detecção e quantificação de vírus por PCR quantitativo 

 

6.6.1 Curvas padrão para Reação em Cadeia pela Polimerase quantitativa (qPCR) 

 

Para qPCR, as curvas padrão foram geradas por clonagem em separado de fragmentos 

de DNA, no  vetor pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), contendo as seguintes 

regiões:  gene NSP3 (RVA),  região de sobreposição de ORF1/ORF2 ( NoV),  gene do hexon 

de HAdV (Tabela 2) e gene da replicase (bacteriófago PP7). Os plasmídeos foram purificados 

utilizando o Kit Maxiprep Purification System® (Promega Corporation, Madison, 

Winsconsin, EUA), seguindo as instruções do fabricante, e o DNA obtido foi quantificado 

com um NanoDrop® (Thermo Scientific) por absorvância a 260 nm. O número de cópias foi 

estimado com base no tamanho do plasmídeo e do fragmento inserido (YIN et al, 2001). 

Curvas padrão  específicas foram  geradas por diluição em série de 10 vezes do DNA. Os 

valores finais para os níveis absolutos do genoma viral são dados como cópias do genoma 

(GC) / reação. 

  Para EV utilizou-se RNA do poliovírus Sabin 3 (código NIBSC: 01/532) obtido a 

partir de culturas de células RD humanas, extraído e diluído de 10
-1

 a 10
-9

. Para determinar o 

limite de detecção, o RNA padrão foi diluído em série em um conjunto de concentrados de 

água negativos. Os concentrados foram extraídos e testados em duplicatas. 

 

6.6.2  qPCR 

 

Os vírus foram detectados e quantificados pela qPCR, utilizando iniciadores e sondas 

descritas anteriormente (Tabela 2). Para EV foram utilizados iniciadores e sondas 

correspondentes à região 5'NC de EV humano desenhados e avaliados para detecção de 

espécies A a D (Da Silva, E.E. - Dados não publicados). 

Para os vírus gastroentéricos utilizou-se a TaqMan Universal PCR Master Mix® 

(Applied Biosystems, Califórnia, EUA) em ABI 7500® (Applied Biosystems). A qPCR do 

EV foi realizada utilizando o kit de RT-PCR AgPath-IDTM One-step (Applied Biosystems, 

Califórnia, EUA). Nove µL de RNA extraídos foram adicionados à mistura de reação de 

acordo com as instruções do fabricante. Os ensaios foram colocados ABI PRISM 7500 
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Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA) nas seguintes condições: 

incubação a 50
o
C durante 2 min para ativar UNG, desnaturação inicial a 95

 o
C durante 10 min 

e depois 40 ciclos de 95
 o

C durante 15 segundos e 56-60
 o

C durante 1 minuto. As 

amplificações 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 

característica, foram consideradas positivas. A quantidade de DNA foi definida como a média 

dos dados duplicados obtidos.  

Para todos os protocolos de qPCR, foram incluídos controles positivos e negativos. 

Foram utilizadas três salas separadas para todos os procedimentos moleculares, para evitar a 

contaminação cruzada de amostras. 

Os resultados da concentração de vírus estão apresentados como cópia de genoma/litro 

(cg/L)  e cg/25 g, para amostras de água e alface, respectivamente. 

 



48 

 

Tabela 2 - Vírus analisados, sequências dos iniciadores e sondas, regiões do genoma e referências das reações de cadeia da polimerase 

quantitativa (qPCR)  

Vírus 
Iniciadores e 

Sondas 
Sequência 5’-3’ 

Região do 

genoma 
Referências 

RVA 

NSP3 F ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG 

NSP3 Zeng et al, 2008 NSP3 R GGTCACATAACGCCCCTATAGC 

Sonda NSP3  VIC-AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA-MGB 

HAdV 

AQ1 F GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT 

Hexon Heim et al, 2003 AQ2 R GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC 

Sonda FAM-TGCACCAGACCCGGGCTCAGGTACTCCGA-TAMRA 

NoV GII 

COG2F CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG 
ORF1-ORF2 

junção  

Kageyama et al, 2003 

 
COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA 

Sonda RING2 FAM-TGGGAGGGCGATCGCAATCT-TAMRA 

EV 
Conjunto EV 

grupo 
Sob consulta             5´            Da Silva, EE  

Fonte: (Do autor, 2017). 

HAdV: adenovírus humano; NoV GII: norovirus genogrupo II; RVA: rotavírus espécie A; EV: enterovírus.  
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6.7 Isolamento viral  

 

6.7.1 HAdV 

 

Foram realizados ensaios em três diferentes linhagens celulares (cedidas pelo 

Laboratório 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 embrionárias 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 μL dos concentrados foram inoculados e incubados durante 60 minutos à 37 ± 0,5° 

C, sob agitação a cada 15 minutos, para adsorção de vírus, incluindo a cepa HAdV-35 e 

amostras negativas como controles. Os tubos foram então preenchidos com 1,8 mL de meio 

de manutenção (98% de Meio de Dulbecco Modificado de Eagle - DMEM, Gibco, Life 

Technologies, US [A549] e Meio Essencial Mínimo - 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 óptica, para identificação de efeito citopático (ECP).  Para cada linhagem celular, 

o inóculo foi submetido a três passagens, com um intervalo de incubação de sete dias à 37 +/- 

0,5°C e as monocamadas foram submetidas a três ciclos de congelamento/descongelamento, 

para a lise celular e liberação viral para inoculação. Após 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 descartáveis, contendo monocamadas de três diferentes linhagens 

celulares sensíveis ao isolamento do gênero Enterovirus: rabdomiosarcoma humano (RD), 

células diploides humanas derivadas do pulmão (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 Prevenção de Doenças (CDC) / Atlanta, EUA ao 

Laboratório de Enterovírus 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 padrão de controle negativo, sendo constituído apenas de células 

e meio essencial mínimo. Os tubos foram incubados a 36 +/- 0,5°C e submetidos a leituras 

diárias de cinco a sete dias consecutivos, em microscópio invertido, para observação de ECP 

de 75-100%. Posteriormente, as amostras foram submetidas a dois ciclos de congelamento e 

descongelamento rápido, em gelo seco e álcool etílico, visando à liberação das partículas 

virais para uma segunda passagem em cultura celular. Novas leituras diárias por cinco a sete 

dias consecutivas foram realizadas para observação de ECP. Os tubos que apresentaram ECP 

característico de enterovírus foram armazenadas a -20°C, para posterior identificação por RT-

PCR. O ECP característico de enterovírus é caracterizado por alterações morfológicas das 

células, as quais se tornam arredondadas, refrativas e deslocam-se da superfície do tubo 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004). 

 

6.8 Parâmetros microbiológicos e físico-químicos 

 

Para avaliar a qualidade da água, 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 número mais provável por 100 mL (NMP/100 

mL). A regulamentação brasileira especifica um máximo de 200 NMP/100 mL de E. coli, 

como padrão para água de irrigação (BRASIL, 2005b). 

A temperatura da água (ºC), o pH, a turbidez (em unidades de turbidez nefelométrica - 

NTU) e a condutividade (μS 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 vírus em 47% delas (45/96), sendo que 

48% (29/60) e 44% (16/36) das amostras de água e alface, respectivamente. Pelo menos dois 

vírus distintos foram detectados em todos os pontos de coleta (água e alfaces), com 

concentrações variando de log10
1
 (observado para NoV) para log10

2-6 
cópias genômicas por 

litro (cg/L), inclusive na coleta de alfaces onde a concentração de EV atingiu 5,56 x 10
4 

(Tabela 3 e 4).  

A figura 13 representa a distribuição da percentagem do total de cada vírus nas 

matrizes estudadas. 

 

Figura 13 - Gráfico da percentagem de disseminação dos NoV GII, RVA, HAdV e EV, em 

matrizes de água e alface. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: (Do autor, 2018). 
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Tabela 3 - Detecção e quantificação de rotavírus A (RVA), norovírus genogrupo II (NoV GII), adenovírus humano (HAdV)  

e enterovírus (EV) em amostras de água, de acordo com locais de coleta (n = 12 por local). 

Pontos de 

coleta de 

amostras de 

água 

 

Vírus 

 

                     Nº positivos (%)       Concentração de vírus (cg/L) 

 NoV GII RVA HAdV EV 

W1 1 (8,3) 1,92 x 10
3
 2 (16,7) 

2,11 x 10
3
 

6,88 x 10
3
 

3 (25,0) 

2,65 x 10
3
 

1,16 x 10
2
 

1,71 x 10
2
 

4 (33,3) 

6,36 x 10
4 

7,62 x 10
5 

3,37 x 10
3 

4,72 x 10
6 

 

W2 

 

ND ND 3 (25,0) 

1,27 x 10
3
 

1,19 x 10
3
 

2,97 x 10
2
 

1 (8,3) 1,92 x 10
2
 2 (16,7) 

2,03 x 10
5 

1,64 x 10
6 

W3 1 (8,3) 7,29 x 10
1
 3 (25,0) 

3,93 x 10
2
 

7,50 x 10
2
 

7,20 x 10
2
 

1 (8,3) 3,76 x 10
2
 1 (8,3) 5,14 x 10

3 

W4 2 (16,7) 
7,29 x 10

2
 

8,57 x 10
1
 

1  (8,3) 2,38 x 10
3
 1 (8,3) 4,51 x 10

3
 1 (8,3) 2,37 x 10

4 

W5 ND ND 1 (8,3) 2,03 x 10
3
 1 (8,3) 2,15 x 10

2
 ND ND 

Fonte: (Do autor, 2017). 

W1. Água de irrigação das mudas; W2.Captação da água da nascente; W3. Açude; W4.Água de irrigação de alfaces;  

W5. Água de lavagem das alfaces.  

ND. Não detectado. 
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Tabela 4 - Detecção de rotavírus A (RVA), norovírus genogrupo II (NoV GII), adenovírus humano (HAdV) e enterovírus (EV) em amostras de 

alfaces (n=12) 

Pontos de coleta de 

amostras de alfaces 

Vírus 

                  Nº positivos (%)       Concentração de vírus (cg/L) 

NoV GII RVA HAdV EV 

L1 1 (8,3) 2,98 x 10
3
 3 (25,0) 

5,10 x 10
3
 

2,98 x 10
3 

 2,98 x 10
3
 

 1 (8,3)   4,39 x 10
2
     ND            ND 

L2 2 (16,7) 
1,16 x 10

3
 

4,29 x 10
1 1 (8,3) 1,30 x 10

4 
1 (8,3) 5,67 x 10

2
 2 (16,7) 

3,28 x 10
4 

5,47 x 10
4 

L3 1 (8,3)  1,50 x 10
2
 ND ND

 
2 (16,7) 

3,74 x 10
2 

5,65 x 10
2 2 (16,7) 

2,14 x 10
4 

5,56 x 10
4 

Fonte: (Do autor, 2017). 

L1. Mudas; L2. Alface; L3. Alface lavada; ND. Não detectado. 
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Um total de 23 amostras, sendo 11 positivas para HAdV e 12 positivas para EV por qPCR 

foram submetidas a três passagens consecutivas após sete dias. A qPCR realizada em amostras 

pareadas (concentrados iniciais e culturas), não mostrou redução nos valores de Cts (Cycle 

Threshold), que é a referência para a quantificação da expressão de determinada sequência gênica-

alvo, revelando nenhuma replicação de vírus. 

A Tabela 5 apresenta os resultados da caracterização da qualidade microbiológica e 

parâmetros físico-químicos das amostras de água. E.coli foi detectada em todos os pontos, mas em 

W1 o valor superou o limite de 200 NMP/mL usado como critério para a qualidade da água de 

irrigação. Neste local, a água também apresentou maior valor de condutividade quando comparado 

aos outros pontos.  

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

estudo piloto.   
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            Tabela 5 - Valores médios microbiológicos e físico-químicos de 12 amostras de água por ponto de coleta 

 

Bactéria  

 (mín-máx) 

 

Físico-químico 

 (mín-máx) 

 

Amostras 

por ponto 

de coleta 

 

 

Coliformes 

totais* 

 

 

E.coli* 

 

 

Temperatura 

°C 

 

pH 

 

Condutividade 

(µS cm
-1

) 

 

Turbidez 

(NTU) 

 

W1 

 

 

3069,8 

(767 – 15500) 

 

279,9 

(26 – 779,0) 

 

16,7 

(13,9-23,1) 

 

7,0 

(5,70–7,75) 

 

0,74 

(0,010-0,156) 

 

31,9 

(5-169) 

W2 

 

909,9 

(40 – 1610) 

 

16,7 

(1 – 74,3) 

 

16,6 

(14,1-23,1) 

 

6,0 

(4,75-6,75) 

 

0,01 

(0,012-0,016) 

 

34,2 

(10-65) 

W3 

 

2788,0 

(368 – 19400) 

 

33,8 

(12 – 103,0) 

 

17,3 

(15,8-23,1) 

 

5,7 

(5,22-6,46) 

 

0,03 

(0,012-0,016) 

 

24,6 

(10-52) 

W4 

 

 

1665,4 

(184 – 8112) 

 

51,7 

(1 – 147,6) 

 

16,9 

(14,3-23,1) 

 

6,2 

(5,05-7,31) 

 

0,05 

(0,015-0,270) 

 

39,1 

(10-87) 

W5 

 

12470,5 

(159 – 91400) 

 

18,9 

(1 – 113,0) 

 

17,4 

(12,7-23,1) 

 

6,3 

(4,81-7,07) 

 

0,22 

(0,011-0,041) 

 

12,3 

(7-25) 

Total  

 

4180,7 

(40-91400) 

 

 

80,2 

(1-779,0) 

17,0 

(12,7-23,1) 

6,3 

(4,75-7,75) 

0,21 

(0,010-0,270) 

28,4 

(5-169) 

Fonte: (Do autor, 2017). 

*Número Mais Provável (NMP/100mL). W1. Água de irrigação das mudas; W2. Água de captação da nascente; W3. Água do açude; W4.Água 

de irrigação da alface; W5. Água de lavagem da alface; ND. Não detectado. 
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Neste estudo, não foi possível associar a detecção viral com a produção orgânica. A falta 

de dados disponíveis sobre a diferença de transmissão viral entre alimentos de fazendas orgânicas 

e convencionais e o risco em ambas as produções foram descritos anteriormente (ALEXANDER 

et al, 2014; MIE et al, 2017). 
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8  DISCUSSÃO 

 

Os vírus entéricos têm sido descritos como importantes contaminantes ambientais, 

sendo utilizados como indicadores de contaminação fecal humana (LIN; GANESH, 2013; DE 

GIGLIO et al, 2017). Neste estudo, a investigação de RVA, NoV, HAdV e EV em uma área 

importante da agricultura do Estado do Rio de Janeiro teve como objetivo demonstrar a  

disseminação destes vírus em áreas produtoras de hortaliças em territórios com saneamento 

inadequado, enfatizando a necessidade da implementação de medidas que proporcionam uma 

produção de alimentos mais segura.  

Inicialmente, pela realização de um estudo piloto verificou-se a qualidade da água em 

algumas coletas, revelando que a contaminação das alfaces foi introduzida na primeira etapa 

da cadeia produtiva devido à má qualidade da água utilizada na irrigação das mudas. Assim, 

embora a fonte de água utilizada na área dois tenha uma qualidade físico-química e 

microbiológica satisfatória, a presença de vírus demonstra a contaminação inicial, pela 

concentração logarítmica na ordem de 10
4
, nas alfaces colhidas. A constatação da presença de 

vírus em amostras de água consideradas satisfatórias por parâmetros bacteriológicos,  

corrobora com a ausência da correlação entre estes microrganismos contaminantes. No Brasil, 

a água de irrigação para as culturas que são consumidas cruas e desenvolvidas junto ao solo 

está enquadrada na classe um (1) da Resolução do Conselho Nacional do Meio Ambiente 

(CONAMA) nº 375 (2005), onde a contagem não deve exceder 200 coliformes fecais por 100 

mililitros (mL), de acordo com os limites estabelecidos pela agência ambiental (BRASIL, 

2005b). As diretrizes da Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos para águas 

superficiais recomendam contagem abaixo de 1.000 coliformes fecais por 100 mL de água 

superficial, incluindo água do rio e para irrigação de culturas (ENVIRONMENTAL 

PROTECTION AGENCY, 1986), mas não há padrões para vírus.  

Neste mesmo estudo piloto, também demonstramos o baixo nível de inibição do 

método de concentração utilizado, com a recuperação de 86,7% do bacteriófago PP7 utilizado 

como controle interno de processo (CIP). O bacteriófago PP7 tem sido utilizado como CIP 

por apresentar características de similaridade com os poliovírus, tanto pelo seu tamanho (25 

nm) quanto por suas propriedades físico-químicas, com sucesso de recuperação por diferentes 

metodologias (FUMIAN et al, 2009; SCHERER et al, 2009; MORALES-RAYAS et al, 2010;   

SÁNCHEZ et al, 2012; STALS et al, 2012). PP7 também foi recuperado com êxito nas 

amostras de alface com a metodologia utilizada para concentração de água (RAJAL et al, 

2007; FUMIAN et al, 2010; BRANDÃO et al, 2014). 
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O método de concentração que utiliza a filtração por membranas negativas foi escolhido pela 

ideia inicial de se pesquisar NoV, cuja detecção só é possível pela realização de metodologias 

moleculares. Este método foi descrito como de baixa inibição, por utilizar solventes 

inorgânicos (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 detecção dos vírus investigados na ocasião. 

Vale ressaltar que este estudo foi realizado anteriormente a publicação das Normas ISO/TS 

15216-1:2017 e ISO/TS 15216-2:2013 que estabelecem metodologias padronizadas para 

detecção de vírus 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 extração de material genético, utilização de CIP e quantificação viral 

atenderam a ISO que descreve estes métodos para quantificação de NoV.  Os métodos de 

quantificação utilizados para RVA e HAdV têm sido amplamente utilizados para detecção de 

vírus, a partir de amostras clínicas e ambientais (HERNROTH et al, 2002; ZENG et al, 2008; 

FUMIAN et al, 2010; RUSIÑOL et al, 2014). Em relação aos EV, a metodologia utilizada 

para o isolamento viral em cultivos celulares, segue o estabelecido pela OMS (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2004),  enquanto a detecção direta do RNA viral é realizada 

por PCR em tempo real, com a utilização de um kit in house (da Silva et al, manuscrito em 

preparação). 

O impacto da contaminação viral na produção de alface orgânica deve ser 

considerado, uma vez que na região das montanhas do Estado do Rio de Janeiro estão 

localizados inúmeros sítios de práticas agrícolas, concentrando 50% de terras cultivadas de 

todo o estado, com produção destinada principalmente a suprir a metrópole (MARAFON; 

RIBEIRO, 2006). Isso sugere que esta região montanhosa de clima frio e ameno possa 

contribuir para a estabilidade de vírus, por um período mais longo, em produtos agrícolas 

(SEYMOUR; APPLETON, 2001; GERBA; CHOI, 2006). 

Previamente, Abreu et al. (2010) demonstraram que a contaminação por água de 

irrigação e vegetais com microrganismos é uma realidade na agricultura brasileira e a 

contaminação com patógenos, de frutas e vegetais frescos e prontos para comer, é uma 

questão significativa. A prevalência de vírus entéricos na água utilizada para irrigação foi 

descrita anteriormente (FONG; LIPP, 2005; CHEONG et al, 2009; ALLENDE;  

MONAGHAN, 2015; CARDUCCI et al, 2015; LÓPEZ-GÁLVEZ et al, 2016). Outros 

estudos demonstraram contaminação de hortaliças, na cadeia de produção ou mesmo em 
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produtos obtidos em mercados (JUNG et al,  2014; CENTERS FOR DISEASE CONTROL 

AND PREVENTION, 2015).  

Em relação aos vírus detectados, é notável a detecção de RV e HAdV. A alta 

porcentagem de detecção de RVA no presente estudo sugere que esses vírus também devem 

ser considerados como marcadores de contaminação fecal, em países em desenvolvimento, 

corroborando com estudos realizados no Brasil que apontaram RVA como um importante 

contaminante ambiental, especialmente pela alta taxa de excreção, 10
5
 a 10

11
/g de fezes 

(MIAGOSTOVICH et al, 2008; FUMIAN et al, 2011; VIEIRA et al, 2012). A taxa de 

excreção e as condições de saneamento de países em desenvolvimento podem explicar a alta 

taxa de detecção destes vírus no ambiente. A água de irrigação e os legumes crus 

correspondentes, pesquisados em três regiões da África foram avaliadas quanto à presença de 

RVA onde foram encontrados em 14% das amostras de água de irrigação e em 1,7% das 

amostras de legumes crus (VAN ZYL et al, 2006). 

Embora a porcentagem de RVA tenha sido superior à de HAdV, é importante notar 

que este último foi detectado em todos os pontos estudados. Esses vírus têm sido descritos 

como indicadores de contaminação fecal humana, uma vez que são agentes patogênicos 

resistentes às condições do meio ambiente, abundantes, facilmente detectados por métodos 

moleculares e são de grande importância na saúde pública (GIRONES et al, 2006; BOFILL-

MAS et al, 2006, 2013; USEPA, 2016). HAdV têm sido descritos como contaminantes de  

tomates e morangos adquiridos no comércio do Rio de Janeiro (MELGAÇO, 2016).  

Em relação aos NoV, os dados obtidos neste estudo também corroboram com estudos 

prévios que demonstram uma menor disseminação destes vírus no ambiente quando 

comparados com RVA (FUMIAN et al, 2010; VIEIRA et al, 2012). No Brasil, o NoV não foi 

detectado em alimentos coletados no mercado (FUMIAN et al, 2009, BRANDÃO et al, 

2014). 

Os NoV, em geral, estão associados a surtos de gastroenterite ligados a alimentos 

contaminados por manipulação (GUO et al, 2014; CHEN et al, 2016; COUTTS et al, 2017). 

Em países como Canadá, Bélgica e França, a prevalência 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 produção agrícola e de mercados revelou-se 

positiva para NoV GI e GII, 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
3
 a 4,72 

x10
6
 cópias genômicas por litro (cg/L) e de 2,14 x10

4
 a 5,56 x10

4
 cópias do genoma por 25 

gramas (cg/25g) para as amostras de água e alface, respectivamente. EV, assim como os vírus 

gastroentéricos, foram detectados em várias matrizes como em amostras de esgoto e em 

alguns estudos de vigilância ambiental de poliovírus e enterovírus não pólio (CHEONG et al, 

2009; NDIAYE et al, 2014; DE OLIVEIRA PEREIRA et al, 2016), inclusive na água de 

irrigação (ESPINOSA et al, 2009). Outros estudos demostraram que EV podem ser 

transferidos para a superfície de vegetais através de água de irrigação por pulverização, 

resultando em contaminação viral dos vegetais (CHEONG et al, 2009; PACHEPSKY et al, 

2011; ALLENDE; MONAGHAN, 2015; UYTTENDAELE et al, 2015). 

A detecção molecular destes vírus em concentração variando de 10
1
 a 10

6
 ainda é 

limitante para se demonstrar o risco de infecção pelo consumo, uma vez que a metodologia 

empregada não determina a infecciosidade dos vírus detectados. Afim de se demonstrar a 

viabilidade destes vírus realizou-se uma tentativa de isolamento de HAdV e EV, replicáveis 

em diversos tipos de células (MARTI; BARARDI, 2016). O isolamento de RVA não foi 

considerado, uma vez que os RVA são considerados vírus fastidiosos (PINTÓ et al, 1995). 

Embora repliquem em cultivo de células MA104, possuem crescimento lento, necessitando de 

adaptação (WARD et al, 1984; DESSELBERGER, 2014). Quanto aos NoV, ainda não existe 

um cultivo celular eficiente para sua replicação (QU et al, 2016). 

Infelizmente, neste estudo, mesmo com a utilização de três linhagens de culturas 

celulares distintas para HADV e três para EV não foi possível isolar os vírus detectados 

molecularmente. O intervalo de tempo entre as coletas das amostras (2010-2011) e a 

realização deste ensaio (2015-2016) pode ter influenciado no isolamento em culturas de 

células, assim como algumas condições ambientais não avaliadas. Marti e Barardi (2016) após 

avaliarem contaminação em cinco amostras de alface, cebolinha verde e morango, somente 

em cebolinhas verdes puderam detectar partículas infecciosas. 

Outro aspecto novo a ser considerado na contaminação de vegetais folhosos por vírus 

é a detecção de vírus humanos nas raízes e no interior dos alimentos, que mesmo parecendo 

ser um evento improvável, já foi demonstrado e representa um novo desafio de saúde pública, 

pois a internalização 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 utilização de vírus como 

marcadores de contaminação fecal, como uma ferramenta adicional que pode ajudar a garantir 



61 

 

produtos de qualidade. Como a contaminação de vírus no ambiente é difícil de eliminar, estes 

dados enfatizam a importância do saneamento básico na segurança alimentar (COOK et al, 

2016) e abre novas perspectivas de estudo nesta área. Pesquisas futuras são recomendadas.
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9  CONCLUSÕES  

 

- A detecção de vírus entéricos em todas as amostras de águas e alfaces estudadas nas 

diferentes etapas da cadeia de produção dos alfaces, revela contaminação fecal humana na 

região de cultivo utilizada.    

  

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

indicador de contaminação viral. 

 

 - A prevalência de RVA corrobora com estudos anteriores realizados no país que 

demonstram a ampla disseminação destes vírus no ambiente. 

 

- Apesar da impossibilidade de demonstrar a infecciosidade dos EV e HAdV em seis 

diferentes culturas de células, os resultados representam um risco sanitário à população, 

devido a presença de partículas virais nas amostras estudadas. 

 

- A presença de vírus em águas consideradas próprias de acordo com os parâmetros 

bacteriológicos, aponta os vírus como importantes indicadores de contaminação ambiental.  
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10 PERSPECTIVAS  

  

Os dados encontrados serão informados aos órgãos competentes da região para alertar 

sobre a importância do saneamento do território utilizado na produção orgânica e a 

implementação da vigilância sanitária e ambiental será recomendada.  

Será sugerida a implantação de uma área de pesquisa e controle da qualidade em 

alimentos, para a identificação de vírus associados à contaminação por alimentos no 

INCQS/Fiocruz.  
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ANEXOS 

ANEXOS 1 - Dissemination of gastroenteric viruses in the production of lettuce in 

developing countries: a public health concern. 
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ANEXOS 2 - Dissemination of enteroviruses in the production chain of organic lettuce in Rio 

de Janeiro, Brazil. 
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