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RESUMO

As hortalicas como a alfackdctuca sativatém sido associadas a diversos surtos de
doencas de origem alimentar. Dentre os patdgenweslvinios, os norovirus (NoV) sao
reconhecidos como 0s principais agentes etiolégilebgastrenterite, sendo as estirpes do
genogrupo Il (Gll) mais prevalentes. Dessa formajtanesforgco tem sido realizado no
desenvolvimento de métodos para deteccédo dessssewir hortalicas. Os estudos tém focado
na padronizacdo dos métodos e otimizacao das etepadracao, concentracédo e deteccao do
acido nucléico viral. O uso de outros virus comotiade interno também tem sido estudado,
para identificacdo de falhas durante a andliseitareesultados falso-negativos. O presente
estudo teve como objetivo investigar a contaminad&o NoV Gll pelo método de
concentracdo por filtracdo em membrana negativaidggleseminested PCRe PCR em
tempo real e avaliar a qualidade microbiol6gicas@oésa deSalmonellae enumeragédo de
coliformes) de 90 amostras de alface {B8atura 30 minimamente processadas e 30 de
servicos de alimentacdo) no Estado do Rio de da@elacteriofago PP7 foi utilizado como
controle interno e uma otimizacdo do meétodo conmukraa solucdo salina fosfatada
tamponada (PBS) e o tampé&o glicina (TG) foi redBizaNenhuma amostra apresentou
contaminagao por NoV Gll &almonella As amostrasn natura apresentaram qualidade
microbiolégica satisfatéria de acordo com a leg&ta Uma amostra minimamente
processada (3,3%) e seis de servicos de alimenfaQo apresentaram condi¢des higiénico-
sanitarias insatisfatorias devido ao numero ddaraties termotolerantes acima do permitido,
indicando que os procedimentos de higienizacadzesls nos servigos de alimentacdo nao
foram eficazes para eliminagdo dos micro-organisawsgue a contaminacao pode ocorrer,
por parte dos manipuladores. O bacteriofago PPddtectado em 40; 86,7 e 76,7% das
amostras in natura minimamente processadas e de pratos prontos EaNaumo,
respectivamente. O uso do TG aumentou a recupedacBacteriofago PPp E 0,029), mas
nao apresentou diferenca significativa na recugerag NoV Gll p = 0,57), e aumentou a
sensibilidade dasemi-nested PCRa deteccdo de NoV GIll nas amostras artificialmente
contaminadas. Esta ultima apresentou menor sddaid que aPCR em tempo real na
deteccdo de NoV GIl. Os resultados apontam o TGocelmente mais eficiente e que o
bacteriéfago PP7 é aplicavel como controle intefmonétodo.

Palavras-chaveNlorovirus Alface; PCRem tempo realSemi-nested PCRacteriofago PP7;

Qualidade microbioldgica.



ABSTRACT

Green leafy vegetables, as lettudeadtuca sativa have been linked to diverse
foodborne outbreaks worldwide. Among several pathsginvolved, norovirus (NoV) are
recognized as one of the most important etiologament associated with gastroenteritis,
being genotype Il (Gll) the most prevalent. In tmanner, efforts have been made to develop
methods to detect these viruses in green leafytablps. Researches have focused on
standardizing methods and optimize stages of dxdrgaconcentration and detection of viral
nucleic acid. The use of others viruses as intazoatrol has also been studied, to identifying
possible errors during analysis and avoid falseatiegs results. This study aimed to verify
the contamination by NoV GIlI through concentratimethodology by negative-membrane
filtration followed by detection by semi-nested P@Rd quantification by Real Time PCR
and microbiological quality evaluatiorb&lmonellaresearchand enumeration of total and
thermo tolerant coliform) of 90 samples of lett86 in naturg 30 minimally processed and
30 from food services) in the state of Rio de JaneiBacteriophage PP7 was utilized as
internal control and a method optimization compgnuhosphate buffered saline (PBS) and
Glycine buffer (GB) was carried out. No sample sbdwontamination by NoV GIl and
Salmonella Samples ofin natura lettuce exhibited satisfactory microbiology qualit
according Brazilian resolution. One minimally presed sample (3.3%) and six (20%) from
food service showed unsatisfactory hygienic-sapitaonditions because of the number of
thermotolerant coliforms above of allowed, indingtthat hygienic proceedings in restaurants
were not effective for eliminating those microorgans or that the contamination may occur
by employers. PP7 bacteriophage was detected i8640,and 76.7% ah natura minimally
processed and food service, respectively. Usingr@RBased PP7 bacteriophage recovery (
= 0.029), but did not demonstrate significant ddfece in NoV Gll recoveryp(= 0.57), and
increased sensitivity of semi nested PCR technifuedetecting NoV GIl in samples
artificially contaminated. This last one exhibitedver sensitivity than Real Time PCR for
NoV GlI detection. Results point out that GB isedation buffer more efficient and that PP7

bacteriophage is applicable as an internal coofrtlis method.

Keywords: Norovirus lettuce; real time PCR; semi-nested PCR; PP7 ehaphage;

microbiological quality.
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1 INTRODUCAO

Segundo o artigo n° 196 da Constituicdo Federab88, ‘a saude é direito de todos e
dever do Estado, garantindo mediante politicasae@ econdémicas que visem a reducao do
risco de doenca e de outros agravos e ao acess@nsal e igualitario as acdes e servicos
para sua promocao, protecao e recuperdg@RASIL, 1988)

De acordo com o artigo 2° da Lei n°® 8.080 de 19801 “a saude € um direito
fundamental do ser humano, devendo o Estado prasvesondicfes indispensaveis ao seu
pleno exercicit O artigo 6° diz queéstio incluidas no campo de atuagéo do SistemaoUnic
de Saude, a execucao de acdes de vigilancia sait@ntrole e fiscalizacdo de alimentos,
agua e bebidas para o consumo hunigBRASIL, 1990).

1.1 VIGILANCIA SANITARIA E SUA RELACAO COM OS ALIMENTOS

O termo vigilancia sanitéria tem sua origem na d@nacao “politica sanitaria”, que a
partir do século XVIII era responsavel pelo corgrdb exercicio profissional e o0 saneamento,
com o objetivo maior de evitar a propagacao de cie(GERMANO; GERMANO, 2001). A
definicdo de vigilancia sanitaria esta contida nga 6, 81° da Lei n° 8.080 de 19/9/1990,
que regula em todo territério nacional, as acoseereicos de saude, executados isolados ou
conjuntamente, em carater permanente ou eventoalpgssoas naturais ou juridicas de
direito publico ou privado. De acordo com o parfgra®: “Entende-se por vigilancia
sanitaria um conjunto de acdes capaz de eliminanjrtiir ou prevenir riscos a saude e de
intervir nos problemas sanitarios decorrentes daon@enbiente, da producéo e circulacao de
bens e da prestacéo de servigos de interesse aE'SBRASIL, 1990).

Em janeiro de 1999, foi promulgada a Lei n® 9. %2 define o Sistema Nacional de
Vigilancia Sanitaria e cria a Agéncia Nacional dgiMncia Sanitaria (Anvisa), que tem
como uma de suas atribuicbes exercerem atividaglesglilagdo, normatizagéo, controle e
fiscalizacdo na area de vigilancia sanitaria. Conéodescrito no paragrafo 18s‘alimentos,
inclusive bebidas, aguas envasadas e seus insuaAmscansiderados bens e produtos

submetidos ao controle e fiscalizacéo sanitariapsgéncid (BRASIL, 1999).
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A vigilancia sanitaria € um dos bragos executives gstruturam e operacionalizam o
Sistema Unico de Salide (SUS) na busca de congé@izio direito social a satide, por meio
de sua funcéo principal de eliminar ou minimizariszo sanitario envolvido na producéo,
processos e servicos (LUCCHESE, 2001).

Os alimentos sdo uma das grandes preocupac¢fesgi@nsia sanitaria, pois o
controle higiénico-sanitario destes é preponderpata prevencdo de doencas transmitidas
por alimentos (DTA) e relevante fator de desenvoérnto social (GERMANO; GERMANO,
2001). Na tentativa de minimizar danos a salUdegridades de todo o mundo vém
intensificando esfor¢os para melhorar a seguraogalimentos (WHO, 2002).

No Brasil, dentre os gestores do Ministério da $a{MS) envolvidos no controle
sanitario de alimentos, se encontram a Gerénciat@er Alimentos/Anvisa, as Vigilancias
Sanitarias Estaduais, Distrital e Municipais, oddratérios Centrais de Saude Publica
(Lacen) e o Instituto Nacional de Controle de Qlaade em Saude (INCQS). Dentro de suas
competéncias, estdo atribuidos o controle e fisagdio dos critérios exigidos para 0 consumo
de alimentos, quanto aos padrdes microbiologicas, cdntaminantes, de aditivos, de
rotulagem, entre outros, segundo as legislacbesnteg. Essa competéncia também &
compartilhada com o Ministério da Agricultura, P&ta e Abastecimento, que é responsavel
pelo controle da sanidade de produtos de origemadm vegetal dentro da cadeia produtiva.

1.2 AHORTALICA ALFACE (Lactuca sativa

1.2.1 Definicbes e caracteristicas gerais

De acordo com a Resolucdo — CNNPA n° 12 (BRASILZ8)9"as hortalicas sdo
plantas herbaceas da qual uma ou mais partes sifinaotas como alimento na sua forma
natural. De acordo com as partes da planta que sdoaddiz como alimento, as hortalicas
sdo classificadas como: verduras, quando utlizaakagartes verdes; legumes, quando
utilizado o fruto ou a semente; e raizes, tubésc@aizomas, quando utilizadas as partes
subterraneas. Dentro desta classificacdo, a alacensiderada como uma verdura. Esta
classe de alimentos possui dispensa de obrigatoigede registro de produto na Anvisa
(ANVISA, 2000).
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As hortalicasin natura sdo aquelas que para o consumo imediato exigemagze
remocdo da parte ndo comestivel e os tratamentbsados para a sua higienizagdo e
conservacao (ANVISA, 2000). Pode-se dizer que acalin natura ndo sofreu nenhuma
espécie de transformacdo pds-colheita e que écafar@o consumidor inteira, ainda que
embalada e refrigerada e algumas até lavadas. Q©rtmpe € que ndo tenha ocorrido
nenhuma alteracdo nas propriedades fisicas do toramhihido (SEBRAE, 2008). Estes
alimentos sdo muitas vezes denominados com outraso$ sindnimos, como: hortalicas
frescas, inteiras ou cruas (CAC, 2003).

Os produtosn natura sdo, em geral, encontrados expostos a temperatubaente,
acessiveis ao contato das maos de diferentes peaste@ros (ou seja, incluindo partes nao
comestiveis como talos), podendo apresentar cartaschas, injurias e folhas murchas e
inaproveitaveis (SEBRAE, 2008).

As hortalicas minimamente processadas sao aquelasetidas ao processamento
industrial que apresentam a forma original fisicar@eealterada, embora mantenham o estado
fresco. Estas sé@o selecionadas, lavadas, descas@ationadas, sanificadas, embaladas, e
posteriormente refrigeradas ou congeladas (MEL&, @012; SEBRAE, 2008).

Muitos sindnimos sao utilizados para os vegetaisimamente processados, tais
como: fresh-cut (em inglés), levemente processados, parcialmemteegsados, pré-
processados, pré-preparados, pré-cortados, eritts RODRIGUES et al, 1999).

1.2.2 Formas de cultivo e processamento

Os sistemas de producéo de vegetais folhosos ssempam em duas categorias: 0s
campos abertos e os sistemas de cultivo protegidstro destas categorias podem existir
grandes variagbes em termos de processo, tamamtedizhcdo, condicbes ambientais e
produtividade (FAO/WHO, 2008c).

O cultivo de hortalicas necessita de ambiente aeguente irrigacdo, especialmente
nos meses de seca. A irrigacdo destes produtos égiga de qualidade sanitaria adequada.
Mas isso nem sempre ocorre e inumeros relatosrdg tvansmitidos por estes alimentos, tais
como o virus da hepatite A (HAV), rotavirus (RVherovirus (NoV) tém sido notificados
(FAO/WHO, 2008a; GERMANO; GERMANO, 2001). A alfaceor apresentar folhas de
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grande superficie, tem a contaminacao facilitadarda a irrigacdo com agua contaminada e
contaminagéao cruzada por outros fomites (KOOPMADISIZER, 2004).

Os sitios de producéo dos vegetais e 0s vegetsisghldidos podem ser contaminados
diretamente ou indiretamente por animais domeéstiagsela fauna silvestre. A contaminacéo
direta pode ocorrer por animais que entram nos cad&cultivo, ou indiretamente pela
contaminacgdo por residuos fecais, agua, aerossajglades (FAO/WHO, 2008c).

As técnicas inadequadas de manuseio dos vegetass agolheita, especialmente
durante as operacdes de transporte e armazenangenton perdas enormes, acarretando
grandes prejuizos aos produtores e varejistas kéranaos consumidores, que podem estar
adquirindo um produto de qualidade duvidosa (SANNAAet al, 2002). Dessa forma, o
processamento minimo consiste numa tecnologia quau sensivelmente as perdas das
hortalicas na pdés-colheita, além de fornecer asswuoidores um produto de qualidade,
pronto para consumo, e proporcionar maiores garduss produtores e comerciantes
agregando valor ao vegetal (FERNANDES et al, 283N T ANA et al, 2002).

As etapas do processamento minimo sao basicaneermige-selecdo, classificacéo,
lavagem, corte, sanitizacdo, enxague, -centrifugag@mbalagem e armazenamento
refrigerado. Esse processo visa garantir a mangweda cadeia de frio, ininterruptamente,
desde a etapa de recepc¢do do produtmatura até o estagio de exposicao na prateleira do
ponto de venda (SEBRAE, 2008). Um esquema geraletigsas da producdo de alface
minimamente processada € ilustrado na Figura 1.

Existe um grande potencial para introducédo e aiogtiio de perigos associados as
hortalicas durante a cadeia alimentar. Mesmo aygdm primaria sendo a maior preocupagao
na introducdo de perigos, também existe oportueglatbs procedimentos poés-colheita,
durante o transporte, processamento, embalageinpuigdo e comércio desses produtos
Essas etapas podem propiciar que patdégenos coat@esnaumentem em namero, além de
possibilitar a contaminagdo cruzada do produtofiqué@rmente no caso das hortalicas
cortadas, misturadas e/ou empacotadas (FAO/WHGR00

Nas etapas de poés-colheita, os procedimentos degydav e sanitizacdo tém tido
particular atencdo, uma vez que a utilizacdo deasdns eficazes e outras intervencdes séo

necessarias para reducao de patégenos nestestabrifeAO/WHO, 2008c).
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Figura 1 - Esquema das etapas do processameniiack a

Producéo

v
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v
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v

Recepcao: pré-selecdo (selecdo, pesagem e clasidic

v

Lavagem | <+——
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Selecdo — Corte
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Higienizacao/sanificagao
v
Centrifugacao
v
Selecédo

v

Embalagem

v

Armazenamento refrigerado

Processamento minimo

Fonte: Adaptado de SANT’ANA et al, 2002

O controle da temperatura no armazenamento € utho gotico na seguranca destes
vegetais. A baixa temperatura previne a multiphcae a infecciosidade de determinados
patégenos durante a estocagem e distribuicdo (FAMMW2008c; FRODER et al, 2007).
Esses cuidados sdao também essenciais para o audaevia de prateleira desses produtos,
que no Brasil € muito baixa (cinco a sete diashmarando-se a de mercados internacionais
que pode chegar a 21 dias (SANTOS et al, 2010).
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1.2.3 Importancia na dieta e perfil de consumo

As hortalicas sdo essenciais para compor uma digtdiva e equilibrada, uma vez
que sédo fontes de vitaminas, minerais e fibras (GERO; GERMANO, 2001; TABAN;
HALKMAN, 2011). Pesquisas cientificas das ultimassl décadas tém demonstrado que uma
dieta rica em vegetais protege os individuos codifierentes tipos de cancer e diminui a
ocorréncia de doencgas coronarianas (CAC/RCP 53:Z08BAN; HALKMAN, 2011).

A alface possui componentes funcionais importam&s a dieta humana, como
vitaminas do complexo B (B1, B2 e B6), vitaminag €, folato, niacina e acido pantoténico
(PHILIPPI, 2001).

Os vegetais folhnosos possuem baixo valor caloseado assim recomendados sem
restricbes quantitativas em diversas dietas, fazeomin que se tornem componentes
imprescindiveis nas saladas dos brasileiros (BEUTHA02; FERNANDES et al, 2002).

Entre as hortalicas mais vendidas para consumestéua alface, bastante utilizada na
confeccdo de sanduiches, decoracfes de pratosdasahlem da alface pronta para consumo
na forma minimamente processada, que € consideraghais popular entre 0s vegetais
minimamente processados (SEBRAE, 2008).

Mudancas significativas no padrédo dos consumid@rasocorrido. Consumidores que
cozinhavam produtos no passado estdo agora cordum@iimentos crus como parte de uma
dieta regular, aumentando assim a demanda por ntipos de produtos frescos,
principalmente os de origem vegetal (FAO/WHO, 20@BBRAE, 2008).

Orgdos governamentais de todo o mundo tém incelttiva consumo de vegetais
frescos e frutas como parte de uma dieta saudaysra prevenir doencas (TABAN;
HALKMAN, 2011). Em paralelo, a industria varejisla produtos frescos tem desenvolvido
processos para agregar valor aos produtos, comsalaslas embaladas, o que atrai o
consumidor por conveniéncia e variedade (BERGER, €010).

O consumo de vegetais teve uma média de aumendgbéle por ano entre 1990 e
2004 (EUROPEAN COMMISSION, 2007).

No Brasil, a Politica Nacional de Alimentacdo e riddio do Ministério da Saude,
dentre suas diretrizes, visa & promoc¢éo do conslentmrtalicas como uma prética alimentar
e adocao de um estilo de vida saudavel; prevencéaoteole dos distlrbios nutricionais e de
doencas associadas a alimentacéo (SECRETARIA DHROAS DE SAUDE, 2000).
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Séo diversas as vantagens que as hortalicas mimmarprocessadas trazem para o
consumidor, produtor e distribuidor. Para o conslami elas oferecem: uma maior
praticidade no preparo dos alimentos, a manuterdd® caracteristicas sensoriais e
nutricionais do vegetal fresco, auséncia de de@perdlevido ao descarte de partes
inadequadas ao consumo, maior seguranca na aquidgcéortalicas limpas e embaladas,
conhecimento da procedéncia do produto, possib#idie escolha da marca e aquisicdo em
menores quantidades (FERNANDES et al, 2002; MEL&,62012; PEREZ et al, 2008). Para
os produtores e distribuidores, a atividade norreatenmal remunerada de producéo e venda
de produtos horticolais natura ganha incremento devido a agregacao de valor @dufor
(PEREZ et al, 2008). A producao e distribuicdo macsonal, a reducéo de perdas durante o
armazenamento e transporte, a maior facilidadeatepulacdo e acomodacéo do produto nas
prateleiras sdo outros beneficios que o procesgsam@nimo propicia (MELO et al, 2012).

Segundo Sato e colaboradores (2006), o processamémimno de hortalicas no Brasil
€ ainda recente, embora se apresente como um eéchiercado emergente e esteja voltado
para um perfil de consumidores com poder aquisitivais elevado. Acredita-se que a
principal resisténcia a compra desses produtos csg)eeco relativamente superior ao do
produtoin natura(MELO et al, 2012; SATO et al 2006). Além dissriste a desconfianca de
parte dos consumidores quanto a qualidade e areagée dos produtos minimamente
processados devido a alteragbes de coloracéo, Snatzes decorrentes das variagbes de
temperatura dos balcdes refrigerados dos pontesrita (MELO et al, 2012).

Perez e colaboradores (2008) realizaram um estlate ® perfil dos consumidores de
hortalicas minimamente processadas de Belo HoezdMG. Estes autores observaram que
0S motivos principais que levam ao consumo destes@os sao a comodidade e praticidade
(46%), o pouco tempo para o preparo de refeice)2 a qualidade higiénica dos produtos
(11%). Dentre os fatores que levam os consumidmnedo adquirir estes produtos estdo os

elevados precos (31,9%), a ndo confianga (17,984)esconhecimento (7,8%).

1.2.4 Producéo

De 1980 a 2004, a producao global anual de frutasgetais cresceu 94%. Neste
periodo a média de crescimento anual da produc&egigais foi de 4,2% ao ano, quase duas
vezes maior que a de frutas que foi de 2,2% (EURKNPEOMMISSION, 2007). Em muitos
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paises, hortalicas sdo atualmente produzidas eataeisclustrial, com producéo, colheita e
empacotamento sendo realizados praticamente ewstden24 horas (FAO/WHO, 2008b).

Dados da Organizacdo das NacOes Unidas para AlgiEmte Agricultura (FAO)
indicam que em 2009, mais de 10 quadrilhdes deladags de alface e chicoria foram
produzidas pelos 20 maiores produtores mundiai€hf&a foi a primeira colocada, sendo
responsavel por 55,3% desse total, seguido doddsstanido da América (EUA) com 17,6%
e Italia com 4,1% (FAOSTAT, 2011).

A producéo brasileira de hortalicas é realizadacema de 800 mil hectares com
producdo anual em torno de 14 milhdes de tonel&ttaperiodo de 1980 a 2005, a producéo
nacional de hortaligcas teve um incremento de 198%ed portfdlio. O Estado de S&o Paulo é
o grande produtor e o principal mercado consumildohortalicas do pais. Em 2004, foram
cultivados 146.081 hectares com 55 espécies dealigag que produziram cerca de 3,6
milhdes de toneladas (SEBRAE, 2008). Na producdalfiee e chicdria, o Brasil teve
destaque como produtor e importador destes prodositimos anos (FAOSTAT, 2011).

As hortalicas ainda constituem os produtos mininr@m@rocessados mais vendidos
no mundo. No Brasil, a alface figura entre as ligegs minimamente processadas mais
vendidas (SEBRAE, 2008).

O aumento da demanda na producdo de hortalicassté eomo resultado da
preocupacdo da populacdo com uma melhor nutrigi&ouena politica de seguranca alimentar
dos paises. A circulacdo destes produtos € gramhelo estes comercializados de forma
local, nacional e/ou internacional (FAO/WHO, 20Q8bBpntudo, em paralelo ao aumento da
producdo e consumo evidenciou-se um aumento dessdd DTA associados a vegetais
frescos pelo mundo (BERGER et al, 2010).

1.2.5 Legislacao

No Brasil, a Resolugéo da Diretoria Colegiada (RRC)L2 de 02/01/2001 (ANVISA,
2001) estabelece os critérios microbiolégicos pacantrole higiénico-sanitario de alimentos.
Os parametros para avaliagdo de amostras indisatleaalfacein naturg minimamente

processadas e de pratos prontos para o consunoadestéitos no Quadro 1.
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Quadro 1- Padrdo microbiolégico sanitario paracalfa natura minimamente processada e servida em servigos

de alimentacdo segundo a Resolucdo da Diretoriegiaala n° 12/2001

Hortalicas: legumes e similares, incluindg , Tolerancia para
o Micro-organismos o
cogumelos (fungos comestiveis) amostra indicativa
a) frescas, "in natura”, inteiras, selecionadasau o
. Salmonellaspp./25g Auséncia
com excec¢ao de cogumelos
b) frescas, "in natura”, preparadas (descascadasQfitormes a 4519 10

selecionadas ou fracionadas) sanificadas, refagsia

ou congeladas, para consumo direto, com exce?aoé%ﬁmonellaspp./ZSg Auséncia
cogumelos
Pratos prontos para o consumo (alimentos prontos , Tolerancia para

) o Micro-organismos o
de cozinhas, restaurantes e similares) amostra indicativa
d) a base de verduras e legumes crus, temperadosSalmonellaspp./25g Auséncia
nao, em molho ou néo Coliformes a 4%C/g 107

Esta resolucdo ndo contempla virus em nenhum dagogrde alimentos nela

relacionados.

1.3 DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

As DTA ocorrem pela ingestdo de um alimento contashd por um agente infeccioso
especifico, ou pela toxina por ele produzida, peronde transmissao desse agente, ou de seu
produto toxico (ANVISA, 2001).

S&do conhecidos cerca de 250 agentes etiolégicaadares de DTA, que podem se
manifestar através de distintas sindromes, isoladaassociadas, tais como as diarreicas,
neuroldgicas, renais, hemoliticas, ictéricas, ragfias e sistémicas (SAO PAULO, 2002).
Dentre os agentes mais envolvidos estdidorio cholerag Salmonella Typhi e outros
sorovares, Clostridium botulinum Clostridium perfringens estafilococos produtores de
enterotoxinas,Escherichia coli patogénicas,Bacillus cereus, Listeria monocytogenes e
Campylobacter jejuniBRASIL, 2005).
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As DTA se destacam como um problema de Saude Ruhlindial, com 1,5 bilhdo de
casos de gastrenterites anuais, afetando em dspearegas abaixo de cinco anos de idade,
principalmente em paises em desenvolvimento (FAGDN2008a).

Estima-se que dois milhdes de criancas morram areumk devido a gastrenterite
grave, pois a cobertura do tratamento de reidrataigéla € baixa (SCHAETTI, 2009).

No Brasil, de 1999 até 2010, 6.971 surtos de DTrArforegistrados pela Secretaria de
Vigilancia em Saude, com acometimento de 1.804[83%0as e 88 Obitos nesse periodo
(BRASIL, 2011). Destes surtos, 114 (1,64%) tiveraomo tipo de alimento incriminado
hortalicas, castanhas e sementes. Contudo na endmsicasos (38,6%) o alimento envolvido
nao foi identificado (BRASIL, 2011). No periodo #896-2006, o Brasil registrou que 75%
dos surtos associados a produtos frescos forandaea consumo de vegetais folhosos e
ervas (FAO/WHO,2008c).

No ano de 2004, foram notificados mais de dois @ehde casos de diarreia, afetando
principalmente as regides Nordeste e Sudeste doepafiancas menores de cinco anos de
idade. A magnitude das doencas diarreicas agudas ria@ixa etaria pode ser demonstrada
pela quantidade de recursos destinados ao pagamentdernacdes hospitalares por esses
agravos, que no periodo de 1995 a 2004 somaramdeadld3 bilhdes de reais (BRASIL,
2006).

Diversos fatores tém contribuido para as mudancen@éncias no panorama das
DTA pelo mundo. Entre esses se destacam: o rapgdaimento populacional e mudanca do
perfil demografico (tendéncia a maior populacacs&@po aumento do comeércio global de
alimentos; o aumento do deslocamento de pessoasudancas nos habitos alimentares,
como o aumento do consumo de alimentos crus oulénaente cozidos; o aumento da
propor¢cdo de individuos imunocomprometidos; as mc@s nas praticas de producéo; a
intrusdo do homem em ambientes selvagens; e asngaglano clima, favorecendo o
aparecimento de novos vetores em regides alte(BELL et al, 2010).

Durante as ultimas duas décadas, o numero de slertgastrenterite humana causados
por patdégenos alimentares associados ao consumeegktais verdes folhosos e suas
respectivas saladas prontas para consumo tem aadvoeetn todo o mundo (TABAN;
HALKMAN, 2011).

De acordo com o relatorio da Organizacdo das Nagbédas para Alimentacdo e
Agricultura e da Organizacdo Mundial de Saude (R&XBO, 2008a) de 1970-2007, pelo
menos 49 surtos de DTA associados ao consumo tiitas e ervas foram reportados na

literatura com pelo menos 25 mortes.
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Com o aumento da importancia das DTA em Saude djlbrnou-se necessaria uma
complexa regulamentacdo das atividades desenvsivetta todos os pontos da cadeia
produtiva. O setor de saude tem importante pardelaresponsabilidade pelo continuo
processo de elaboracdo de normas e da fiscalizégdseu cumprimento (WALDMAN;
FREITAS, 2008).

Na tentativa de sanar os problemas com produtosmamente processados,
especialistas anunciaram algumas recomendacdesliferentes macrossegmentos da cadeia
produtiva, incluindo os 6rgaos de fiscalizacao. ttenstas recomendacdes pode-se destacar:
intensificar a fiscalizacdo de produtores de vegetigienizados, identificando possiveis
falhas no processo de higienizacdo ou no pos-porasmentar a fiscalizacdo nos pontos de
venda de vegetais higienizados, a fim de identificadutos que estejam em desacordo com a
legislacdo vigente; e criar programas de monitorameeriédicos com o objetivo de tracar
um panorama real da atual situagdo de vegetaisnigdos comercializados em todo o
territério nacional (SEBRAE, 2008).

Identificar o papel dos vegetais folnosos em supde ser dificil, especialmente
quando eles sdo um componente de saladas divensasirna série de outros ingredientes
misturados que sao igualmente capazes de trangratigenos. Os dados epidemioldgicos
geralmente reportam a categoria do alimento inacaohd como “salada” ou “salada verde”,
sendo assim impossivel identificar o tipo de haaalFAO/WHO, 2008c)

1.4 Salmonellaspp.

O génerdSalmonellafoi inicialmente caracterizado em 1885, tendo der@ominacao
em homenagem ao patologista Daniel Salmon. PerienéefamiliaEnterobacteriacegeé
um bastonete Gram-negativo, ndo esporulado, queafécido e gas a partir da glicose (JAY,
2005). O género apresenta ainda como caractesistieeabolicas bem definidas a capacidade
de descarboxilacédo da lisina, producédo de gasdsati e utilizacdo do citrato como fonte
Gnica de carbono. Atualmente, com base em carstited fenotipicas, o género é dividido
em duas espécieS. entericae S. bongori ParticularmenteS. entericasubdivide-se em seis
subespéciesirizonae diarizonag entericag houtenagindica e salamag EUZEBY, 2012).

As salmonelas sdo amplamente distribuidas naeraupodendo ser encontradas na

agua, solo, fezes de animais, insetos, e superfligeequipamentos e utensilios de fabricas e



31

cozinhas (SILVA et al, 2007a). Tém como habitatn@rio o trato intestinal de animais, como
passaros, répteis, aves de granja, homem e ocls@nia insetos; fazendo assim do homem
e dos animais seus principais reservatorios (JAOO52 SILVA et al, 2007a).Salmonelas
colonizam uma grande variedade de hospedeirosaDasha, animais criados em fazendas
como aves, gado e suinos podem estar colonizadgsiehtemente assintomaticos, levando a
producao de carnes e outros produtos contaminded/[L et al, 2010). Quando presentes
no intestino, 0s micro-organismos sao excretadedares, das quais podem ser transmitidos
por insetos e por outros vetores para outras beddis, podendo ser encontrados em aguas,
principalmente aguas poluidas (JAY, 2005).

A salmonelose ocorre devido a ingestdo de alimemmstendo um numero
significativo de determinadas linhagens do génépor( 2005). A dose infectante é de 15 a
20 células, variando de acordo com o sorovar e gaestado imunologico do hospedeiro
podendo atingir grupos de qualquer faixa etariasi®®mas surgem em torno de 5 a 48 horas
apos a ingestdo do alimento, podendo prolongareperdiendo do hospedeiro, da dose
infectante ingerida e da cepa 8almonellaenvolvida (SILVA et al, 2007a). Os sintomas
mais comuns sdo: nauseas, vomitos, dores abdomdwisie cabeca, calafrios e diarreia
(JAY, 2005). Estes sintomas sao geralmente aconapashde fraqueza, fadiga muscular,
febre baixa, nervosismo e sonoléncia. A taxa deatidade é em média de 4,1%, sendo de
5,8% durante o primeiro ano de vida, 2% entre m@iro e os 50 anos e de 15% em pessoas
acima de 50 anos (JAY, 2005).

Surtos de salmonelose de origem alimentar sdo \aiikes e reportados com
frequéncia, reflexo de uma baixa dose infectantdnemanos, da habilidade de se multiplicar
em alimentos n&o processados e do longo tempohdevseéncia no ambiente (NEWELL et
al, 2010). A salmonelose € considerada a DTA mesblpmatica na maioria dos paises,
inclusive no Brasil (SILVA et al, 2007a).

Existe uma vacina disponivel no mercado inteovadi paraSalmonellaTyphi, mas
esta é apenas licenciada para uso em individuoglo@anos de idade ou mais (SCHAETTI,
2009).

Uma nova tendéncia recentemente identificada mi@sgdes poiSalmonellaé um
aumento nos surtos associados com alimentos nagsusamo os produtos frescos (NEWLL
et al, 2010). Estudos sugerem que algumas cep&sald®nelladesenvolveram a habilidade
de aderir e colonizar vegetais (FRANZ; VAN BRUGGEN08).

As hortalicas folhosas, especialmente a alface sido identificadas como veiculos de
patégenos com@almonella(SANTOS et al, 2010). Segundo o relatério da FAGOV
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(2008c)Salmonellatem sido descrita como agente etioldgico de dogessirtos associado ao

consumo de alface.

1.5 COLIFORMES

Os coliformes sdo bastonetes Gram-negativos, dnaesd facultativos, nao-
esporulados, que fermentam e produzem gas a gartflicose, e fermentam a lactose até a
producédo de acido e gas em um periodo de 48 h@%&Ca De forma geral, os coliformes sdo
representados por cinco géneros da faniihéerobacteriaceaeCitrobacter, Enterobactey
Cronobactey Escherichiae Klebsiella(IVERSEN et al, 2008; JAY, 2005).

Os coliformes foram historicamente utilizados camoro-organismos indicadores de
contaminacdo fecal e, assim, medir a presenca @atette patdgenos entéricos em agua
fresca. Contudo, como a maioria dos coliformes éominada no meio ambiente, essas
bactérias possuem limitada relevancia higiénican ©mbjetivo de diferenciar os coliformes
termotolerantes dos totais, foi desenvolvido unetgara deteccao de coliformes de origem
fecal (FORSYTHE, 2002).

1.5.1 Coliformes termotolerantes

Os coliformes termotolerantes sdo definidos conlifocmes capazes de fermentar a
lactose em caldo EC, com producéo de gas, no peded!8 horas, a 45,5°C, com excecao
dos isolados de moluscos, 44,5°C (FORSYTHE, 20Q2n teste para coliformes
termotolerantes é essencialmente um teste Ppacali tipo |, embora algumas linhagens de
Citrobactere Klebsiellapossam se adequar a esta definicdo (JAY, 2008gndminacao de
coliformes termotolerantes é equivalente a denogamale coliformes a 45°C e coliformes de
origem fecal (ANVISA, 2001).

Embora a presenca de um grande numero de colifoerBescoli em alimentos seja
altamente indesejavel, sua eliminacdo de todos lioserstos frescos e refrigerados é
praticamente impossivel (JAY, 2005). Os coliforn@&s grande valor como indicadores de

seguranca de alimentos em muitos produtos. Elesupos importante utilidade como
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componentes de programas de alimentos seguros, nonpdano de Anadlise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle na producao de detewdom produtos (JAY, 2005).

1.6 VIRUS ASSOCIADOS A DOENCAS TRANSMITIDAS POR AMENTOS

Com o desenvolvimento de técnicas de deteccdo olatemais sensiveis, 0s virus
tém sido amplamente reconhecidos como importamgestes etioldgicos de surtos de DTA
nos paises desenvolvidos (FAO/WHO, 2008a,b; KOOPBRADUIZER, 2004).

Os NoV e o HAV séao os mais frequentemente envodvielm DTA de origem viral,
sendo os NoV responsaveis por mais de 96% de swtobacterianos de gastrenterite aguda
em adultos (FAO/WHO, 2008a).

Andlises epidemiolégicas e laboratoriais confirmaraas NoV como agentes
etiologicos de diversos surtos, apontando a con@géb de saladas, por manipuladores,
como uma das fontes de infeccao, reforcando o mhgsee tipo de alimento como potencial
veiculo de transmissdo destes virus (BERGER eRGl); FAO/WHO, 2008c; GREEN,
2007; MESQUITA; NASCIMENTO, 2009; NEWLL et al, 2010ABAN; HALKMAN,
2011; VIVANCOS et al, 2009; WADL et al, 2010).

No Brasil estudos tém demonstrado a importanciaNinsg como agentes etioldgicos
causadores da gastrenterite (FERREIRA et al, 2208); LUCHS et al, 2011; MORILLO et
al, 2008, 2011; SOARES et al, 2007; VICTORIA et2&07, 2009).

1.7 NOROVIRUS

1.7.1 Classificacao

Os NoV pertencem ao géndxmrovirusque se inserem na famil@aliciviridae, que
abrange ainda outros quatro géneros. Os géNaas/irus e Sapovirusformam o grupo dos
calicivirus humanos, que sédo agentes etioldégicogasdtrenterite (ICTV, 2009). O género

Norovirus possui apenas uma espécie denomimatavalk virus(ICTV, 2009), considerada
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protétipo. Com base na analise da sequencia coamgetaminoacidos do gene que codifica
para a proteina do capsideo VP1, Zheng e colab@a{2006) estabeleceram a classificacao
do géneroNorovirus de acordo com percentual de identidade dos amihmsiccepa (0-
14,1%), genotipo (14,3-43,8%) e genogrupo (44,9%)., A partir destes parametros, foram
definidos cinco genogrupos (Gl, GllI, Glll, GIV e G¥ 29 genotipos. Os genogrupos |, 1l e
IV representam os NoV que infectam humanos, ex@dtll, conforme visualizado na

Figura 2.

Figura 2 - Classificacdo dos norovirus em cincoogempos (GI-V) baseado na diversidade da sequencia

completa da proteina do capsideo VP1. Cepas humaraspondem aos genogrupos |, Il e IV.
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Fonte: Adaptado de ZHENG et al, 2006

1.7.2 Morfologia e caracteristicas fisico-quimicas

Os NoV sao compostos por um capsideo protéico,enéelopado, de simetria
icosaédrica. A isometria do capsideo possui deBB3 de didmetro e apresenta estrutura
hexagonal (ICTV, 2009).

Os NoV humanos possuem densidade de 1,36 a 1#4f ejfc cloreto de césio e se

distinguem morfologicamente dos outros calicivirggando observados pela microscopia
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eletrébnica. Em condi¢fes vitro os virions sdo estaveis em ambiente com pH ernb& 4
(GREEN, 2007; ICTV, 2009).

Estudos realizados por Keswick e colaboradores 5)198ostraram que os NoV
mantém infecciosidade em voluntarios apdés: expodigéfiltrado fecal a pH 2,7 por 3 horas
a temperatura ambiente; tratamento com éter a a08%C por 18 horas; e incubacéo a 6°C
por 30 minutos. Estes sdo resistentes a inativag@otratamento com cloro na concentracdo
de 3,75 a 6,25 mg/L (cloro residual livre de 0,5,@ mg/L), usualmente encontrada na agua
distribuida pelo sistema de abastecimento. Os NmMirstivados apos tratamento com cloro
a 10 mg/L (GREEN, 2007; KESWICK et al, 1985). Estésis sdo mais resistentes a
destruicdo por cloro do que os outros virus erdgricomo RV e poliovirus (GREEN, 2007,
JAY, 2005).

1.7.3 Genoma e proteinas virais

O &cido nucléico dos NoV consiste em uma molédukat de &cido ribonucléico
(RNA de fita simples, ndo segmentado, de polaridadsitiy® (+sSRNA com
aproximadamente 7,7 kilobases. O genoma completsupde 7300-7700 nucleotideos, com
conteudo de guanina (G) + citosina (C) de 48-55,8%xtremidade 5 do genoma possui
uma proteina estrutural ligada (VPQ) e a termin&gmssui uma extensao de poli adenina
(A) (ICTV, 2009).

Este genoma possui trés regides de leitura abRtiA)(codificadoras: a primeira
codifica uma poliproteina que, apos a traducadiyada em proteinas nao estruturais, como a
RNA polimeraseRNA dependente; a segunda codifica a proteina VP1;tercaira uma
pequena proteina do capsideo VP2 que estid assauatda estabilidade da proteina VP1
(GREEN, 2007; MORILLO; TIMENETSKY, 2011).

1.7.4 Patogénese, patologia e manifestacdes dinica

O hospedeiro natural dos NoV séo os seres hum#@oy,(2009). Esses virus sao

extremamente infecciosos, e a ingestdo de apegasa$ particulas infecciosas (1 a 100) é
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suficiente para causar a infeccdo e gerar a do@Pa®/WHO, 2008a; GREEN, 2007;
URBANUCCI et al, 2009).

A alta taxa de ataque (50-70%), o elevado numerpaiadores assintomaticos, o
periodo prolongado de excrecéo viral (acima de daasnas apos o término dos sintomas) e
a persisténcia dos virus no meio ambiente contmibpara o carater explosivo dos surtos de
NoV de origem alimentar (GREEN, 2007). As princgpormas de transmissao sdo por via
fecal-oral, agua e alimentos contaminados (KONEMAMN al, 2001; MORILLO;
TIMENETSKY, 2011).

As infec¢Bes por NoV tem um periodo de incubacd®4lea 48 horas, atingindo,
indistintamente, criancas e adultos. Os sintomas g@muns sdo nauseas, vOmitos, dores
abdominais, diarreia e febre. A doenca, em geraytélimitada, mas, casos graves e mortes
ocorrem em determinados grupos de risco, como sdesadividuos com doencas cronicas
(PATEL et al, 2009).

1.7.5 Epidemiologia

Os NoV sao a causa mais frequente de surtos deeigi@site ndo bacterianas. Estes
surtos ocorrem todos o0s anos, principalmente emntevefamiliares (MESQUITA;
NASCIMENTO, 2009; VIVANCOS et al, 2009), hospital@CAMPOS et al, 2008;
FERREIRA et al, 2008), bases militares (WADL et24l10),campings(BARRABEIG et al,
2010), navios cruzeiros (WIDDOWSON et al, 2004; \8WKO et al, 2011), presidios
(LUCHS et al, 2011) e casas de repouso (SAID €2(8), causando doenca em pessoas de
todas as faixas etarias.

Infeccbes por NoV sao a causa de aproximadameGt®@@D mortes em criangas com
menos de cinco anos pelo mundo, com 900.000 atenttas pediatricos e 64.000 internacdes
nos paises desenvolvidos (SCHAETTI, 2009).

O papel dos alimentos na epidemiologia das infecpde NoV tem sido demonstrado
pelo aumento anual de surtos, principalmente asdosiao consumo de carnes, sanduiches,
produtos de panificacdo, frutas, hortalicas, lei&ras e dguas contaminadas (FAO/WHO,
2008a; KOOPMANS; DUIZER, 2004).

Estudos de epidemiologia molecular mostram umadgrativersidade genética de
NoV envolvidos em surtos (FIORETTI et al, 2011; BENGA et al, 2009), contudo relatos
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globais mostram o predominio do GIll nos casos dec@des de origem alimentar
(FAO/WHO, 2008a). Recentemente, estudos epidemanégtém demonstrado que
aproximadamente 70% dos surtos sao causados pelateaGll.4 (KOOPMANS; DUIZER,
2004; MORILLO; TIMENETSKY, 2011).

A importancia epidemioldgica dos NoV nos surtosadigem alimentar tem sido
demonstrada pelo estabelecimento de redes lahaiatode vigilancia nos paises
industrializados, embora pouco se saiba sobre celpdpstes virus nos paises em
desenvolvimento (VIDAL et al, 2005). A maioria dpaises, principalmente da América
Latina, ndo possui sistemas de vigilancia para RQiEAorigem viral (FAO/WHO, 2008a;
VIDAL et al, 2005). Nestes paises, a definicdo ttasrcomo agente etioldgico em surtos tem
sido realizada por investigacdes epidemiologicas agsociam a deteccdo do virus nas fezes
de pessoas que adoeceram ao consumo de determatiatrgos (VIDAL et al, 2005).

A investigacdo de virus em alimentos tem se tornadeada dia, uma exigéncia no
ambito da Saude Publica, embora ainda ndo exista inBpec¢do sistematica ou mesmo
legislacdo que estabeleca critérios de segurangguendiz respeito a presenca desses agentes
etiologicos nos alimentos. Recentemente, a otirdzag a padronizacdo de métodos para
deteccdo de NoV em alimentos tem sido intensificadano forma de estabelecer bases
laboratoriais para a vigilancia epidemioldgica desinfeccbes. A identificacdo direta dos
NoV em alimentos envolvidos em surtos é obtida margte, principalmente devido a
complexidade das matrizes alimentares, dos baikassnde contaminacéo e da diversidade
genética (FAO/WHO, 2008a).

1.7.5.1Epidemiologia no Brasil

Estudos recentes no Brasil demonstraram que o Nb¥ & mais prevalente entre o0s
genogrupos (CAMPOS et al, 2008; FERREIRA et al,®D10; FIORETTI et al, 2011,
GEORGIADIS et al, 2010;MORILLO et al, 2008, 201 RADO et al, 2011; RESQUE et al,
2005; VICTORIA et al, 2007). Contudo, outros gengugrs também sao encontrados, como
cepas pertencentes ao genogrupo | (MORILLO et(dI12PRADO et al, 2011; SOARES et
al, 2007; VICTORIA et al, 2010).

Soares e colaboradores (2007) reportaram uma octarée 47,6% e 52,3% de NoV

Gl e ll, respectivamente, em amostras de fezesidecas com diarreia aguda no Estado do
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Rio de Janeiro.Neste mesmo Estado, Ferreira eaaldbres (2008), caracterizaram NoV Gl
como agente etioldégico de gastrenterite aguda,osestis virus detectados em amostras de
fezes coletadas na regido. Morillo e colaborad(®2668) identificaram NoV Gll em 15,7%
de amostras de fezes diarreicas de pacientes deosgpital localizado no Estado de Séo
Paulo. Na cidade de Porto Alegre, RS, foram ardds&65 amostras de fezes de pacientes
com sintomas de gastrenterite aguda, num periodé deo, das quais NoV Gll foram
identificadas em 48 amostras (13,2%) (GEORGIADISI €2010).

Em amostras ambientais, Victoria e colaborador€d (P detectaram NoV em 22
amostras (23%) de 4guas ambientais coletadas adecttk Floriandpolis do Estado de Santa
Catarina. Os autores detectaram trés cepas de Nb¥ artir de amostras de agua para
consumo e uma cepa de NoV Gl e outra de Gll em amastra de agua para consumo
clorada, demonstrando que existe um risco a saagm®plulacdo no consumo destas aguas.
Prado e colaboradores (2011) detectaram a circuldgaepas de NoV Gl e Il em amostras
de efluentes de duas estacdes de tratamento de ésgpitalar na area metropolitana do Rio
de Janeiro no periodo de 2005 a 2008.

Em amostras de alimentos, ndo existem estudosasil Buanto a ocorréncia de NoV.

O Unico trabalho publicado apresenta dados daag@aide um método de recuperacdo de
NoV GIll em amostras de alface e queijo tipo “Minastificialmente contaminadas (Fumian
et al, 2009).

1.7.6 Tratamento, prevencgao e controle

N&ao ha tratamento especifico para os NoV. Nosscdgodiarreia aguda, deve-se
ingerir sal de reidratagdo oral ou outras soluciEereidratacdo para reposi¢do de agucares. A
reposicdo de fluidos e eletrélitos é extremamentpoitante para evitar a desidratacdo
(PATEL et al, 2009).

N&o existe ainda uma vacina comercial disponiaeh (NoV (RACZ et al, 2005). Em
2009, durante a 25Conferéncia Nacional de Vacinas para Doencas iEatér foram
apresentados dados sobre o desenvolvimento de acira\bivalente para NoV, formulada a
partir de particulas do virus. Esta vacina indua weposta imune robusta e equilibrada em

camundongos e ratos depois da administracao eieaal e nasal (SHAETTI, 2009).
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Na sua 48 Sessdo, o Comité de Higiene de Alimen@mdex (CCFH) do Codex
Alimentarius criou um grupo de trabalho para elaboracdo de pmoposta com diretrizes
para aplicacdo de principios gerais de higieneamirale de virus em alimentos. O relatorio
emitido pela FAO /WHO classificou os NoV como unsdwincipais agentes etioldgicos de
infecgbes de origem alimentar com maior incidémeimdial. Os produtos frescos, moluscos
bivalves crus e alimentos prontos para consumarfargados como 0sS mais comumente
associados a essas infecgcbes (FAO/WHO, 2008a). €nuento também ressalta a
indisponibilidade de métodos padronizados para tecd@ao de virus em alimentos e a
utilizagé@o destes por poucos paises, alertandesjas tecnologias precisam ser transferidas e
executadas em outras localidades.

Em Julho de 2009, €CFH elaborou o documento CX/FH 09/41/8, atualmente em
revisdo, onde foram abordados os principios geisigiene a serem aplicados no controle
de virus em alimentos. Os NoV foram classificadosggrupo 1 de prioridade, baseado nos
critérios de incidéncia, mortalidade, potenciatrdasmissao e perigo a saude publica.

Para o controle adequado das infec¢fes virais igemoralimentar, se faz necessaria
uma avaliacdo do real potencial de transmissaonamipuladores infectados; a padronizacéo
de métodos de deteccdo de virus em alimentosrvestigacdo de surtos de DTA virais; e 0
desenvolvimento e capacitacdo de laboratoérios gintia para deteccdo das fontes comuns
de surtos ainda no estagio primério. Além da cdat& medidas especificas para o controle
dos virus; identificacdo e énfase do papel dosvias planos de Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle; e da informacdo aos consuregi®obre os riscos dos virus nos
alimentos (FAO/WHO, 2008a).

1.7.7 Métodos de deteccao em alimentos

Muitos esforgos foram realizados nos ultimos armdesenvolvimento de métodos de
deteccdo de virus entéricos em alimentos. Contotesmo sendo utilizados em muitos
paises, existe uma falta de harmonizagéo entreetxdos utilizados (FAO/WHO, 2008a).

Os calicivirus humanos ndo sao cultiviveis em rasticelulares e a sorotipagem
direta utilizando-se anticorpos neutralizantesé@ossivel de ser realizada (GREEN, 2007).

As técnicas moleculares, como areacdo em cadeé@ pm#imerase precedida de

transcricdo reversaR-PCR), sdo considerados os métodos padrdo-ouro paeacdet de
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NoV em amostras de origem clinicas, ambientais alideentos (STALS et al, 2009, 2011).
Contudo, a deteccdo molecular ndo necessariamagitaia presenca de virus infecciosos
(FAO/WHO, 2008a; KONEMAN et al, 2001).

Comparadas as amostras clinicas, a deteccdo deeNo\dlimentos é dificultada
devido a baixa concentracdo de particulas vir@§/HVREMONT et al, 2006), o que requer
grandes volumes de amostras ou metodologias dea seigibilidade. Além disso, algumas
substancias presentes na composicdo dos alimeotiEsnpinibir os métodos utilizados na
deteccao e quantificacdo do material genético (WAQD, 2008a).

Como as amplificacdes peRCR requerem um pequeno volume de amostra e sdo
sensiveis a inibidores, etapas de extracdo e ctvac&a das particulas virais a partir das
amostras de alimentos antes da purificacad®Né sdo necessarias (MORTON et al, 2009;
SANCHEZ et al, 2012).

Além disso, o sequenciamento do genoma tem deradostjue os NoV possuem uma
diversidade genética muito grande, o que dificalelaboracdo de métodos especificos para
todos os genotipos de NoV (FAO/WHO, 2008a;PANG,2@05).

O uso de outros virus como controle interno nauwgd@e dos ensaios também tem sido
muito estudado, com objetivo de identificar possivialhas durante a andlise e evitar
resultados falso-negativos (FUMIAN et al, 2010; MASON et al, 2009; RAJAL et al,
2007b; STALS et al, 2009). A inclusdo de um comtiioterno pode ajudar a elucidar o papel
de importantes variaveis do método aplicado, cofittércia da extracao e purificagcdo dos
acidos nucléicos, e a recuperacdo de patogenoscamadmmentos de filtracdo (RAJAL et al,
2007b). Um resultado negativo no controle interncadte uma etapa de amplificacdo pode
indicar falhas no procedimento devido ao mau fumemoento do aparelho termociclador, erro
na mistura d&@CR baixa atividade da polimerase ou, a presencalg&ancias inibitorias na
amostra (STALS et al, 2009).

Dentre os virus estudados como controle internoemssios de deteccdo de virus a
partir de alimentos, se encontramiNorovirus murino 1 (MNV-1) (SANCHEZ et al, 2012;
STALS et al, 2009, 2011), o calicivirus felino (FCYWMATTISON et al, 2009,2010;
SCHULTZ et al, 2011) e o fago MS2 (SCHERER et @l®. Outro virus ja utilizado, mas
como controle interno na analise de amostras araigea de aguas, é o bacteriofago PP7 de
Pseudomonas aeruginasiste bacteriéfago ja apresentou sucesso comootmiriterno de
métodos de deteccdo de virus humanos em aguasisatMORALES-MORALES et al,
2003; RAJAL et al, 2007b) aguas pluviais (RAJAlakt2007a), e em esgoto (FUMIAN et al,
2010).
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Atualmente, os novos métodos de deteccao de vipastiaa de alimentos tém focado
na otimizacdo das etapas de extragdo, concentrac@ieteccdo dos acidos nucléicos
(FAO/WHO, 2008a; GUEVREMONT et al, 2006; SANCHEZat 2012; SCHERER et al,
2010; STALS et al, 2011; TIAN et al, 2011). Contuyd@m maioria das vezes 0s virus
presentes nos alimentos ndo séo detectados, gefaltpode um método apropriado ou pela
nao disponibilidade do alimento incriminado (MORARIRAYAS et al, 2010). Logo, ainda
existe uma necessidade de métodos de preparac@mali#ras que eluam e concentrem as
particulas virais de uma diversidade de alimen&rs diminuir a sensibilidade do método
molecular utilizado na detec¢do (FAO/WHO, 2008aEYBEMONT et al, 2006).

1.8 JUSTIFICATIVA

O INCQS tem como missdo contribuir para a promagdecuperacdo da saude e
prevencdo de doencas, atuando como referéncianahgmara as questbes cientificas e
tecnoldgicas relativas ao controle da qualidaderddutos vinculados a vigilancia sanitaria.

Com o aumento dos casos de DTA associados aormond& produtos frescos como
as hortalicas, faz-se necessério um monitorameatqualidade higiénico sanitaria destes
alimentos de forma a minimizar riscos que possara gausar danos a saude da populagéo. A
verificacdo da qualidade higiénico-sanitaria dagatigas podera gerar informacdes sobre as
caracteristicas microbiolégicas desses produtosidiabdo possiveis a¢Bes de vigilancia
sanitéria.

Diante da preocupacdo mundial com o papel dos Mo¥etos de gastrenterite aguda
de origem alimentar e da falta de uma metodologdrgnizada para a pesquisa destes virus
em alimentos, € de grande importancia a avaliagdonda metodologia para a pesquisa de
NoV em hortalicas.

Os resultados desse estudo poderdo apresentar HeaBikeiros inéditos sobre a
ocorréncia de NoV em hortalicas, uma vez que naaddbs quanto a ocorréncia destes
patdgenos em alimentos no Brasil.

A determinagdo de uma metodologia eficiente patataccdo de NoV em alimentos
podera ser introduzida para os Lacen, podendo iboimtrpara a elaboracdo de futuros

programas de monitoramento visando tracar o pafdontaminacéo de alimentos por NoV.



42

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a contaminacao pdforovirusgenogrupo Il pela metodologia de concentracéo
por membrana negativa, avaliando o uso de conird&no e eluentes, assim como a
qualidade microbiolégica de alfadeagCtuca sativin natura minimamente processada e de

servigos de alimentacao no Estado do Rio de Janeiro

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar experimentalmente a eficiéncia de re@agd® de NoV Gl e do bacteridfago
PP7 pela metodologia de concentracao por filtr@apdenembrana negativa e avaliar o uso
do bacteriéfago PP7 como controle interno;

= Detectar e quantificar NoV GIll posemi-nested PCRe PCR em tempo real,
respectivamente;

= Caracterizar os NoV Gll detectados por sequencitongarcial do genoma;

= PesquisaBalmonellaspp. e enumerar coliformes totais e termotolesante

= IdentificarEscherichia colpor provas bioguimicas;

= Avaliar as condicdes higiénico-sanitarias de alfaegundo a RDC n° 12/2001;

= Comparar a eficiéncia da metodologia de concerdrguér filtracdo em membrana
negativa na recuperacdo do bacteriofago PP7 e NB\Wd@n uso de solucdo salina
tamponada fosfatada (PBS) e do tampé&o glicina (TG).



43

3 MATERIAL E METODOS

3.1 DETERMINACAO EXPERIMENTAL DA EFICIENCIA DA METQOGIA DE
DETECCAO DE VIRUS A PARTIR DE ALFACE NA RECUPERACADOE NOROVIRUS
GENOGRUPO Il E DO BACTERIOFAGO PP7

Foi realizada uma avaliagdo do desempenho da megiaale deteccdo de virus a
partir de alface na recuperacdo do bacteriofagdATRIC 15692-B2) dd°. aeruginose de
uma cepa NoV GlI. O bacteriofago PP7 foi gentilneecedido pela Dr.2 Verbnica B. Rajal
(Department of Civil and Environmental Engineeritpiversity of California, Davis, One
Shields Avenue, Davis CA 956HJA) tendo sido obtido pela cultura celular deaurepa de
P. aeruginosaATCC 15692 utilizando um protocolo previamente désoRAJAL et al,
2007b). A cepa de NoV GIl foi obtida de uma suspentecal n.° 15085 pertencente a
colecdo do Laboratério de Referéncia em Gastrémtedp Instituto Oswaldo Cruz
(I0C)/Fiocruz,

A avaliacdo preliminar da metodologia foi realizade forma qualitativa e
quantitativa. A analise qualitativa foi realizadelgpcomparag¢do do niumero de amostras que
apresentaram sinal de amplificacdo (positivasP@&® em tempo real e o numero total de
reacdes dePCR em tempo real realizadas. A analise quantitatiova réalizada pela
comparacdo da média do numero de coOpias de genecoperadas nas amostras com o
namero de copias de genoma inoculadas nas mesimak{<et al, 2011). Os resultados das
analises quantitativas e qualitativas foram expesgspectivamente, como “recuperagcao” e
“taxa de sucesso”.

As etapas de processamento das amostras até sediot®NA foram realizadas no
Setor de Alimentos do Departamento de Microbiold@i#&) do INCQS/Fiocruz. O preparo
das reacdes de quantificacdo pBI@R em tempo real foi realizado no Laboratério de
Virologia Comparada e Ambiental (LVCA) do IOC/Fiaet

Para todos os procedimentos moleculares, salagidodlizadas (trés no INCQS e
quatro no LVCA/IOC) foram utilizadas para evitantaiminacao cruzada das amostras.

A suspensao fecal contendo a cepa de NoV GlI r083.%oi utilizada como controle

positivo nas etapas de extracdo de &cidos nuclécoms ensaios moleculares. Agua
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DNAseRNAse livre (BioBasic, Canada) foi utilizada como colg negativo em todos os
procedimentos de avaliacdo do bacteriéfago PP 7No¥eGl|.

3.1.1 Contaminacao artificial das amostras

Uma amostra de alfade natura obtida no comércio no Municipio do Rio de Janeiro
foi dividida em 15 aliquotas de 25 g em sacos ipEstestéreisNhirl-Pak®Bag (Nasco,
Atlanta). Em cada ensaio, trés aliquotas foramaroimadas com 200 puL de uma suspensao
de particulas do bacteriéfago PP7 e 200 pL da ssépdecal de NoV GlI n.° 15085. Duas
aliquotas foram processadas no mesmo ensaio sstasoimoculadas com 200 pL de solugéo
salina tamponada fosfatada (PBS) pH 7,2 (ANEXOrBpresentando o controle negativo.
Foram realizados trés ensaios em dias diferemtizdizendo 15 aliquotas (nove contaminadas

e seis como controle negativo).

3.1.2 Processamento das amostras e concentragfo vir

O processamento das amostras e concentracao doaingeaético viral foi realizado
conforme a metodologia descrita por Fumian e coldwes (2009) com pequenas
modificacdes.

Foram pesados 25 g de cada amostra em sacos gqaasttéreisVhirl-Pak®Bag
(Nasco, EUA), seguidos da adicdo de 225 mL de PBS7@R. Esta suspenséo foi
homogeneizada em aparel§mmachet (Seward, Fisher Scientific, Canada), em velocidade
normal por 1 min para a eluicdo das particulassviccalizadas na superficie da alface. As
amostras foram posteriormente centrifugadas a #@®0por 30 min a 4°C (Beckman Mod.
J2-21, Rotor JS-13, EUA). A porcdo aquosa do sao@me foi transferida para um
erlenmeyer estéril e adicionados 2,5 mL de umac&olde cloreto de magnésio (MgCh 2
M (Sigma-Aldrich, EUA), a fim de se obter uma caomicacdo final de 25 mM de Mg£l

Aferiu-se o pH desta solucdo com uma fita indicadde faixa 0-14 (Merck, Alemanha), e
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quando necessério este foi ajustado para uma tExd - 5 com uma solucdo de acido
cloridrico (HCI) a 6 N (Merck, Alemanha).

As particulas virais presentes na amostra foramcesdradas pelo método de
adsorgéo-eluicdo, utilizando membranas negativaanerarregadas tipo HA 0,4%m
Stericup’ (Nihon Millipore”, Japdo). Todo o volume de amostra foi transfepii@ a parte
superior do sistema de filtracdo, e a parte infeiod acoplado a um compressor/aspirador
(Fanem, Brasil). Realizou-se a completa filtracacathostra. Posteriormente foram filtrados
200 mL de &cido sulfurico @$0O;) a 0,5 mM pH 3,0 (Merck, Alemanha) para remocao de
cations e fixacdo das particulas virais na membrAnamembrana do sistema foi retirada e
transferida para uma placa de Petri descartav&lilegXProlab, Brasil), seguida da adicdo de
15 mL de hidroxido de sodio (NaOH) 10 N pH 10,581(Merck, Alemanha). Esta placa foi
agitada em aparelho tipo “vortex” (IKA, China) pgb® min para eluicdo das particulas virais
adsorvidas na membrana. Esse volume foi transfep@ta o ultrafiltradorCentriprep’
(Millipore, Irlanda) no qual foram adicionados Bl de uma solucdo de tampéao Tris-EDTA
100 X (ANEXO B) e 50uL de uma solucdo de,BO,a 50 mM pH 3,0 (Merck, Alemanha)
para neutralizacdo da solucéo. O ultrafiltradorctmtrifugado a 5.000 rpm por 30 min a 4°C
em centrifuga (Eppendorf 5804 R, F-34-6-38, AlenadnApds a centrifugacao, foi realizada
a afericdo do volume do concentrado. Quando esés@mou volume maior que 2 mL, novas
centrifugacdes a 5.000 rpm por 5 min foram reahsaaté a obtencdo do concentrado viral

com volume< 2 mL. O concentrado viral foi congelado em fregeerperatura de -80°C.

3.1.3 Extracdo de acidos nucléicos

O RNAviral foi extraido a partir de 140L do concentrado viral utilizando-se o kit
QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, EUA) de acordo com as instrucées dodahte. Em

cada extracédo foi eluido um volume final degb0
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3.1.4 Reacgao de transcri¢cdo reversa

Para a sintese doDblA, foi realizada uma reacdo de transcricdo reveRB (
utilizando-se o kiHigh-Capacity(Applied Biosystems, EUA). A mistura da reacad_defoi

realizada conforme o Quadro 2.

Quadro 2 — Reagentes utilizados na reagéo de tigfsceversa

Reagentes Volume (uL)
AguaDNAseRN/Ase livré 5,25
Tampao [10 Xj 2,5
dNTP [100 mM} 1,0
MultiScribe™ReverseTranscriptag80U/uL]" 1,25
Iniciador randémico [10 X] 2,5
SSRNA 12,5
Volume total 25,0

2 BioBasic, Ontario, Canad&Kit High-Capacity(Applied Biosystems, EUA).

A mistura de reacdo foi acondicionada em um apargdrmociclador (MJ
Research/Peltier PTC — 200) e submetida a um pragde: 25°C por 10 min, 37°C por 2 h,
85°C por 5 min e resfriada a 4°C.

Para reduzir a presenca de inibidore® @& foram realizadas reacdes a partir dos 60
UL de acidos nucléicos eluidos e de uma diluicAdedesa proporcdo 1:10 em &gua
DNAseRNAse livre (BioBasic, Canada).

3.1.5 Reacédo em cadeia pela polimerase em tempaea quantificacdo d&lorovirus

genogrupo I

A quantificacdo de NoV GIlI foi realizada pela témidaPCR em tempo real
(KAGEYAMA et al 2003). Os iniciadores, sondas, m@dp/a regido no genoma e tamanho do

fragmento gerado estao descritos no Quadro 3.



47

Quadro 3 — Sequéncia, localizagdo no genoma e tamde fragmento gerado dos iniciadores utilizados n

reacdo em cadeia pela polimerase em tempo reatjpardificacao dé&lorovirusgenogrupo Il

Iniciadores _ Regido no Fragmento .
] Sequencia5 -3’ Referéncia
(polaridade) genoma (pb®
COG 2F(+) CAR GAR BCN ATG TTY RLA-1
AGR TGG ATG AG
COG 2R(-) TCG ACG CCATCT TCA RLA-2 08 Kageyama
TTC ACA et al, 2003
Ring 2(+)(sonda) ™" TGG GAG GGC GAT CGC  RLA-1
AAT CT —Tamra

Legenda dos nucleotideos: R: A/G; Y: C/T; B: C/TRZA/G; N: AIC/T/G.
a4 pares de basB: regido de leitura aberta.

Para a quantificacdo de NoV Gill, foi preparado umstura em microplaca com 96

cavidades (Applied Biosystems, EUA) conforme désaro Quadro 4.

Quadro 4 — Reagentes utilizados na reacdo em camd& polimerase em tempo real para

quantificacao dé&lorovirusgenogrupo I

Reagentes Volume (uL)

AguaDNAseRN#se livré 3,875
PCR Master Mi% 12,5
Iniciador COG 2F[10 uM]° 15
Iniciador COG 2R[10 uM]° 1,5

Sonda Ring 2 [1pM] € 0,625
cDNA 5,0

Volume total 25,0

2 Gibco®, EUA;" Applied Biosystems, EUA; Applied Biosystems, EUA.

Em cada experimento foi aplicada uma curva padei@ldsmideos recombinantes
pCR2.1 (Invitrogen, EUA) contendo inserto de NoM.@l curva foi realizada com diluicdes
seriadas de base 10 dos plasmideos, conformetdgsariFumian (2008).

A eficiéncia da reacdo de amplificacdo da curvagmadoi calculada em percentual
conforme a equacédo 1 (RAJAL et al, 2007b; STALS&I,€2009):
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E = (10"°-1) x 100 (1)
onde E’ (%) é a eficiéncia dBCR e ‘s’ é o coeficiente angular da curva padréo.

A microplaca foi vedada com um filme adesivo (ApglBiosystem, EUA) e a reagao
realizada em plataforma ABI 7500 (Applied Biosysté&ttdA) em um programa de: 50°C por
2 min, seguida de desnaturacdo a 95°C por 10 mthaiclos de 95°C por 15 s e 56°C por 1

min.

3.1.5.1Determinacao do titulo da suspenséao fecal contendepa de Norovirus genogrupo
Il

O célculo do numero de copias de genoma da suspées#l de NoV Gl n.° 15085

inoculadas nas aliquotas de alface (bi realizado conforme a equacéao 2:

Nl:(w) (2)

VEVpVy

Onde n é a média do namero de copias amplificdde®ado na curva padrao; D é o fator de
diluicdo do acido nucléico extraido; V (uL) repmesen os volumes deDiNA produzido
(Ve); de ®NA molde adicionado a reacao BagMan(Vg); do acido nucléico eluido ¢, do
molde utilizado para sintese dDNA (Vp);da suspensédo de particulas virais inoculadas na

amostra (\%); e do acido nucléico extraido da suspensao dipias virais ().

3.1.5.2 Determinacdo do numero de coépias de genoma de Nosogenogrupo Il

recu perados nas amostras

O numero de copias de genoma de NoV Gll/g nas @aso$N.) foi calculado

conforme a equacéo 3:
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N A:(w) (3)

VEVpVE P

Onde n é a média do numero de copias amplificddasgado na curva padréo, D é o fator de
diluicdo do acido nucléico extraido; V (uL) repmesen os volumes deDiNA produzido
(Ve); de ®NA molde adicionado a reacédo tagMan(Vg); do &cido nucléico eluido ¢, do
molde utilizado para sintese dDNA (Vp); do concentrado viral ()J; do acido nucléico

extraido do concentrado viral § e P (g) € a massa da amostra.

3.1.5.3Célculo do percentual de recuperacdo de Norovireisagrupo Il nas amostras

O célculo do percentual de recuperacdo da cepaade Gll n.° 15085 (R) nas

amostras artificialmente contaminadas foi realizaitlavés da equacao 4:

Rn(%) = (Na/N)) x 100 (4)

3.1.6 Reacdo em cadeia pela polimerase em temp@aea quantificacdo do bacteriofago
PP7

A gquantificacdo do bacteriofago PP7 foi realizada TagMan PCRem tempo real
como alvo no gene da replicase, conforme descatoRajal e colaboradores (2007b). Os
iniciadores, sonda, regido do genoma e tamanhaatpnénto gerado estdo descritos no
Quadro 5.
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Quadro 5 — Sequéncia, localizacdo no genoma e tade fragmento gerado dos iniciadores utilizados n

reacdo em cadeia pela polimerase em tempo reatjpardificacdo do bacteriéfago PP7

Iniciadores e sonda _ Regido do Fragmento o
) Sequencia5 -3’ Referéncia
(polaridade) genoma (pb?)
GTT ATG AAC CAATGT 247-270
PP7R-247f (+)
GGC CGT TAT
CGG GAT GCC TCT GAA 320-339 Rajal et
PP7R-320r (-) 73
AAA AG al, 2007b
PP7R- PAMTCG GTG GTC AAC GAG  274-298
274p(+)(sonda) GAA CTG GAA CTAVRA

& pares de base.

Para quantificacdo preparou-se uma mistura em uro@ptaca com 96 cavidades

(Applied Biosystems, EUA) conforme descrito no Queafl

Quadro 6 — Reagentes utilizados na reacao em cpdkiagpolimerase em tempo real para quantificagho d

bacteriéfago PP7

Reagentes Volume (uL)
AguaDNAseRN/Ase livré 4,7
PCR Master MiX 12,5
Iniciador PP7R-247f [1QM] € 1,25
Iniciador PP7R-320r[1QM] ¢ 1,25
Sonda PP7R-274p [1M] € 0,3
cDNA 5
Volume total 25

2 Gibco®, EUA;"- Applied Biosystems, EUA; Applied Biosystems, EUA.

Em cada experimento foi aplicada uma curva pade&i@ldsmideos recombinantes
pCR2.1 (Invitrogen, EUA) contendo insertos do gdaereplicase do bacteri6fago PP7. A
curva foi realizada através de diluicdes seriagdsase 10 dos plasmideos, conforme descrito
por Fumian e colaboradores (2010).

O calculo da eficiéncia da reacao de amplificagiadalizado conforme descrito no
item 3.1.5.
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A microplaca foi vedada com um filme adesivo (ApglBiosystem, EUA) e a reagao
realizada em plataforma ABI 7500 (Applied BiosystéttdA) num programa de: 50°C por 2
min para ativacdo da enzima UNG, seguida de desigdim a 95°C por 10 min e 40 ciclos de
95°C por 15 s e 60°C por 1 min.

3.1.6.1Determinacéo do titulo da suspenséao contendo biatago PP7

O numero de coOpias de genoma do bacteriéfago Rituladas na amostra,)Foi

calculado conforme a equacéo 2 descrita no iterb.3.1

3.1.6.2Determinacdo do numero de copias de genoma do fiiafetgo PP7 recuperadas nas

amostras

O numero de coépias de genoma do bacteriéfago &Riperadas na amostra)Foi

calculado conforme a equacéo 3 descrita no iterb.2.1

3.1.6.3Calculo do percentual de recuperacao do bacteriofRg7

O calculo do percentual de recuperacao do batagodP7 (R) foi realizado através

da equagéao 5:

Re(%) = (R/P) x 100 ()



52

3.2 ANALISES DAS AMOSTRAS DE ALFACElL(actuca sativi

3.2.1 Amostragem

Foram analisadas 90 amostras indicativas de alfd@eamostrasin natura 30
minimamente processadas e 30 prontas para constowengente de estabelecimentos de
alimentacdo). As amostras foram obtidas no comédcoEstado do Rio de Janeiro e
codificadas com as inicias: “IN” para amostiasaturg “MP” para amostras minimamente
processadas; e “SA" para as amostras de pratoprneara consumo oriundos de servicos de
alimentacéo.

As amostras foram coletadas pela Vigilancia Saaitéo Municipio e do Estado do
Rio de Janeiro, com objetivo de atender ao “Prograwacional de Monitoramento da
Qualidade Sanitaria de Alimentos - PNMQSA”. ApoOs caleta, as amostras foram
acondicionadas em embalagens de transporte solgeraffdo e enviadas ao Setor de
Alimentos do Departamento de Microbiologia do INCR)&cruz para realizagdo dos ensaios.
Quando n&o analisadas imediatamente, as amosti@® festocadas sob refrigeragdo em

temperatura de 2 -8°C até o momento dos ensaios.

3.2.2 Deteccao e quantificacdoNerovirusgenogrupo |l

Foi realizada a pesquisa de NoV Gl e a quantiioado namero de copias do genoma
de NoV Gll/g em todas as amostras de alface.

Anteriormente a realizagdo dos ensaios, as amad¢rasampo foram contaminadas
artificialmente com 50 pL de uma suspensao contéadteriofago PP7 (ATCC 15692-B2)

deP. aeruginosautilizado como controle interno do processamea®amostras.
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3.2.2.1Processamento das amostras e concentragao viral

O processamento das amostras e concentracao doaingeaético viral foi realizado
de acordo com o item 3.1.2. com uma modificacdoirv@s de se utilizar sacos plasticos
estéreiswhirl-Pak® Filter Bag (Nasco, EUA), foram utilizados sacos com filtreeimo do
mesmo fabricante. Dessa forma, apds a homogeneizmgzaparelhn&Gtomachet, a porcdo
aquosa do filtro foi transferida para um erlenmegstéril e foram seguidos 0os mesmos
procedimentos descritos no item. Um esquema gasakthpas esté ilustrado no APENDICE
A.

3.2.2.2 Semi-nested reacdo em cadeia pela polimerase pateccgo de Norovirus

genogrupo |l

As reacdes deemi-nested PCHRoram realizadas no Setor de Alimentos do DM do
INCQS/Fiocruz. A suspensao fecal contendo uma depaloV Gll n.° 15085foi utilizada
como controle positivo e aguBNAseRNAse livre (BioBasic, Canada) como controle
negativo nos ensaios moleculares.

Na deteccao qualitativa de NoV Gll, empregou-sesigtema desemi-nested RT-PCR
gue tem como alvo o gene B&NA polimerase viral (BOXMAN et al, 2006). Os iniciads,

respectiva regiao no genoma e tamanho do fragngeméolo estdo descritos no Quadro 7.

Quadro 7 — Sequéncia, localizagdo no genoma e tonde fragmento gerado dos iniciadores utilizadms n

semi-nestedeacdo em cadeia pela polimerase para detecgdordgirusgenogrupo |l

Iniciadores _ Regido no Fragmento .
, Sequenciab - 3 Referéncia
(polaridade) genoma (pb?
JV13l (-) TCATCA TCA CCATAG AAI GAG  4585-4605 327
Boxman et
JV12Y° (+) ATACCACTATGA TGC AGA YTA 4279-4299 | 2006
al,

Noroll-R’ () AGC CAG TGG GCG ATG GAA TTC 4495-4515 236

Legenda dos nucleotideos: Y: pirimidina (C/T)nosina; N: A/C/T/G.
4 pares de bas®; Combinacao de iniciadores para reacdeatei-nestedlV12Y e Noroll-R.
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Foram realizadas duas reagcdes sequenciais, conftaseato no Quadro 8.

Quadro 8 — Reagentes utilizados nas reacdesmenestedeacao em cadeia pela polimerase para

deteccdo ddlorovirusgenogrupo Il segundo Boxman et al. (2006)

Reagentes Volume (uL)
AguaDNAseRNAse livré 38,0
Tampéo [10 Xj 5,0
dNTP [10 mMY 1,0
MgCl,[50 mM]° 1,5
Iniciadores JV13I [LM] e JV12Y [10uM]€ (12 Reacao) 1,0
Iniciadores JV12Y [1@M]° e Noroll-R [10uM] (22 Reacédo 1,0
TagPlatinum DNApolimerase [5 UiL]" 0,5
cDNA 2,0
Volume total 50,0

2 Bio Basic, Canada&: Platinum® Taq DNA Polymeragenvitrogen, EUA): - Invitrogen, EUA.

A mistura da primeira reagcdo foi acondicionada gmarelho termociclador (MJ
Research/Peltier PTC — 200) e submetida a um pragoe: desnaturacgéao inicial a 94°C por 5
min, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 94rC puon, anelamento a 37°C por 1,5 min e
extensdo a 72°C por 30 s, com uma extensao fir2il@ por 7 min.

Para analise dos “amplicons”, iQ do produto amplificado foram acrescidos plL2
de tampéo de aplicacdo corado (ANEXO B) e estaumaistoi submetida a eletroforese
(PowerPac Basic/Bio-Rad) em gel de agarose (Sigheani€al Company, EUA) a 1,5% em
tampéao Tris—Acetato EDTA 1X (Invitrogen, EUA) (ANEXB) a 100 V por 50 min. Como
marcador de massa molecular utilizou-ge4de Tracklt ™100 bp DNA LaddefInvitrogen,
EUA). Posteriormente o gel foi corado em solucadmbeneto de etidio a 0,5 pg/mL (Sigma
Chemical Company, EUA) por 15 min, e visualizado amalisador de imagens (GE
Healthcare, Inglaterra).

A visualizagdo de um fragmento de aproximadameré @b, combinacdo dos
iniciadores JV13l e JV12Y (Quadro 7) sugere a mreasele NoV Gll na amostra.

Os produtos obtidos na primeira reacéo foram subdaset uma segund®CR (semi-
nestedl para identificacao da presenca de NoV Gll, indédpatemente da presenca ou nédo do
produto de 327 pb, conforme descrito no Quadro 8mi&tura da segunda reagao foi
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acondicionada em aparelho termociclador e submatida programa de: desnaturacao inicial
a 94°C por 5 min, seguida de 40 ciclos de desrgitara 94°C por 30 s, anelamento a 37°C
por 30 s e extensdo a 72°C por 1 min, com uma s&beimal a 72°C por 7 min.

Para andlise dos “amplicons” utilizou-se amassaecutér Tracklt ™ 50 bp DNA
Ladder(Invitrogen, EUA) para melhor visualizagcdo do freento alvo.

O aparecimento de um fragmento de 236 pb (combindgd iniciadores JV12Y e

Noroll-R) indica um resultado positivo para a presede NoV Gl na amostra.

3.2.2.3Caracterizagcao molecular

O sequenciamento das amostras foi realizado no ratya de Tecnologia
Recombinante de Bio-Manguinhos/Fiocruz.

Os produtos deeminested PCRoram diretamente sequenciados, apos purificacao
com o kitBig Dye® Terminator Direct Sequencin@g\pplied Biosystems, EUA),com uso dos
iniciadores JV12Y e Noro-Il para NoV Gll (Quadrg, tfilizando a plataform&BI Prism
3730 Genetic AnalyzgApplied Biosystems, EUA) segundo o protocolo désgor Otto e
colaboradores (2008).

As sequéncias foram alinhadas e editadas comgrgma BioEDIT ver. 7.0 (HALL,
1999) e comparadas com outras sequencidational Center for Biotechnology Information
(NCBI/GenBank) littp://www.ncbi.nlm.nih.goy/ utilizando o programa BLASTN 2.2.26+.

3.2.2.4Reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real gaaatificacdo de Norovirus

genogrupo Il

A quantificacdo de NoV GII nas 90 amostras decalfaa determinacdo do numero de
copias recuperadas nas amostras foram realizadé&smoe descrito nos itens 3.1.5 e 3.1.5.2,

respectivamente.
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3.2.3 Pesquisa dgalmonellaspp.

Para cada amostra foi realizada a pesquis@atil@onellaspp. conforme descrito por
Andrews e Hammack (2011).

As seguintes cepas de referéncia foram utilizadasaontroles dos meios de cultura
nas diferentes etapas das analiSsdmonellaTyphimurium - INCQS 150 (ATCC 14028);
Escherichia coli INCQS 033 (ATCC 25922Proteus vulgaris INCQS 106 (ATCC 13315)
e Staphylococcus aureudNCQS 015 (ATCC 25923). As cepas foram obtida€olecéo de
Micro-organismos de Referéncia em Vigilancia SaidteCMRVS) do INCQS/Fiocruz.

O resultado foi expresso como presenca ou ausda@almonellaspp. em 25 g da

amostra.

3.2.3.1Pré-enriquecimento

Em condi¢bes assépticas, foram pesados 25 g ddrareas um saco plastico estéril
tipo Stomacher60 (Seward, Fisher Scientific, Canada). Em segfodam adicionados 225
mL de caldo lactosado (BD, Sparks, EUA). O sacstja foi posicionado em um aparelho
Stomachet (Seward, Fisher Scientific, Canadd) para homogapdiz da amostra em
velocidade “normal” durante 60 segundos. Postegoisy o homogenato foi mantido a
temperatura ambiente por 60 + 5 min. Apos essegerio conteudo do saco plastico foi
homogeneizado e o pH ajustado para 6,8 + 0,2 comsglucdo de NaOH a 1IN (ANEXO
B). O pré-enriquecimento foi incubado em estufadramdgica a 35 + 2°C por 24 + 2 h.

3.2.3.2Enriquecimento seletivo

O pré-enriquecimento foi homogeneizado vagarosamema aliquota de 0,1 mL foi
transferida para um tubo contendo 10 mL de meiopRaqrt-Vassiliadis (RV) (Merck,
Alemanha) e uma aliquota de 1 mL foi transferideapabo contendo 10 mL de caldo

tetrationato (TT) (Merck, Alemanha) adicionado dd @nL de uma solucdo de verde
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brilhante a 0,1% (ANEXO B) e 0,2 mL de uma soludé&dodo-iodeto de potassio (ANEXO
B). Os tubos foram homogeneizados em agitador‘tipdex” (IKA, China). As cepas d§.
Typhimurium eE. coli foram utilizadas como controle positivo e negatiaspectivamente,
do meio RV e do caldo TT. O meio RV foi incubado leamho-termostatico (Thermo, EUA)
a 42 +0,2°C por 24 £ 2 h. O caldo TT foi incubasho estufa bacterioldgica a 35 + 2°C, para
as amostras de hortalicas minimamente processadasservicos de alimentagéo, e a 42 +
0,2°C por 24 + 2 h para as amosiragatura(em teoria, contém maior quantidade de micro-

organismos acompanhantes).

3.2.3.3lsolamento

A partir dos caldos de enriquecimento seletivo éTRV), uma algcada foi semeada de
cada tubo previamente homogeneizado, pela técmicasgotamento, nos seguintes meios
seletivo-indicadores: agar entérico Hektoen (HK)e(tk, Alemanha), agar xilose lisina
desoxicolato (XLD) (Merck, Alemanha) e agar RambéeB) (Merck, Alemanha). A cepa
de S. Typhimurium foi utilizada como controle positivoslmeios; e as cepas Hecolie S.
aureusforam utilizadas como controles negativo de indicag selecao, respectivamente. As
placas foram incubadas em posicao invertida a Z%tdurante 24 + 2 h.

A morfologia das coldnias crescidas nos meios dinsento foi comparada com o
crescimento da cepa padrdo Saimonellasemeada. As colonias suspeitasSd@monella
sSpp. apresentam-se nos meios seletivo-indicadooaigrme descrito abaixo:

» agar HK - colénias verde-azuladas ou azuis, coseou centro negro brilhoso. Culturas
de Salmonellaspp. também podem apresentar colénias totalmegtas e brilhosas;

e 4gar XLD - colbnias vermelhas transparentes, consesa centro negro brilhoso, ou
coldnias totalmente negras e brilhosas;

e agar RB - colénias de coloracdo rosa escuro a Veon&om ou sem bordas
transparentes.

A cepa de referéncia de. coli apresenta coloracdo amarela no agar XLD, col6nias
alaranjadas no agar HK e colbnias azuladas a vimh@gar RB. A cepa d8. aureus

apresenta pouco ou nenhum crescimento nos meiostdss
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3.2.3.4Triagem bioquimica

Com o auxilio de uma agulha bacteriologica, foiathr o centro de cada colbnia
suspeita para semeadura em &agar triplice acucar (@SI) (Merck, Alemanha), com
perfuracdo da base em profundidade e estrias reafiigp, sem flambar a agulha, a base do
agar lisina ferro (Merck, Alemanha) foi perfuradiuas vezes, em diferentes locais e, em
seguida, a agulha foi deslizada pelo centro da rBoje do agar. As cepas dS.
Typhimurium eE. coli foram utilizadas como controle positivo e negattas meios,
respectivamente, além de um tubo de cada meioerdeaglo. Os tubos foram incubados 35
+ 2 °C durante 24 + 2 h.

Foram consideradas como suspeitaSalenonellaspp. as culturas que apresentaram, na
triagem bioquimica, os resultados descritos a segui
. agar TSI - superficie alcalina (vermelha) e baselaagamarela), com ou sem
producao de b6 (escurecimento do meio);

. agar lisina e ferro - reacao alcalina (roxo) naebds tubo com ou sem producao de

H,S (escurecimento do meio). Foram considerados caomagativos os tubos que
apresentaram reacao acida (amarela) na base.

Cada cultura suspeita dgalmonellaspp. foi semeada em tubo de agar nutriente
inclinado (Difco, EUA) e este incubado a 35 + 2diante 24 + 2 h.

3.2.3.5Prova da urease

A partir do crescimento do agar nutriente ou dor 8§&l, uma alcada com grande
massa de crescimento foi semeada, com movimentestdas, na superficie do agar uréia
(Merck, Alemanha). As cepas d& Typhimurium eP. vulgaris foram utilizadas como
controle negativo e positivo do meio, respectivamealém de um tubo do meio nao
semeado. Os tubos foram incubados a 35 + 2 °C t@u2dnt+ 2 h. As culturas dealmonella
Spp. sdo urease negativas e, portanto ndo causalficaagio na coloracdo do meib.

vulgarisse apresentam como urease positivos, alterandod® coeio para rosa intenso.
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3.2.3.6Sorologia polivalente

As culturas caracteristicas 8almonellaspp. obtidas a partir do agar TSI ou do agar
nutriente foram semeadas em um novo tubo de aggeme e incubadas a 35 + 2°C por 24 +
2 h. Apé6s o periodo de incubagédo, acrescentourske de uma solucdo de cloreto de sodio
(NaCl) a 0,85% (Merck, Alemanha) no tubo de agdriente, e este foi homogeneizado.
Uma gota desta suspenséao foi depositada na exadenide uma lamina de vidro limpa e
desengordurada, seguida do acréscimo de uma gosmldgdo de NaCl a 0,85%. Esta
suspensao foi homogeneizada com auxilio de umopaditmadeira estéril. As culturas que
apresentaram aglutinacdo com solucdo de NaCl @@f8tam classificadas como auto-
aglutinaveis. O ensaio prosseguiu somente comlagasique ndo aglutinaram com solucéo
de NaCl a 0,85%. Na outra extremidade da laminagsiu-se uma gota da suspensao
bacteriana do agar nutriente, seguido do acrésdeamama gota de anti-soro polivalente para
Salmonellaspp. (Probac, Brasil). A suspensao foi homogedaizzom palito de madeira
estéril; e a lamina inclinada com movimentos lexesculares, continuamente por 1 minuto.
A formacado de grumos na mistura que contém o andiqsolivalente caracterizou o resultado

como positivo.

3.2.4 Enumeracao de coliformes

Para cada amostra de hortalica realizou-se a eagétwerde coliformes totais e
termotolerantes segundo Feng e colaboradores (2002)

As seguintes cepas de referéncia foram utilizada®aontroles dos meios de cultura
nas diferentes etapas das andligescoli INCQS 0033 (ATCC 25922)S. aureusINCQS
0015 (ATCC 25923) . aeruginosdNCQS 0099 (ATCC 27853).As cepas foram obtidas na
CMRVS do INCQS/Fiocruz.
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3.2.4.1Preparo do homogenato e diluicoes

Em condicdes assépticas, foram pesados 20 g ddrareas saco plastico estéril tipo
Stomacher460 (Seward, Fisher Scientific, Canadd). Em segaidicionou-se 180 mL de
solucdo tampéo fosfato de Butterfield (TB) (ANEXQ. B saco plastico foi posicionado no
aparelhoStomachete a amostra homogeneizada em velocidade “normaiintel 1 min. A
partir do homogenato (diluicio $pforam preparadas diluicdes decimais acrescentamdb
da diluicdo anterior em um frasco contendo 9 mLT8e até a diluicdo 16 As diluices
preparadas foram homogeneizadas em agitador tipade®’ (IKA, China). As diluicdes

foram utilizadas em um intervalo maximo de 15 npdsao seu preparo.

3.2.4.2Teste presuntivo para bactérias coliformes

A partir de cada diluicdo, aliquotas de 1 mL fortnansferidas para trés tubos
contendo 10 mL de caldo lauril sulfato triptose Th.Merck, Alemanha) com tubo de
Durhan. As cepas dgé. coli e S. aureudoram utilizadas como controle positivo e negativo,
respectivamente, do meio LST. Os tubos foram indod&m estufa bacteriolégica a 35 + 2°C
por 24 + 2 h. Apds o periodo de incubacao, venifise se houve turvacao e presenca de gas
nos tubos de Durhan. Os tubos negativos foram ada por mais 24 + 2 h. Os tubos

positivos foram submetidos aos testes confirmatqrara coliformes totais e termotolerantes.

3.2.4.3Teste confirmatdrio para coliformes totais

Com o auxilio de algca bacteriolégica o crescimaetgacada tubo positivo de LST foi
semeado em um tubo contendo 10 mL de caldo VerdbaBte Bile Lactose (VBBL)
(Merck, Alemanha). As cepas &e colie S. aureugoram utilizadas como controle positivo e
negativo, respectivamente, do caldo VBBL. Os tuldosam incubados em estufa

bacteriologica a 35 * 2°C por 24 + 2 h. Posterioi@es tubos foram verificados quanto a
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presenca de gas nos tubos de Durhan. Os tubosvesgliram reincubados nas mesmas
condicdes e observados novamente até 48 + 2 h.

3.2.4.4Teste confirmatdrio para coliformes termotolerantes

Com o auxilio de alca bacteriologica, o crescimel@aada tubo positivo de LST foi
semeado em um tubo contendo 10 mL de caldo EC ERIA). As cepas dé&. colie P.
aeruginosdoram utilizadas como controle positivo e negatiespectivamente, do caldo EC.
Os tubos foram incubados em banho-termostatico s@mtema de circulagdo de agua
(Thermo, EUA) a temperatura de 45;50,2°C. ApoOs 24 + 2 h os tubos foram avaliados
quanto a presenca de gas nos tubos de Durhan.b@s megativos foram reincubados nas

mesmas condicdes e observados novamente até 48 + 2

3.2.4.5Célculo e expressao do resultado

Foram considerados como positivos 0s tubos queapia@am crescimento e formagéo
de gas no caldo VBBL e caldo EC. O resultado faregso conforme a avaliacdo dos tubos

positivos de cada série e os valores de NMP desard ANEXO A.

3.2.5 Identificacdo dEscherichia coli

As seguintes cepas de referéncia foram utilizada®aontroles dos meios de cultura
nas diferentes etapas das analiEesoli INCQS 0033 (ATCC 25922F. aeruginosdNCQS
0099 (ATCC 27853)S. Typhimurium- INCQS 150 (ATCC 14028E. aerogenesNCQS
0145 (ATCC 13048); &. aureudNCQS 0015 (ATCC 25923) e. As cepas foram obtitas
CMRVS do INCQS/Fiocruz.

Uma alcada dos tubos positivos de caldo EC prexidéen homogeneizados foi
semeada, pela técnica de esgotamento, no agaraEamih de Metileno segundo Levine (L-

EMB) (Merck, Alemanha). As cepas de coli e P. aeruginosaforam utilizadas como
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controle positivo e negativo, respectivamente, gir &-EMB. As placas foram incubadas em
posicdo invertida a 35 + 2°C durante 18-24 h.

Duas colbnias caracteristicas (col6nias escuras lmilho metélico) de cada placa
foram semeadas em agar nutriente (Difco, EUA) ebadas a 35 + 2°C durante 18-24 h para

realizagéo dos testes posteriores.

3.2.5.1Coloracédo de Gram

A partir do crescimento em agar nutriente, foi pregda uma suspensao da cultura
bacteriana em uma gota de solucédo de NaCl a 0,8&xcK, Alemanha) em uma lamina de
vidro limpa e desengordurada. O esfregaco foi ixad chama do bico de Bunsen e corado
com solucéo de cristal violeta (ANEXO B) por 1 miklamina foi lavada em &gua limpa
corrente. Em seguida adicionou-se uma solucaogié (ANEXO B) por 1 min e a lamina foi
lavada. O esfregaco foi descorado com etanol a @&8fck, Alemanha) até que a coloracdo
azulada desaparecesse e lavado em agua limpa teorAgiicou-se sobre a lamina uma
solucdo de safranina (ANEXO B) por 30 s. Foi realez uma ultima lavagem e a lamina foi

seca em temperatura ambiente e examinada em nmipiositico (Olympus, Japao).

3.2.5.2Producéo de indol

A partir do crescimento do agar nutriente, com leuxlie uma agulha bacteriologica,
foi realizada a semeadura no centro do meio SIM¢kélemanha). Como controle positivo
do meio utilizou-se uma cepa de referéncid&deoli e como controle negativo uma cepa de
referéncia d&. Typhimurium. O meio foi incubado a 352°C durante 24 2 h. Em seguida,
adicionou-se ao crescimento 0,2 - 0,3 mL de reageld Kovacs (ANEXO B). O

aparecimento de um anel réseo na superficie do imditou resultado positivo.
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3.2.5.3Prova de Voges-Proskauer

A partir do crescimento do agar nutriente, com lauxlie uma alca bacterioldgica, foi
realizada a semeadura em um tubo contendo 3 mlalde &R-VP (Merck, Alemanha).
Foram utilizadas as cepas de referénci&dierobacter aerogenesE. coli como controle
positivo e negativo, respectivamente. Os tubosridrecubados a 35 2°C durante 4& 2 h.
Apos o periodo de incubacdo, 1 mL da cultura fmdferido para um tubo de ensaio estéril.
A este tubo adicionou-se 0,6 mL de solucéo deraftsl a 5% em etanol (VP1 — ANEXO B)

e 0,2 mL de hidroxido de potassio a 40% (VP2 — AREXR). Os tubos foram
homogeneizados e a estes acrescentados cristaieatea (Merck, Alemanha), a fim de
acelerar a reacdo. Os tubos foram mantidos duchréde horas a temperatura ambiente. O

aparecimento de coloracdo rosea indicou resultagiviyo.

3.2.5.4Prova de vermelho de metila

Apés a retirada da aliquota de 1 mL do crescimeatcaldo MR-VP (item 3.2.5.3), as
culturas foram novamente incubadas a=33C por mais 4& 2 h. Foram utilizadas as cepas
de referéncia d&. coli e E. aerogenesomo controle positivo e negativo, respectivamente
Foram adicionadas 5 gotas do reagente vermelhoeti@rfANEXO B). O aparecimento de

coloracao vermelha indicou uma reacao positivd@agéo amarela uma reacado negativa.

3.2.5.5Utilizag&o de citrato

A partir do crescimento do agar nutriente, comilauxle uma agulha bacteriologica,
foi realizada a semeadura, com um leve indculosunzerficie do meio citrato segundo
Simmons (BD, EUA). Utilizou-se como controle positiuma cepa de referéncia &e
aeruginosae como controle negativo uma cepa de referénck deli. O meio foi incubado

a 35% 2°C durante 9& 2 h. O surgimento de coloracédo azul indicou reggaitiva.
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3.2.5.6Producao de gés a partir de lactose

A partir do crescimento em agar nutriente, comlauge uma alca bacterioldgica, foi
realizada a semeadura em um tubo contendo caldo(Mgfck, Alemanha) com tubo de
Durhan. As cepas dgé. coli e S. aureudoram utilizadas como controle positivo e negativo,
respectivamente, do meio LST. Os tubos foram indod@&m estufa bacterioldgica a 35 + 2°C
por 48 £ 2 h. Ap6s o periodo de incubacéo, os tditm@sn verificados quanto a presenca de

gas nos tubos de Durhan.

3.2.5.7Interpretacéo

Foram consideradas conte. coli os isolados que apresentaram caracteristicas de
bastonetes Gram negativos, ndo formadores de esgermentadores de lactose e com o
seguinte resultado na sequéncia de provas bioqasrdi@ IMViC (Indol, Vermelho de Metila,
Voges Proskauer e Citratdj: coli (biotipo 1)+ + - -; E. coli (biotipo 2)- + - -.

3.2.6 Avaliacéao do padréo microbiolégico segundReaolucao da Diretoria de Colegiado n.°
12/2001

Para interpretacdo dos resultados, foram comparadosalores encontrados nas
andlises com os estabelecidos na RDC n.° 12/20BVI@A, 2001) apresentados no item
1.3.5 (Quadro 1). Realizada essa comparacéo, asraséoram classificadas, de acordo com
a mesma RDC, como: produtos em condicfes sanit&asisfatorias, cujos resultados
analiticos se apresentaram abaixo ou iguais aebedstidos para amostra indicativa; ou
produtos em condi¢Bes sanitarias insatisfatéria@scresultados analiticos se apresentaram
acima dos limites estabelecidos para amostra itnkca
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3.3 COMPARACAO DA SOLUCAO SALINA FOSFATADA TAMPONAB E TAMPAO
GLICINA NA RECUPERACAO DE NOROVIRUS GENOGRUPO I E DO
BACTERIOFAGO PP7

Foi realizada uma avaliagéo para determinar aégfoca do PBS e do TG (ANEXO B)
na recuperacéao do bacteriéfago PP7 e de NoV (fta pde alface minimamente processada.

A recuperacdo de NoV Gl e do bacteriofago PP7nfovaliadas qualitativa e
guantitativamente, sendo que para NoV Gll a andjisditativa também foi realizada com a
utilizacdo da técnica deeminested PCRNo PCR em tempo real, a taxa de sucesso foi
calculada pela comparacdo do niumero de amostragprasentaram sinal de amplificacédo
(positivas) e o numero total de reacfesPdR em tempo real realizadas. deminested
PCR esta andlise foi feita pela comparacdo do numerardostras que apresentaram o
fragmento de tamanho esperado para reacao defickeg@ip de NoV Gll e o0 numero total de
reacOes deseminested PCRespecificas para NoV Gll realizadas (STALS et all1). A
analise quantitativa foi realizada pela comparat@onédia do niumero de copias de genoma
recuperadas nas amostras com o numero de cépigesndena inoculadas nas mesmas. Os
resultados das analises quantitativas e qualimafioeam expressos, respectivamente, como
“recuperacdo” e “taxa de sucesso”.

Na realizacdo destes estudos, 650 g de uma andesalface americana minimamente
processada obtida no comércio no Municipio do Ridaheiro foram utilizadas como matriz.
A matriz foi dividida em 26 aliquotas de 25 g erocsaplasticos estéreis com filtihirl-
Pak® Filter Bag(Nasco, EUA) sendo codificadas de A até Z.

A partir da suspensdo do bacteriéfago PPY) @@a suspensao fecal da cepa de NoV
Gll n.° 15085 (18) foram realizadas diluicdes decimais sucessivasignaDNAseRNAse
livre (BioBasic, Canada) até T0Cinquenta microlitros de cada uma das susperfstas
utilizadas para infeccdo de seis aliquotas; e duasstras foram utilizadas como controle
negativo, sendo apenas infectadas com 50 pL deemssép do bacteri6fago PP7 L0
(Quadro 9). As aliquotas A até L e W foram proceéasaom uso do PBS e as aliquotas M até

Y e Z foram processadas com uso do TG (Quadro 9).
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Quadro 9 - Suspensdes virais utilizadas na contagindas aliquotas e seus respectivos tampdeadbii no

processamento

Fator de diluicdo da suspenséo viral

Aliquotas contaminadas

Norovirusgenogrupo

Bacteriofago PP7

Solucdo salina fosfatada

Tampao glicina

Il n.° 15085 tamponada
10 10 A, B,C M, N, O
10" 10" D,EF P,Q,R
107 107 G, H, I S, T,U
10° 10° J, K, L V, X, Y
- 10° W z

As amostras foram processadas conforme os procetitimmdescritos nos itens 3.2.2.1
a3.224e315a3.1.6.

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as andlises estatisticas foram realizadasogoama Biostat 5.0 (Universidade
Federal do Pard, Brasil, 2007).

3.4.1 Comparacdo do numero de coliformes totaiermdtolerantes entre as amostras de

alface

A comparacao entre o numero de coliformes nasta&ses de amostras foi realizado

pelo Teste de Kruskal-Wallis, seguido da comparggio Método de Dunn. As diferencas

foram consideradas estatisticamente significatiya@sndo oP-valor obtido foi menor que

0,05.
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3.4.2 Correlacdo da presencaEdeherichia colientre as amostras de alface

Para analise estatistica da ocorréncid&deoli entre as trés classes de amostras, foi
realizado o Teste Binomial (duas proporc¢des), patarminar se a propor¢ao desta bactéria
era diferente entre as amostras.As diferencas fox@mnsideradas estatisticamente

significativas quando B-valor obtido foi menor que 0,05.

3.4.3 Comparacgao da recuperacao do controle inartme as amostras de alface

A comparacgdo da recuperacdo do bacteriéfago PIRY asntrés classes de amostras de

alface foi realizada conforme descrito no item133.4.

3.4.4 Avaliacdo do desempenho das solugfes salsfiatdda tamponada e tampé&o glicina na

recuperacgédo de virus a partir de alface

A avaliacdo do desempenho das solugcbes de eluggdiecnperacdo de NoV Gll n.°
15085e do bacteriofago PP7 foi realiza pelo TesteMann-Whitney, uma vez que as
varidveis numéricas ndo apresentaram uma distébuigormal. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quariigalor obtido foi menor que 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DO DESEMPENHO DA METODOLOGIA DE CONCETRACAO POR
MEMBRANA NEGATIVA NA RECUPERACAO DE NOROVIRUSGENOGRUPO Il E
DO BACTERIOFAGO PP7 A PARTIR DE ALFACE

Uma avaliacdo preliminar as analises das amostrasutipo foi realizada de forma a
averiguar o desempenho da metodologia utilizadée restudo. Com este propdésito, foram
realizados trés ensaios independentes, em triglicd¢ contaminacdo artificial com o
bacteriéfago PP7 e NoV GII n.° 15085 em uma amadtralfacen natura A escolha da
matriz teve como objetivo simular o pior cenériotte as trés classes de produtos avaliados
nesse estudo (alfage natura minimamente processada e de prato pronto pasuow) uma
vez que este tipo de alimento ndo sofre nenhunpa el lavagem e/ou sanitizacao.

Pela PCR em tempo real detectou-se até 15 copias/reacaDNid plasmidial do
bacteriéfago PP7 com um valor médio de cibl@shold(Ct) de 39,24 e 25 copias por reacdo
do DNA plasmidial de NoV GIlI com um valor médio de Ct3%g15. A eficiéncia das reacdes
foi de 84,1 e 99,2% para amplificacdo do bactegofBP7 (y = -3,7731x + 43,80) e da cepa
de NoV GIlI (y = -3,3407x + 39,94), respectivamerdmbas as curvas apresentaram um
coeficiente de regressao quadratico R8)992.

Os resultados da contaminacdo experimental dast@®a®m o bacteriéfago PP7 e a
cepa de NoV GIl estdo descritos na Tabela 1. Cehafago PP7 foi detectado em todas as
amostras contaminadas e néo detectado nos contegasivos. A taxa de recuperagao variou
de 0,12 a 2,08%, com uma média de 0,63+ 0,43(TdheMoV Gl foi detectado em seis das
nove amostras contaminadas (66,7%) e ndo deteci@sla@ontroles negativos. A taxa de
recuperacao variou de 0,06 a 0,67%, com uma méde2d + 0,20(Tabela 1).
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Tabela 1- Avaliagcdo do desempenho do método degetede virus em alface natura artificialmente
contaminadas com bacteriéfago PP7Nerovirus genogrupo Il. Os valores representam a média &g tr
experimentos independentes realizados em triplicata

Virus N.° de copias de  N.° de copias de genome Recuperacéo
genoma inoculadas recuperadas no + DP (%)°
(x10°%) concentrado + DP(x10°)  (Taxa de sucess0)
PP7 2934,29 + 1861,44 21,36 + 25,98 0,63 +0,43(9/9
NoV GlI 16,69 + 3,35 0,036 + 0,029 0,24 + 0,20(6/9)
CN¢ 0 0 0 (0/6)

2 desvio-padrao’- (# copias de genoma recuperadas no concentra@6)%# de copias de genoma inoculadas;
°. # amostras positivas na reacdo de PCR em terapigtreeacdes de PCR em tempo real realizddasntrole
negativo (ndo contaminada).

Em diversos trabalhos, o bacteriéfago PP7 vem dstramdo bons resultados quando
utilizado como controle interno para determinacaceficiéncia de técnicas para deteccao de
virus (RAJAL et al, 2007a,b). Morales-Morales eatmradores (2003) obtiveram uma média
de recuperacdo de 46% utilizando um método ddfilitmgdo em amostras de aguas. Rajal e
colaboradores (2007b) obtiveram uma taxa de reagferde 64 + 4,8% apos a otimizacao de
um método de quantificacdo de virus em amostragydas. Fumian e colaboradores (2010)
desenvolveram ummMlultiplex-PCR quantitativo com sensibilidade similar &mplexPCR
para deteccdo de rotavirus A em amostras de esgotouso do bacteri6fago PP7 como
controle interno e obtiveram resultados satisfasori

Um controle interno utilizado no processamento resdras deve ser similar aos virus
entéricos infectantes, mas nao estar associad@a@mostra de alimento (FAO/WHO, 2008a,;
MATTISON et al, 2009). Neste estudo preliminar, acteriofago ndo foi detectado nas
amostras ndo contaminadas artificialmente (corgrokgativos) (Tabela 1). O bacteriéfago
PP7 vem sido utilizado como controle interno devadasseu tamanho (25 nm) e propriedades
fisico-quimicas similares aos poliovirus, represedd assim uma boa estimativa para
eficiéncia da filtracdo de virus por membrana (RA&Aal, 2007a,b).

Resultados de recuperagao de NoV superiores aovadseneste estudo, utilizando a

mesma metodologia, foram relatados por outros esitdfo ensaio de infeccdo experimental
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realizado em alface, Fumian e colaboradores (20068yeram uma recuperacao de NoV GlI
variando de 5,2 a 72,3%. Comparando com as taxasedageracdo obtidas em outras
metodologias de deteccdo de NoV em alface, ostae®id sdo muito variaveis. Utilizando
pérolas magnéticas conjugadas com antigenos, Mertmiaboradores (2009) obtiveram um
percentual de recuperacdo com alta variabilidad®0%0 a 99%). Morales-Rayas e
colaboradores (2010) relataram 16,2% de recuperagéo uso de filtros positivamente
carregados; enquanto que pérolas carregadas pos@inte apresentaram recuperacao de
1,4%. Scherer e colaboradores (2010) encontraram tara de recuperacao de 23% (11-
35%) e 9% (5-15%) em um método de eluicdo/pregi@dae outro de ultrafiltracéo,
respectivamente. Recentemente, Sanchez e colabesad@2012) obtiveram média de
recuperacao de 9% em amostras de vegetais frestadas.

Na avaliacdo de outras metodologias para deteceddo¥ em matrizes diferentes,
maiores percentuais de recuperacédo tém sido rejpsrtdNo estudo realizado por Stals e
colaboradores (2011), a recuperacdo de NoV Gll mwstas de frutas vermelhas frescas e
em forma de polpa foi de 35,20 = 31,54% e 47,75;43%, respectivamente. Contudo, os
autores ndo conseguiram recuperar NoV Gll com uroulo de 9,63 x 102 copias de genoma/
g em amostras de frutas vermelhas congeladas e etaden das amostras frescas
contaminadas artificialmente, demonstrando assim @umétodo necessita de ajustes para
melhor robustez. Observagéo semelhante ocorree esttdo, uma vez que a taxa de sucesso
na deteccao de NoV Gl foi de seis em nove amoéliasela 1).

O baixo valor percentual de recuperacdo obtidoanestaliacdo, tanto para o
bacteriéfago PP7 (0,12 — 2,08%) como para NoV G§ a 0,67%) pode ser associado a
presenca de inibidores provenientes da matriz, asm @ alfacan natura Os inibidores
podem atuar durante uma ou mais etapas essenoiaisetbdo, principalmente durante a
extracdo de acidos nucléicos (degradando ou seguoéstos) ou naPCR durante a
amplificacédo do alvo (WILSON, 1997). Contudo sewdaeleiro mecanismo de atuagéo ainda
nao é totalmente compreendido (RAJAL et al, 2007a).

Como forma de contornar estas limitagOes, diluigdedRNA extraido podem ser
realizadas de forma a diminuir a concentracéo itidiores e assim obter resultados positivos
na reacdo d®CR (RAJAL et al, 2007a; VICTORIA et al, 2010). Essdra®gia teve éxito
nesta avaliagdo, pois em todos 0s ensaios reatizaduotilizacdo ddrRNA diluido antes da
etapa de transcricdo-reversa gerou um maior nudescopias amplificadas.

Outra questdo, € que as equacOes utilizadas paécolo de recuperacdo do virus

consideram 100% de eficiéncia nas etapas de egticacidos nucléicos e sintese BINA.
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Contudo, esses pressupostos sao incorretos, psie @xna perda de genoma nestas duas
etapas, gerando um viés nos célculos de recupefdt@dORIA et al, 2009).

Além disso, uma perda das particulas virais duranetapa de homogeneizacdo da
amostra (MORALES-RAYAS et al, 2010) e da filtrachode ocorrer (SCHERER et al,
2010).

Outra hipétese € que a suspensao fecal de NoV tlBlada para contaminacdo das
amostras possa conter moléculasRIeA livres que sdo detectadas quando submetidas a
extracdo de acidos nucléicos, enquanto nas amaigra#face inoculadas esdeblA livres
sd0 mais susceptiveis a eliminacdo durante a e@mancentracdo. Isso leva a um calculo
subestimado da recuperacdo de NoV devido a hetezmgele da suspensdo fecal
(SANCHEZ et al, 2012).

Mesmo sendo o percentual de recuperacdo obtidce restudo inferior quando
comparado a outros métodos para deteccdo de vinuoutras matrizes (MORALES-
MORALES et al, 2003;RAJAL et al, 2007a,b), o fatw lshcteriéfago PP7 ter sido detectado
em todas as amostras contaminadas, demonstra tgue aglicavel como controle interno de

processo.

4.2 AVALIACAO DAS AMOSTRAS DE ALFACE (actuca sativi

4.2.1 Deteccéo e quantificagaoMerovirusgenogrupo Il

No presente estudo, foi utilizada uma metodolatgaextracdo viral, seguida de
deteccao qualitativa peeminested PCR quantificacdo pofragMan PCRem tempo real de
NoV GIl a partir de amostras de alface. A metodalogtilizada € uma combinacédo do
método de concentracdo de virus em alface (FUMIA&,€009), com substituicdo da etapa
de centrifugacdo pelo uso de sacos plasticos Estéoen filtro (SANCHEZ et al, 2012;
SHERER, et al, 2010; STALS et al, 2011), que jdizam a separacdo da parte aquosa da
matriz homogeneizada, tornando assim a etapa ddfegacdo ndo mais necessaria, com
técnicas moleculares de deteccao e quantificac@XKBAN et al, 2006; KAGEYAMA et al,
2003).
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Das 90 amostras analisadas, NoV Gll ndo foi dalecem nenhuma amostra, tanto
peloseminested PCRomo pela técnica d@CRem tempo real.

A maioria dos métodos de deteccdo de virus em aloaepublicados € baseada em
ensaios de contaminacdo experimental (FUMIAN eR@09; SANCHEZ et al, 2012; TIAN
et al, 2011) e apenas poucos deles tiveram sugesswlo aplicados a deteccdo de virus em
alimentos naturalmente contaminados (DANIELS e2@00; MATTISON et al, 2010).

Os dados encontrados neste estudo foram similapss re@latados por outros
pesquisadores. Scherer e colaboradores (2010)sarsati 21 amostras de alimentos
incriminados em um surto de gastrenterite causamdoNoV Gll, incluindo amostras de
alface, e ndo detectaram NoV em nenhuma amostraGiDsgti e colaboradores (2010),
pesquisaram NoV em 124 amostras de vegetais istei®@ amostras de saladas prontas para
consumo pela técnica deemi-nested RWboosterPCR utilizando os mesmo iniciadores
descritos por Boxman e colaboradores (2006), edefectaram contaminagdo em nenhuma
amostra. Contudo, Mattison e colaboradores (20&@ctiram NoV pela técnica BE€Rem
tempo real em 148 amostras (45,1%) de hortalicagmamente processadas comercializadas
lojas varejistas do sul de Ontario, Canada,embpenas 16 (6% do total de amostras)
puderam ser sequenciados e confirmados como NoVI{VBON et al, 2010).

Na primeira reacdo deeminested PCRtrés amostras apresentaram o fragmento
caracteristico de 327 pb. Na segunda reacdo, mématyp caracteristico foi identificado em
duas amostram naturg 12 amostras minimamente processadas e em tré&sramde prato
pronto. Contudo, 0 sequenciamento destes fragmed@monstrou que estes nao
apresentavam homologia com nenhuma sequencia de dépdsitada no NCBI. Estas
amostras foram entdo submetidas a outros doisqmog um deRT-PCR em tempo real
(one-step para deteccdo de NoV Gll e urA@Rqualitativa (BEURET et al, 2002). Nenhuma
amostra apresentou resultado positivo com uso slegtaas técnicas. Logo, as amostras
foram consideradas como negativas. Este resultadioai que produtos inespecificos com
tamanho similar aos dos fragmentos esperadeemenested PCRara deteccédo de NoV Gli
podem ser gerados, o que dificulta o uso destéceépara analise de alface.

Muitos fragmentos inespecificos foram amplificad@s trés classes de amostras,
principalmente nas minimamente processadas e desppaontos. Fumian e colaboradores
(2009) relataram a presenca de produtos néo espscifaPCR qualitativa para deteccdo de
NoV GIll em amostras de alface e queijo utilizanticializadores degenerados com alvo na
regido B da regido terminal 3' da RLA-RNApolimerase). J4 em trabalhos que utilizaram a

mesma técnica deeminested PCR ndo foram relatados a presenca de fragmentos
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inespecificos gerados a partir de amostras de coarilBBOXMAN et al, 2006), aguas
(VICTORIA et al, 2010) e esgoto (PRADO et al, 2Q11)

A metodologia de filtracdo utilizando membranas ategmente carregadas se
mostrou acessivel a rotina laboratorial do Setor Alienentos/DM. Contudo, algumas
amostras, principalmente as alfagesatura tiveram que ser filtradas por longos periodos
devido a saturagdo da membrana, o que aumentoa mtétmpo de analise dessas amostras.

O método de escolha para extracdo dos acidos cogl@ifluencia na sensibilidade do
meétodo de deteccdo de NoV (MATTISON et al, 2009. dé¢teccdo de virus causadores
doencas de origem alimentar, a extracdo dos anigidéicos deve estar apta a extraRA
de pelo menos 10-100 particulas virais, que reptasea dose infectante, sem comprometer
a qualidade dirNA (MORALES-RAYAS et al, 2010). Neste estudo, foiliméido o kit de
extracdoQIAamp viral RNAque tem sido amplamente utilizado nos métodadetieccdo de
virus, seja a partir de amostras clinicas (LEH,e2@.0; MATTISON et al, 2009; STALS et
al, 2009), ambientais (PRADO et al, 2011; VICTOR#Aal, 2009, 2010) e de alimentos
(MATTISON et al, 2009;MORTON et al, 2009; SCHERERag 2010; STALS et al, 2011,
TIAN et al, 2011). Este kit € recomendado paraae&o de acidos nucléicos no protocolo de
deteccdo deRNA de NoV Gll porTagManRTPCR em tempo real a partir de amostras
clinicas, ambientais e de matrizes alimenticiascrite no Compendium of Analytical
Methods, Health Canad@gdOUDE et al, 2010).

Muitos autores relataram que os iniciadores alemdsdo mais sensiveis que 0s
especificos na sintese dDNA, para deteccdo de NoV (PANG et al, 2005). A maiokas
metodologias de deteccdo de virus utiliza iniciedoaleatorios na reacdo de transcricdo
reversa, independente do tipo de matriz (FUMIANIeR010;PRADO et al, 2011; STALS et
al, 2009, 2011; VICTORIA et al, 2009, 2010). Nesstudo foi utilizado o kiHigh Capacity
na etapa de sintese doMA, que também & composto por iniciadores aleatorios.

O ensaio deRT-PCR convencional para deteccdo de NoV € um procedonent
complexo, com diversas etapas e necessita da magfio dos produtos dBCR por
eletroforese em gel (PANG et al, 2005). Dessa fpro@ métodos convencionais de
amplificacdo tém sido cada vez mais substituidds PER em tempo real, devido a sua
melhor eficiéncia e tempo para obtencdo dos refdtda andlise e diminuicdo do risco de
contaminacgdo cruzada, reduzindo assim o numeredidtados falso-positivos (FAO/WHO,
2008a; PANG et al, 2005).
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A técnica dePCRem tempo real apresenta praticidade e menor tésbpoatorial para
obtencdo dos resultados (PANG et al, 2005). Aléssajio uso do sisteniBagMan na
quantificacdo tem como vantagem a maior espediiticha deteccao.

Os iniciadores e sondas descritos por Kageyama labaradores (2003) foram
selecionados baseados na analise de sequenciasgi@a de juncdo RLA1-RLA2, que
apresentam maior homologia (86-100%) das sequedei&@4 cepas de NoV estudadas pelos
autores. A técnica deagMan PCRem tempo real utilizando este sistema de iniceslégm
sido amplamente utilizada na deteccdo de NoV @Hrér de amostras clinicas (PANG et al,
2005; STALS et al, 2009), ambientais (PRADO et28l11; VICTORIA et al, 2010) e de
alimentos (MORALES-RAYAS et al, 2010; TIAN et aR?1; VICTORIA et al, 2009, 2010).
Além disso, este sistema € parte do protocolo tkcd@ deRNAde NoV Gll porTagMan
RT-PCR em tempo real apds extracdo de acidos nucléicparir de amostras clinicas,
ambientais e de matrizes alimenticias, descrit@ommpendium of Analytical Methods, Health
Canada(HOUDE et al, 2010).

Contudo para aplicacdo destes métodos € necessadoinfraestrutura laboratorial
bem estruturada, tanto em termos de aquisicdo @teray@io de equipamentos, assim como
uma equipe bem qualificada (FAO/WHO, 2008a).

4.2.2 Avaliacédo do uso do bacteriéfago PP7 comtraleninterno

O bacteriofago PP7 foi utilizado como controleeinb em todas as amostras
analisadas. A proposta da utilizacdo deste batagondfoi estabelecer um controle de
processo que abrangesse todas as etapas da mgiadolo

Os resultados da recuperacdo do bacteri6fago PR7amastras de alface estdo
descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Recuperagéo do bacteriéfago PP7 incaulad amostras de alface por reacdo em cadeipgieteerase em tempo real

_ N.° de copias de N.° de copias de genoma . .
Tipo de _ Recuperagéo(%? Recuperacdo Recuperacdo N.°de amostras
genoma inoculadas recuperadas no concentradc L o - .
alface o o (media £DP) (%) minima (%) maxima detectadas (%)
(média + DP) (x102) (média + DP) (x102)
in natura 1916,53 + 756,14 31,51 £50,42 2,01 £3,29 0,01 10,82 12/30 (40%)
minimamente
1611,80 + 728,08 9,97 +11,18 0,67 £ 0,88 0,01 4,36 26/30 (86,7%)
processada
prato pronto
6320,35 £ 5822,97 16,80 + 44,91 0,49 £ 0,69 0,001 2,39 23/30 (76,7%)

para consumo

2 desvio-padrad- (# copias de genoma recuperadas no concentrafi®)## de copias de genoma inoculadaamostrasn natura;’-ndo detectadd: desvio-padrao.
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O bacteriéfago PP7 foi detectado em 12 amostramtura (40%), 26 minimamente
processadas (86,7%) e 23 de pratos prontos pasurmmon(76,7%). A taxa de recuperacao
média obtida nas amostras natura minimamente processadas e de pratos prontosefoi d
2,01 £ 3,29%; 0,67 = 0,88%; e 0,49 + 0,69%, respactente. Uma taxa de recuperacédo do
bacteriéfago PP7 <0,001% foi observada em 29 (3@8 90 amostras analisadas. Nas
outras 61 amostras (67,8%) o bacteriéfago PP7dt@athdo com uma taxa de recuperacao
>0,001% e média de 0,86 + 1,68%.

O Teste de Kruskal-Wallis demonstrou existir dif@ significativa na recuperacéo
do bacteriofago PP7 entre as trés classes de asdste 0,0108). Comparando-as pelo
método de Dunn n&o houve diferenca significativiieeas de pratos prontos e as demais.
Contudo, as amostragn natura e minimamente processadas apresentaram diferenca
significativa entre si g < 0,05), indicando que o método utilizado apresemenor
desempenho na recuperagéo do controle interno quegolidado em amostras natura

O fato do bacteriéfago PP7 nao ter sido detectawldoglas as andlises realizadas,
independente da classe de amostra, demonstra guet@dologia utilizada apresenta
limitacOes para deteccéo deste virus em alfacep@mando com outros virus utilizados como
controle interno, Mattison e colaboradores (20XDu#lizaram o FCV na pesquisa de NoV
em amostras de hortalicas minimamente processdatageram uma taxa de recuperacao
>0,01% em 273 (83%) das amostras. Esse resultadsefoelhante ao observado neste
trabalho, onde o controle interno (bacteridfago )PiBir detectado em 86,7% das amostras
minimamente processadas. Ja Scherer e colabord@0663 ao utilizarem o fago MS2 como
controle interno na deteccdo de NoV em 21 amostgaalimentos diversificados, incluindo
alface, conseguiram recuperar o fago em todas asteas, com taxa de recuperagcao de 6-
10% para as amostras de frutas e vegetais cort&foschez e colaboradores (2012)
obtiveram sucesso na utilizagdo do MNV-1 como abatinterno na deteccdo de virus
entéricos em amostras de vegetais frescos cortddtextando o controle interno em todas as
amostras contaminadas artificialmente.

A vantagem da utilizacdo do bacteriofago PP7 eracé®l a outros candidatos a
controle interno mais semelhantes ao NoV, comaegemplo o MNV-1, é a manutencao das
particulas virais. O bacteriofago PP7 pode ser iplichdo facilmente em uma cultura
hospedeira d@. aeruginosa estocada no laboratorio (MORALES-MORALES et 802).

Ja os outros virus, como MNV-1 e FCV, necessitarnulteiras celulares especificas para se
multiplicarem, o que leva a necessidade de umaasfrutura laboratorial especifica para esta

pratica, além de profissionais capacitados paraus@n de culturas celulares.
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As baixas taxas de recuperacdo obtidas sdo pronemtd devido a presenca de
componentes inibitérios presentes na matriz, coipdddos, fendis e polissacarideos
(SCHERER et al, 2010). Alimentos processados gfiersmn cortes, possuem injurias no
tecido celular vegetal, liberando substancias tailsis que interferem nas deteccdes
moleculares (CROCI et al, 2008). Além disso, a hgeneizacdo mecéanica da amostra com
PBS no aparelh8tomachegera injarias no tecido celular da amostra decalfandependente
do tipo. Scherer e colaboradores (2010) obtiveragthon percentual de recuperacdo do
controle interno (fago MS2) a partir de alimentosncsuperficie solida e frutas congeladas
devido a sua maior resisténcia a ruptura pelortrat@o de homogeneizagdo em comparacao a
alimentos mais macios. Contudo, os resultados whdes neste estudo foram inversos, pois
as amostras minimamente processadas seguidas dastrasmde pratos prontos, que
teoricamente sdo as que sofreram maior injuria exidd vegetal, apresentaram melhor
percentual de detecgéo do controle interno (8&8,8%, respectivamente) (Tabela 2). Esse
fato sugere que a submissdo da alface a lavagaemsafitizacdo reduzem o numero de
substéancias inibitorias presentes no alimento,ppgeria ser um fator relevante na inibicéo
das reacdes de amplificacao.

Da mesma forma que o observado no ensaio de cordesn experimental (item
4.2.1), em todas as amostras analisadas, o usitud®es doRNA gerou um maior numero
de cépias amplificadas. Logo, a etapa de diluicds dcidos nucléicos extraido do
concentrado se mostrou essencial para reducaaidstiiscias inibitorias e assim aumentar a
sensibilidade na deteccéo do bacteriéfago PP7.

Nas 29 amostras em que nado foi detectado o bdetgoidPP7, é possivel que a
atividade polimerase e/ou a atividatiaq exonuclease 5’-3’ estivessem sendo afetadas por
substancias inibitérias co-extraidas a partir dacal Também é possivel que para eliminacéo
da interferéncia dos inibidores, fossem necessanas diluicbes dos acidos nucléicos
extraidos, que acabem diminuindo tanto a quantida@d@NA viral alvo que leve perda de
sucesso na reagao de amplificagdo. Logo, uma reagadsinal negativo ndo necessariamente
indica a auséncia do virus na amostra (RAJAL tG/a).

O uso do controle interno é uma ferramenta imptetgara deteccdo de possiveis
falhas no processamento da amostra. Um resultaghdine no controle interno sugere falhas
durante os procedimentos de concentracdo, exteg@cetapas deCR J4& o sucesso na sua
amplificacdo sugere que um resultado negativo obial deteccdo de virus ndo é um falso-
negativo (FUMIAN et al, 2010; RAJAL et al, 2007b).
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O candidato ao controle interno de processo em étodo de detecgdo de virus deve
ser similar ao(s) virus alvo(s) em suas propriesldidéco-quimicas, possuir baixo potencial
patogénico, e estar ausente naturalmente na aneostveambiente laboratorial (FAO/WHO,
2008a). Neste estudo, foi a primeira vez que oeb@thgo PP7 foi utilizado como controle
interno para deteccédo de virus em amostras desalfac

Um método para deteccdo de virus em alimentos siewvsimples, sensivel, pratico,
robusto, e ser capaz de eliminar, de forma efiejeos inibidores dos ensaios de deteccao
molecular (FAO/WHO, 2008a). Idealmente, ele deve capaz de concentrar um baixo
namero de diferentes patdgenos a partir de umatemsisnples com objetivo de reduzir
custo e tempo (SANCHEZ et al, 2012). O método aglicneste estudo apresentou boa
sensibilidade para deteccdo do bacteriofago PP@mastras minimamente processadas e de
pratos prontos, mas nao apresentou grande efigigmmia as amostras natura Esse
resultado indica que a metodologia empregada nexcess melhorias, de forma a aumentar
sua eficiéncia na recuperacgéo dos virus nestesipecifico de matriz.

Como forma de otimizar esta metodologia, foi rea@ outro ensaio de infeccao
experimental em matriz de alface minimamente psams com diferentes concentracdes do
bacteri6fago PP7 e de NoV GIl, e comparando o uwsoutro tampéo de eluicdo para
homogeneizagdo da amostra, o TG (TROTTIER et alOROEsse novo planejamento
experimental visou a obtencdo de uma maior recg@erdo bacteriéfago PP7 e de NoV GlI
e, consequentemente,0 aumento a sensibilidade tlmdméOs resultados desta avaliagao

serdo descritos posteriormente no item 4.3.

4.2.3 Avaliacédo da qualidade bacteriolégica

Nesse aspecto, o presente estudo visou a obtemc@ndpanorama da qualidade
bacteriologica de alfacem natura minimamente processadas e de pratos prontos para
consumo de servicos de alimentacdo no Estado dad®idaneiro, Brasil. Os parametros
avaliados foram a presencaSmonellaspp., nUmero de coliformes totais e termotolerantes
com identificacdo da presenga de coli nas amostras que apresentaram coliformes
termotolerantes.

Os resultados das analises bacteriologicas dadr@awnde alface estédo relacionados na
Tabela 3.
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: b
N2 szl totais termcc:)?grgrr;;\?zs E. coli
IN“1 Auséncia 11000 <3,0 -

IN2 Auséncia 11000 <3,0 -

IN3 Auséncia >11000 <3,0 -

IN4 Auséncia 4600 <3,0 -

IN5 Auséncia >11000 43 E. colitipo 1
IN6 Auséncia 4600 23 E. colitipo 1
IN7 Auséncia 11000 <3,0 -

IN8 Auséncia >11000 3,6 E. colitipo 1
IN9 Auséncia >11000 93 E. colitipo 1
IN10 Auséncia 11000 <3,0 -

IN11 Auséncia >11000 240 E. colitipo 1
IN12 Auséncia >11000 43 E. colitipo 1
IN13 Auséncia >11000 23 E. colitipo 1
IN14 Auséncia 11000 3,6 E. colitipo 1
IN15 Auséncia 1500 9,2 E. colitipo 1
IN16 Auséncia >11000 15 E. colitipo 1
IN17 Auséncia >11000 <3,0 -

IN18 Auséncia >11000 15 E. colitipo 1
IN19 Auséncia 11000 <3,0 -

IN20 Auséncia >11000 93 E. colitipo 1
IN21 Auséncia 4600 3,6 E. colitipo 1
IN22 Auséncia >11000 9,2 E. colitipo 1
IN23 Auséncia 1500 93 E. colitipo 1
IN24 Auséncia >11000 20 E. colitipo 1
IN25 Auséncia 11000 3,6 NI
IN26 Auséncia >11000 43 E. colitipo 1
IN27 Auséncia 11000 23 E. colitipo 1
IN28 Auséncia >11000 240 E. colitipo 1
IN29 Auséncia 4600 240 E. colitipo 1
IN30 Auséncia 11000 1500 E. colitipo 1
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MP*1

MP2

MP3

MP4

MP5

MP6

MP7

MP8

MP9

MP10
MP11
MP12
MP13
MP14
MP15
MP16
MP17
MP18
MP19
MP20
MP21
MP22
MP23
MP24
MP25
MP26
MP27
MP28
MP29
MP30

Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia

Auséncia

4600
>11000
>11000

3,6
43
460
460
4600
930
930
2400
430
4600
150
23
150
>11000

4600

430
4600
21
93
4600
43
1500
11000
430
>11000
>11000
>11000

<3,0
150
9,2
3,6
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
7,4
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0
<3,0

NI
E. colitipo 1
E. colitipo 1
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Continuacéo da Tabela 3.

SA1 Auséncia >11000 <3,0 -

SA2 Auséncia 240 <3,0 -

SA3 Auséncia 4600 43 E. colitipo 1
SA4 Auséncia >11000 430 E. colitipole 2
SA5 Auséncia 460 <3,0 -

SA6 Auséncia 2400 93 E. colitipo 1
SA7 Auséncia 93 <3,0 -

SA8 Auséncia 930 <3,0 -

SA9 Auséncia 2400 3,6 NI
SA10 Auséncia 4600 3,6 NI
SAl11 Auséncia 240 <3,0 -
SA12 Auséncia 930 3,6 NI
SA13 Auséncia >11000 >11000 NI
SAl1l4 Auséncia 4600 430 NI
SA15 Auséncia 930 93 NI
SA16 Auséncia 11000 430 NI
SAl17 Auséncia 9,2 <3,0 -
SA18 Auséncia >11000 3,6 NI
SA19 Auséncia >11000 3,6 NI
SA20 Auséncia 11000 7,4 E. colitipo 2
SA21 Auséncia 11000 <3,0 -
SA22 Auséncia 2400 23 E. colitipo 1
SA23 Auséncia 2100 3,6 NI
SA24 Auséncia >11000 7,4 E. colitipo 2
SA25 Auséncia 2400 3,6 NI
SA26 Auséncia >11000 2100 E. colitipo 2
SA27 Auséncia >11000 74 E. colitipo 1
SA28 Auséncia >11000 9,2 NI
SA29 Auséncia >11000 9,2 NI
SA30 Auséncia 11000 110 E. colitipo 1

4 presenca ou auséncia em 28-gjimero mais provavel/§; amostrasn natura;®- ndo identificadd: amostras
minimamente processadasimostras de pratos prontos para consumo orilelesrvicos de alimentagao.
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Salmonellando foi detectada em nenhuma amostra (Tabela &)o,Ltodas as
amostras de alfacm natura foram consideradas satisfatérias de acordo coegisldcéo
brasileira, uma vez que a auséncia deste patbgenmio parametro estabelecido para esse
tipo de alimento (ANVISA, 2001).

A auséncia desalmonellanas amostragn natura concorda com os resultados de
outros estudos previamente realizados no BrasilRBB et al, 2010; SANTANA et al,
2006). Em termos mundiais, até o ano de 1998, \alémcia deSalmonellaem vegetais crus
era, na maioria dos dados relatados, de 4-8% (W9@8). Contudo, a literatura recente tem
demonstrado que essa prevaléncia tem diminuide tigst de alimento (DE GIUSTI et al,
2010; FDA, 2001;JOHANNESSEN et al, 2002; LITTLE&at 1999; LONCAREVIC et al,
2005; MUKHERJEE et al, 2004; OKAFO et al, 2003; @EIRA et al, 2010).

Little e colaboradores (1999) avaliaram alfacesgiias importadas comercializadas
em supermercados, feiras e outros estabelecimemtodnglaterra e nao detectaram
Salmonellaem nenhuma amostra. Ebod and Drug AdministratiofFDA) (2001) também
pesquisou patdégenos em diversos vegetais importanhsindo 116 amostras de alface, das
quais apenas uma apresentou contaminacadalononella(1,2%). Em 2002 na Nigéria,
Okafo e colaboradores (2003) analisaram 55 amod¢radface em sistemas de cultivo seco e
irrigado, e ndo detectaraalmonellaem nenhuma amostra. Neste mesmo ano, Johannessen e
colaboradores (2002) avaliaram a qualidade batigica de 200 amostras de alface de
supermercados e também n&o detectaram o patogardielNee e colaboradores (2004)
encontraram uma amostra de alface orgéanica coradaicomSalmonellaem um total de 55
amostras analisadas (1,8%) em um estudo realizadféaezendas nos Estados Unidos da
América. Na Noruega, a qualidade bacteriolégicald®@ amostras de alface orgénico foi
investigada, &almonellanédo foi isolada (LONCAREVIC et al, 2005). Na EspanOliveira
e colaboradores (2010) ndo detectafdaimonellaem 72 amostras de alface oriundas de
sistemas de producdo convencional e organicostéla, IDe Giusti e colaboradores (2010)
reportaram baixa ocorréncia &lmonellaem amostras de vegetais inteiros. Esses autores
relataram que de 91 amostras de alfagsaturaanalisadas, duas (2,2%) foram positivas para
Salmonellacom uso de métodos molecular®CR Bax Systemsendo que em apenas uma
destas a presenca foi confirmada pelo método dieaul

Diversas pesquisas realizadas reportam a ausémci®abmonella em vegetais
minimamente processados no mundo. Sagoo e colabesa(P001) analisaram 415 amostras
de alface prontas para consumo na Inglaterra eenéontraramSalmonellaem nenhuma

amostra. De Giusti e colaboradores (2010) néo teten Salmonellaem um total de 699
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amostras de saladas prontas para consumo ha [Eistudo, alguns estudos obtiveram
resultados positivos no isolamento deste patogentve os anos de 2005-2006 na Espanha,
Abadias e colaboradores (2008) encontrar8aimonellaem uma amostra de alface
minimamente processada em 29 amostras analisagdés) (3

No Brasil, Froder e colaboradores (2007) detecté8ahmonellaem uma (2,4%) de 41
amostras de alface minimamente processadas e en{4yd3a) de 21 amostras de saladas
misturadas minimamente processadas, compostaspatmente por alface, comercializadas
na cidade de Sao Paulo, Brasil. Ja outros relapsrtam a auséncia deste patégeno em
vegetais minimamente processados comercializad@asil (PAULA et al, 2009; SANTOS
et al, 2010; SMANIOTO et al, 2009), o que corrobowan os resultados deste estudo.

Em relacdo as amostras de alface de pratos prpatasconsumo, resultados similares
foram relatados por Sagoo e colaboradores (2008) agaliaram a qualidade microbiolégica
de amostras de alface de servicos de alimentagéstauranteselfservicena Inglaterra e
nao detectararBalmonella No Brasil, Paula e colaboradores (2003) analise8@ amostras
de alfaces de restaurantesf-serviceda cidade de Niteroi, Rio de Janeiro, e também n&o
detectaranBalmonellaam nenhuma amostra.

Na Tabela 4 sao apresentados os resultados dasgigaide coliformes nas amostras
de alface. Todas as trés classes de amostras raprase coliformes totais, sendo que a
maioria das amostras minimamente processadas afmeseontagens entre 100 e 11000
NMP/g (60%) e de pratos prontos entre 1000 e >1100P/g (73,3%). As amostras
natura apresentaram contagens mais elevadas, tendo m@dadamostras com resultado
>11000NMP/g (Tabela 4). As amostras natura apresentaram coliformes totais em
guantidade superior que as outras classes de angstr 0,05). As amostras minimamente
processadas e de pratos prontos ndo apresentdeaenda significativa entre sp & 0,05),
indicando que os procedimentos utilizados na higggidio destas amostras eliminaram de
forma similar este grupo de micro-organismos. Nassiras minimamente processadas foi
detectada uma populacdo de coliformes termotokesanterior que nas naturae de pratos
prontos p < 0,05). Estas duas Ultimas n&do apresentaram wigarsignificativa entre sp(>
0,05), indicando que os procedimentos de higieAzaealizados nos servi¢cos de alimentacao
nao sao eficazes para eliminacdo destes microdisrgaa ou que uma contaminagdo por

parte dos manipuladores pode estar ocorrendo resttselecimentos.



Tabela 4 — Populacéo de coliformes totais e teri@@totes nas amostras de alface

) ) Tipo de Populacad (% de amostras positivas) Numero de amostras
Micro-organismos .
alface <3,0 3,1-99 100-9991000-11000 >11000  positivas (%)
in natura 0 0 0 15(50) 15(50) 30(100)
_ _ minimamente
Coliformes totais 0 6(20) 9(30) 9(30) 6(20) 30(100)
processada
prato pronto
0 2(6,7) 6(20) 12(40) 10(33,3) 30(100)
para consumo
in natura 8(26,7) 18(60)  3(10) 1(3,3) 0 22(73,3)
Coliformes minimamente
26(86,7) 3(10) 1(3,3) 0 0 4(13,3)
termotolerantes processada
prato pronto
8(26,7) 16(53,4) 4(13,3) 1(3,3) 1(3,3) 22(73,3)

para consumo

& Numero Mais Provavel/g.

84
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Comparando os resultados com trabalhos publicaddrasil, dados similares foram
descritos por Paula e colaboradores (2003), quenétacam coliformes totais em todas as
amostras de pratos prontos para consumo, contdfale,aanalisadas com a maioria das
contagens> 240 NMP/g (83,3%). J& no estudo realizado por ér@&lcolaboradores (2007)
em Sao Paulo, resultados mais elevados foram eadost Segundo os autores, uma
populacéo de=10° UFC/g foi encontrada em 97,1% dos vegetais mininmanprocessados
analisados, enquanto neste estudo o observade 0% (Tabela 4). Silva e colaboradores
(2007b) também reportaram elevado numero de coldgertotais em amostras de vegetais
minimamente processados comercializados em Podgré| com contagens superiores a 3
logip NMP/g. Em um estudo mais recente, Santos e ca@dbogs (2010) analisaram 33
amostras de alface minimamente processadas colizad#s em supermercados, varejoes e
feiras livres da cidade de Campinas, SP. O numerootiformes totais variou de <2 a 7,1
logio UFC/g, sendo que a maioria das contagens obsen(8d®8%) foi de 2,7 a 7,1 lag
UFC/g.

Na Espanha, Soriano e colaboradores (2000) retatara numero de coliformes
totais variando de <0,47 a 3,38 {gidMP/g em 140 amostras de alface servidas em
restaurantes universitarios.

A ocorréncia de micro-organismos em vegetais pefletir a qualidade sanitaria das
etapas de processo e as condi¢cdes microbiolégaaprddutosn natura no momento da
colheita (JAY, 2005). Contudo, diferente de outipss de alimentos, as bactérias do grupo
coliforme sédo parte da microflora natural de vegetalhosos. Logo, esses indicadores
possuem baixa significAncia como parametro pardiagéa da seguranca desse tipo de
alimento (FAO/WHO, 2008c).

Os coliformes totais podem ser encontrados em [fewesolo e em plantas, nos quais
persistem mais que bactérias patogénicas (por daentpalmonella e Shigellg.
Consequentemente, a presenca desse grupo de mgar@smos em alimentos néo
necessariamente indica contaminagdo fecal recente acorréncia de patdgenos entéricos
(FRANCO; LANDGRAF, 2002). Esse fato foi observadeste estudo, uma vez que mesmo
todas as amostras apresentando coliformes totaipresenca deSalmonella ndo foi
identificada.

Coliformes termotolerantes foram detectados na maadas amostras naturae de
pratos prontos para consumo (73,3%) e em quatrg3%¥d3 amostras minimamente

processadas (Tabela 4). Nas trés classes de 8t7e 96,7 e 80,1% das amostirasatura
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minimamente processadas e de pratos prontos, tespeente, apresentaram menos de 100
NMP/g (Tabela 4).

Em analises bacteriologicas de alface orgamazatura Loncarevic e colaboradores
(2005) relataram resultados numeros ao desse estude apenas 16 de 179 (8,9%) amostras
apresentaram coliformes termotolerantes. Em undegitais recente realizado em Brasilia,
DF, foi avaliada a contaminacdo de alface cultivadh adubac&o organica. Os autores
relataram que os coliformes termotolerantes estapagsentes em 16 de 29 (55,2%)
amostras, com contagens variando de2400 NMP/g (ABREU et al, 2010).

Uma amostra (3,3%) minimamente processada (MP3is anostras (20,0%) de
pratos prontos (SA4, 13, 14, 16, 26 e 30) apresmmtaumero de coliformes termotolerantes
superiores a 100/g, que € o limite permitido petgslacéo brasileira (ANVISA, 2001), sendo
essas amostras consideradas em condi¢des sarnitaaasfatorias (Tabela 3).

A avaliagdo dos resultados demonstra qualidadérigp-sanitaria insatisfatoria no
preparo das alfaces nos servicos de alimentac@dagkis, tornando necessaria a orientacao
aos manipuladores quanto a importancia da corrgienizacido desses alimentos.

A ocorréncia de uma amostra minimamente procedsaaaos padrdes legais indica
uma ineficiéncia durante os procedimentos de lavageanitizacdo dos produtos frescos ou
falhas na manutencdo da cadeia de frio duranteamsgorte e armazenamento destes
alimentos.

Resultados superiores aos observados neste estualm fdescritos por Paula e
colaboradores (2003) que detectaram coliformesakierantes acima de 100 NMP/g em 16
(53,3) amostras de alface de restaurasgtiservicena cidade de Niterdi, RJ.

Silva e colaboradores (2007b) encontraram quaty3%t) amostras de vegetais
minimamente processados contendo coliformes teteratdes acima do limite aceitavel na
cidade de Porto Alegre, RS. Em Sé&o Paulo, 25 (64At)stras de alface minimamente
processada de diferentes tipos e 19 (90,5%) amsod&rasaladas misturadas minimamente
processadas (compostas principalmente por alfast®vam fora dos padrdes brasileiros
devido ao niimero de coliformes termotolerantes supa 102 (FRODER et al, 2007). Em
um estudo realizado por Santos e colaboradore®)20d Campinas, SP, de 155 amostras de
hortalicas minimamente processadas analisadas334)(apresentaram contagemkElecoli
maiores que 2 log UFC/g, ndo atendendo a RDC 2002 (ANVISA, 2001). Dentre as
hortalicas que ndo atenderam aos padrdes se ea@ntramostras de alface (americana e

mimosa), saladas mistas, entre outras (SANTOS 20a0D).
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Neste estudo, foi realizada a pesquisaEdecoli nas amostras que apresentaram
coliformes termotolerantes. Outros géneros pertégase a0 grupo dos coliformes
termotolerantes, coménterobacterspp. eKlebsiellaspp., sdo normalmente constituintes da
microbiota nativa de vegetais frescos, serilo coli considerada um indicador de
contaminagdo fecal mais apropriado (LONCAREVIC &t 2005). Segundo Franco e
Landgraf (2002), os niveis de organismos fecaigjack. coli, sdo considerados melhores
indicadores de contaminacéo.

E. colifoi detectada em 70; 6,7 e 30% das amostras deeaifamatura minimamente
processadas e de pratos pronto para consumo, tigapente (Tabela 3). Nas amostras de
alfacesin naturaque apresentaram coliformes termotolerantes, sidddntificada a presenca
de E. coli em apenas uma amostra (Tabela 3). Em contrasteb(@m das amostras
minimamente processadas e em 40,9% das amostrpsts prontos para consumo que
apresentaram coliformes termotolerantes foi isol&dacoli (Tabela 3). Foi observada
diferenca significativa na ocorréncia He coli entre as trés classes de amostras (p <0,001).
Esses resultados indicam falhas nos procedimeptbgtenizacdo ou contaminacao por parte
dos manipuladores durante o processamento daseslfagnimamente processadas e,
principalmente, das servidas em servigos de alagént

Dentre as cepas d& coli identificadas, cepas de. colitipo 1 foram detectadas em
todas as amostras natura(IN5, 6, 8, 9, 11-16, 18, 20-24. 26-30), minimaneeptocessadas
(MP3 e 4) e na maioria das amostras de pratosqeqara consumo (SA3, 4, 6, 22, 27 e 30)
(Tabela 3). A contaminacao p& colitipo 2 foi observada em quatro amostras de pratos
prontos para consumo (SA4, 20, 24 e 26) (Tabela 3).

A presenca d&. colinas amostras de alfairenaturapode estar associado a praticas
inadequadas durante a colheita ou contaminacaoaebp® da agua de irrigacdo (OLIVEIRA
et al, 2010). Neste estudo, a ocorrénci&deoliem amostras de alfagenaturafoi superior
a relatos da literatura. Okafo e colaboradores 3Jp@Malisaram 55 amostras de alface em
sistemas de cultivo seco e irrigado e detectdaooliem cinco amostras (9,1%). Loncarevic
e colaboradores (2005) identificardm coliem apenas 16 de 179 (8,9%) amostras de alface
organicain natura Ja Oliveira e colaboradores (2010), detectakancoli em 22,2% (16
amostras) de alfaces organicas e em 12,5% (9 ampde alfaces convencionais.

Em relacdo as amostras minimamente processadass estudos realizados no Brasil
reportaram uma ocorréncia mais elevada desta rackéa cidade de Porto Alegre, RS,
coli foi detectada em 28,6% (oito amostras) das ansosie vegetais minimamente

processados coletadas em supermercados (SILVA 20@rb). Em amostras de hortalicas
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minimamente processadas comercializadas em Camp8fas 32,9% (51 amostras) das
amostras apresentavam-se contaminadak pwoli (SANTOS et al, 2010).

Ja em outros paises, a ocorréncia foi menor glbsereada neste estudo. Na Espanha,
Abadias e colaboradores (2008) observaramEjuweli estava presente em 3,4% das amostras
de alface minimamente processadas.

A contaminacéo d&. coli em alfaces minimamente processadas e em prato®gro
para consumo representam um risco, pois deternmsnzgizas podem ser diarreiogénicas. As
E. coli diarreiogénicas podem ser divididas em seis catesggue causam doencas, sendo
estas desde diarréias moderadas a doencgas sig&uicgas (NEWELL et al, 2010). Cepas
patogénicas, comde. coli O157:H7, sdo comumente isoladas em surtos asssciad
consumo de vegetais (BERGER et al, 2010; FAO/WHm83a,b,c; TABAN; HALKMAN,
2011; SANTOS et al, 2010; WHO, 1998).

A qualidade da &gua de irrigacdo é de suma impoaamo cultivo de produtos
frescos, uma vez que a contaminagdo da 4gua lesataminacdo da alface colhida (ABREU
et al, 2010).

A maioria dos vegetais folhosos minimamente praoiss como a alface, ndo é
submetida a qualquer tratamento adicional sendsutoitlo cru, o que constitui um potencial
problema de saude publica, uma vez que poderaolaesgentes patogénicos (OPAS, 2009).
Por esta razao, cuidados devem ser tomados no canthgante 0 processamento para
garantir a maxima remoc¢ao micro-organismos, editanntaminacao cruzada e o crescimento
bacteriano durante a producdo e estocagem (FROD&R2907).

A aplicacdo das Boas Praticas Agricolas e das Boaticas de Fabricagdo na cadeia
produtiva de vegetais minimamente processados skveeguida. A qualidade dos vegetais
frescos, a escolha dos produtos a serem utilizadss procedimentos de lavagem e/ou
sanitizacdo, o tipo de embalagem e o controle d#pdeatura durante a estocagem e
distribuicdo também irdo afetar a qualidade do wiméinal (FRODER et al, 2007).

Os administradores dos servigos de alimentacdondé®e mais atencdo na selecao
dos fornecedores de alfaces e nos procedimentsanitizacdo, de forma a oferecer produtos
mais seguros aos consumidores.

No caso de ac¢des ndo serem tomadas pelos prod@s@mstoridades de saude publica
devem informar aos consumidores sobre 0s riscascias®s ao consumo de saladas de

alfaces em servicos de alimentacéao.
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4.3 COMPARACAO DA SALINA FOSFATADA TAMPONADA E DO AMPAO
GLICINA NA METODOLOGIA DE CONCENTRACAO POR MEMBRANANEGATIVA
NA RECUPERACAO DE NOROVIRUS GENOGRUPO Il E DO BACREOFAGO PP7 A
PARTIR DE ALFACE

A Tabela 5 apresenta o numero de copias de genorbaaderiéfago PP7 e NoV GlI
inoculadas e a média de coépias recuperadas dagrasnosntaminadas artificialmente e o
percentual de recuperagdo obtido com o uso de RBST&.A recuperacao do bacteridfago
PP7 variou de 0,01 a 0,15% e 0,13 a 6,04% comlizago da solugédo de PBS e TG,
respectivamente (Tabela 5). Em uma das triplicgtiiguota U) da diluicdo If&rom uso do
TG, ndo foi possivel a deteccdo do bacteriéfaga RRécuperacdo minima observada foi na
diluicdo 10' e méxima na maior diluicdo (fptanto no uso do PBS e como do TG.O TG
apresentou melhor desempenho na recuperacgéo dwibfago PP7 que o PBS £ 0,029).

A recuperacdo do NoV GIl variou de 24,72 a 60,78%9¢48 a 137,26% com a
utilizacdo da solucédo de PBS e TG, respectivam@ggercentuais minimos de recuperacao
observados para NoV GlI foram de2,04% (aliquota I3)82% (aliquota U) com uso do PBS
e do TG, respectivamente. Contudo, como a aliqubtaéo apresentou amplificacdo do
bacteriéfago PP7, indicando que alguma falha darargnsaio pode ter ocorrido. Logo, este
resultado foi excluido da triplicata, ndo senddizatilo no calculo da média e desvio-padrao
da recuperacao do NoV GIll nesta diluicdo. Com isguercentual minimo de recuperacao de
NoV GIl com uso do TG foi de 6,32% (aliquota R).sNaliquotas A e K (analisadas com
PBS) e na aliquota S (analisada com TG), forampezaglas um namero maior de copias de
genoma de NoV GIl que o nimero de coépias inoculaltates resultados podem estar
associados a heterogeneidade da suspenséo fecgbrésenca de particulas agregadas)
utilizada para contaminacdo das aliquotas. Em dliggotas da diluicdo 19 uma com uso
de PBS (aliquota L) e uma com uso do TG (aliqugtan&o foi possivel a deteccdo de NoV
Gll (Tabela 5). A maior taxa de recuperacdo obsknem uso do PBS foi na diluicdo™10
com média de 60,78 + 66,21; e com o uso do TG @263 110,60, na diluicdo TqTabela
5). A analise dos controles negativos (aliquota® \&) indicou ndo existir contaminacao
intrinseca da amostra utilizada nos ensaios expatais. A andlise estatistica demonstrou
nao existir diferenca significativa entre o usoTd® e PBS na recuperacédo de NoV GQilH
0,57).
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Tabela 5 — Recuperagdo do bacteri6fago PR®revirusgenogrupo Il a partir de amostras de alface cantdas artificialmente com uso de solucéo salistafada

tamponada e tampao glicina. Os valores represeataddia das duplicatas de trés experimentos indepézs

AlVO SO:erQaO Diluigao N.°_de copias de genoma  N.° de coOpias de genqma recuperada Recuperacao+DP(%Y(Taxa
eluicio inoculadas (x10) no concentrado (média + DB (x10% de sucess6)
Bacteriéfago PBS' 10° 1082142,86 196,27 + 35,48 0,02 + 0,003(3/3)
PP7 10! 92250,00 9,15 + 2,27 0,01 + 0,002(3/3)
102 6578,57 4,00 + 4,73 0,06 + 0,07(3/3)
10° 155,36 0,24 + 0,30 0,15 + 0,19(3/3)
Tampdo 10° 1082142,86 30461,57 + 52631,53 2,81 + 4,86(3/3)
glicina 11 92250,00 123,51 + 109,50 0,13 + 0,12(3/3)
102 6578,57 15,03 + 7,84 0,23 +0,12(2/3)
103 155,36 9,39 + 6,94 6,04 + 4,47(3/3)
Norovirus PBS' 10° 1264,31 730,64 + 676,40 57,79 = 53,50(3/3)
Gll 10! 144,02 51,28 + 21,06 35,61 + 14,62(3/3)
102 9,10 2,25 + 2,02 24,72 + 22,16(3/3)
10° 0,94 0,57 £ 0,62 60,78 + 66,21(2/3)
Tampdo 10 1264,31 900,78 + 340,13 71,25 + 26,90(3/3)
glicina 11 144,02 28,06 + 31,91 19,48 + 22,16(3/3)
102 9,10 8,44 + 9,99 137,26 + 110,60(3/3)
10° 0,94 0,26 + 0,28 27,90 + 29,67(2/3)

2 desvio-padrad™- (# copias de genoma recuperadas no concentrafi®)¥# de cépias de genoma inoculada#;amostras positivas na reacaddP@Rem tempo real/ #
reac6es d®CRem tempo real realizadds;salina tamponada fosfatada.
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Nesta nova avaliacdo, a recuperacdo de NoV Gll usmmdo PBS foi similar ao
relatado por Fumian e colaboradores (2009), queredisam valores de recuperacédo entre 5,2
e 72,3%. Com uma inéculo de 1264,31 ¥ t6pias de genoma de NoV GlI, a taxa de
recuperacdo com uso de PBS foi de 57,79% (Tabenguanto que com um inéculo similar
(1913,24 x 16 copias de genoma) obtiveram uma taxa de recuperde®,2%: que foi a
mais baixa no estudo realizado pelo grupo.O peweéde recuperagcdo maior que o obtido no
trabalho de Fumian e colaboradores (2009) pode astmciado ao fato de que os autores
utilizaram uma amostrien naturana contaminagcao experimental, enquanto que nestdoes
foi utilizada uma amostra minimamente processadaraOguestdo € que 0 uso de sacos
plasticos com filtro na etapa de processamentoadasstras pode ter evitado a perda de
particulas virais que seriam sedimentadas na etlpeacentrifugacdo. Desta forma a
substituicdo da centrifugacdo pelo uso de sacos fitsm se mostrou mais eficiente para
recuperacdo dos virus nas amostras. A recuperagdloein foi superior ao relatado por
Victoria e colaboradores (2009) na analise de aa®ste aguas. Comparando com as taxas
de recuperacado obtidas em outras metodologiastdegd® de NoV em alface, os resultados
foram superiores a maioria dos relatos (MORALES-RSYet al, 2010; SANCHEZ et al,
2012; SCHERER et al, 2010; STALS et al, 2011).

Os resultados obtidos indicam que a concentragdoindoulo influenciou na
recuperacdo dos virus. No caso do bacteriéfago &@R¥enor nimero de cépias inoculadas
(1,55 x 16 copias, diluicdo 1) gerou uma maior recuperacdo, tanto com o usoBf® P
(0,15%) quanto do TG (6,04%) (Tabela 5). Provavabeeum percentual ainda maior
poderia ser obtido caso um numero menor de paticidssem inoculadas. Esse fato foi
observado nas amostras de campo minimamente padessgjue € o mesmo tipo de matriz
utilizada no ensaio de infeccdo experimental. Naise destas amostras, com uma média de
indculo de 1,61 x Icépias de genoma e utilizando PBS como tampaduiigie, a média de
recuperacao foi de 0,67% (Tabela 2), sendo supaoiqgercentual de recuperacdo do menor
indculo utilizado na infeccdo experimental, que dei 1,55 x 19 cépias (diluicdo 16)
gerando 0,15% de recuperacdo (Tabela 5). Os dadbs estudo indicam que a contaminacao
de alface com um grande numero de particulas dierfd@ago PP7 pode reduzir a taxa de
recuperacdo do mesmo, sendo necessarios mais £stodo concentracbes de indculo
menores, de forma a elucidar a melhor concentralg@gpara recuperacdo do bacteriéfago.

De acordo com Fumian e colaboradores (2009), o rairde coépias de genoma
inoculadas na amostra influencia o percentual deperacéo, sugerindo que a contaminacao

de amostras com um numero elevado de particulas yiode reduzir a taxa de recuperagéo.
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Uma relacdo inversa foi observada por Stals e ocdalores (2011) na avaliacdo de uma
metodologia de detec¢cédo de NoV em frutas vermeMasestudo realizado por este grupo, a
eficiéncia da recuperacdo de NoV foi maior em cotre€des mais elevadas de copias de
genoma de NoV GIlI (STALS et al, 2011). Morales-Ragacolaboradores (2010) também
observaram esse fenbmeno na avaliagdo de dois osétied deteccdo de NoV em alface,
sugerindo que essa variacdo pode ter ocorrido devipgerda de particulas virais durante a
etapa de lavagem.

Em trés aliquotas (H, K e U) n&o foi detectadolgsileaamplificacdo de NoV GIll com
a utilizacdo doRNA diluido, sendo apenas detectado a partiRINA extraido direto do
concentrado. Neste caso, € possivel que a tentdévaliminacdo da interferéncia dos
inibidores com a diluicdo dos acidos nucléicosastys tenha diminuido tanto a quantidade
do RNA alvo que acarretou na perda de sucesso na reacamplificacdo. Nas demais
amplificagbes, a diluicdo dos acidos nucléicosagat's gerou um maior numero de cépias
amplificadas. Além disso, na aliquota J, o sinaladeplificacdo de NoV GIl apenas foi
detectado com a utilizacao da dilui¢ao.

Em relacéo a analise qualitativa dos resultaddsleela 6apresenta os dados obtidos
pelaseminested PCRara deteccdo de NoV GlI nas aliquotas contamiaddicialmente,
com uso ddRNA extraido diretamente do concentrado e diluido 20geminested PCRoi
capaz de detectar NoV GIll com uso do PBS e do EGnaioria das aliquotas inoculadas
com o maior nimero de cépias de genoma (diluic6&s10'e 10% (Tabela 6). Contudo, a
cepa nao foi detectada em nenhuma aliquota coradaicom o menor indculo (diluicdo 10
% com uso de PBS, e em uma aliquota com uso de RSAeno diluido (Tabela 6). Esse
resultado indica que o TG propiciou melhor recup@oade NoV Gll, principalmente quando
a concentracao de particulas é baixa na amosttiade. A diluicio ddRNAviral extraido a
partir do concentrado das aliquotas gerou uma &doa taxa de sucesso, na utilizacdo de
ambos os tampdes de eluicdo (Tabela 6). Esse datbém foi evidenciado na reacdo de
amplificacdo de algumas aliquotas (H, K e U)R@R em tempo real, conforme relatado
anteriormente. Assim, como no ensaio de recuperdodbacteriéfago PP7 (Tabela 5), na
aliquota U, NoV GII n&o foi identificado o que indique uma falha durante alguma etapa do
processamento pode ter ocorrido, uma vez que aatennterno ndo foi amplificado. A
amostra de alface minimamente processada utilizhoante este ensaio ndo apresentou
contaminacdao intrinseca por NoV GlI. Contudo, ptodunespecificos foram observados no

gel de agarose, assim como ocorreu na analisentzstras de campo.
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Tabela 6 - Resultados deminestedeacdo em cadeia pela polimerase para detecgdordgirusgenogrupo Il
com uso de solucao salina fosfatada tamponadaptagiicina nas aliquotas contaminadas artificiabeecom

uso doRNAextraido diretamente do concentrado e diluido 10x

Solugéo N.° de copias de Diluicdo do RNA
o . i Taxa de sucesso
de Diluicao genoma Aliquota extraido
eluicdo inoculadas (x10) 10’ 10" 10° 10"
PBS 10° 1264,31 A + + 3/3 3/3
B + +
C + +
10" 144,02 D + + 3/3 3/3
E + +
F + +
102 9,10 G + ND* 2/3 0/3
H ND ND
| + ND
10° 0,94 J ND ND 0/3 0/3
K ND ND
L ND ND
- 0 W ND ND NA® NA
Tampéo 10° 1264,31 M + + 3/3 3/3
glicina N + +
(@] + +
10" 144,02 P + + 3/3 2/3
Q + ND
R + +
102 9,10 S + + 213 2/3
T + +
U ND ND
10° 0,94 V + ND 2/3 1/3
X + +
Y ND ND
- 0 Z ND ND NA NA

&# amostras positivas na reacdoseeni-nested PCRara identificacdo de NoV GlI/ # reacdessdeni-nested
PCRpara identificacdo de NoV Gl realizad4ssalina fosfatada tamponadaaparecimento do fragmento de
236 pares de basé;ndo detectadd: ndo se aplica.

A taxa de sucesso da técnicaRieERem tempo real foi superior ao deminested PCR
na deteccao de NoV GIl com o uso de ambas as s eluicdo (Tabelas 5 e 6). Dessa
forma, aPCR em tempo real apresentou maior sensibilidade neccio de NoV Gll.
Resultados iguais foram relatados por Prado e orddbres (2011), que observaram maior
sensibilidade n®CRem tempo real em relacdo seminested PCRia detecgao de NoV Gli
em amostras ambientais. Essa mesma concluséo tarfidbémpresentada por Victoria e

colaboradores (2009) na deteccédo de NoV a partintestras de esgoto. Segundo os autores,
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0 menor tamanho dos produtos amplificadosP@R quantitativo pode explicar o melhor
desempenho do método em relagdseaminested PCRitilizado para amplificacdo da regido
da polimerase de NoV.

A deteccdo de NoV em alimentos contaminados € deerea importancia. Em
qualguer método de deteccdo, a efetividade dagéxtralas particulas virais da matriz
alimenticia antes dos procedimentos de concentdgdwirus € uma etapa critica (TIAN et
al, 2011). O tampéo de eluicéao utilizado na homegmigdo do alimento pode influenciar na
recuperacdo dos virus (SCHERER et al, 2010), unzaque os NoV estdo presentes na
superficie da alface e dificilmente internalizadtdiRBANUCCI et al, 2009). Dentre os
diferentes tipos de tampdes de eluicdo, os a basglidna sdo utilizados em diversas
metodologias de concentracdo de virus em divergms tde alimentos, como ostras
(TROTTIER et al, 2010), frutas vermelhas (SCHERHERale 2010; STALS et al, 2011),
presunto (SCHERER et al, 2010), cebolinha (SIMARRIg2007), alface (SCHERER et al,
2010) e em vegetais processados (SANCHEZ et aP)201

Em todas as concentracdes de copias de genomactiwid@go PP7 inoculadas, a
eluicdo com o TG apresentou melhor recuperacacekmao ao PBS. Na deteccdo de NoV, o
TG apresentou melhores resultados na analise afisadie na maioria dos indculos utilizados
na analise quantitativa. Logo a substituicdo do PBIS TG na etapa de homogeneizacao da
alface seria uma alternativa para otimizagéo dadodtgia.

A reducéo do pH apos adicdo do tampao de eluicde pwluzir a precipitacdo acida
das particulas virais e levar a perda de virusndera processo. Logo, o uso de tampdes de
eluicdo que previnam a reducdo do pH na etapa ehedeneizacdo é crucial para alimentos
acidos (CROCI et al, 2008), como a alface. O TG gymesentar zona de tamponamento
superior ao PBS pode ter apresentado uma melharteray@o do pH apds a homogeneizacao
das amostras de alface, sendo assim mais eficggevancédo da precipitacdo acida das
particulas. Outra hipétese, € que nesta faixa dmaid alta (9,5) e devido a uma forga i6nica
maior que o PBS (duas vezes mais NaCl), a ext@dgdparticulas virais da amostra de alface
seja mais eficiente (VEGA et al, 2008). Contudo, estudo realizado por Tian e
colaboradores (2011) a homogeneizacdo com aguad(@Hou PBS (pH 7,4) apresentou
eficacia similar na extragcdo de NoV de amostrasléEe, sugerindo que a forga idnica
causada pelo NaCl presente no PBS seja insuficanigue esta ndo seja o fator principal
para eluicdo das particulas virais da alface. Rtmodado, Sanchez e colaboradores (2012)
nao observaram diferenca no uso do tampéao Trisighextrato de carne (100 mM Tris, 50

mM de glicina, 1%[p/v] de extrato de carne, pH $%B)de agua peptonada tamponada (pH
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7,2) para eluicdo de virus em amostras de vegetajae sugere que a forca ibnica causada
pelo NaCl contribui para eluicdo das particulaseigetal.

Uma estratégia para otimizacdo da metodologia sefilaclusdo de uma etapa de
tratamento do concentrado viral com butanol-clamafé para remocdo de substancias
inibitérias co-extraidas com as particulas viraisclarificagdo do sedimento apos a
centrifugacédo, de forma a prevenir a saturacdcolasas utilizadas na etapa de extragao de
RNA (SCHERER et al, 2010). Outra perspectiva seridil@agcdo do tampéo caldo fosfato
triptose-glicina na etapa de eluicdo das particMiagis da matriz, que é o tampéo
recomendado para extracdo de virus no método deewwacdo de NoV Gll a partir de
cebolinha, que € uma matriz semelhante a alfacgritte no Compendium of Analytical
Methods, Health Canad&IMARD et al, 2007).

Estudos do uso de diferentes concentracdes de J\gCétapa de concentracdo da
amostra também poderdo ser realizados, para elugidd seria a mais apropriada para
obtencdo do melhor percentual de recuperacdo de NOUTORIA et al, 2009). A
substituicdo da homogeneizacdo &@tomacherpelo Pulsifier (SANCHEZ et al, 2012),
também € uma alternativa promissora, uma vez qeeeeggliipamento remove as particulas
virais da superficie do vegetal por ultrassom, @ gaduziria assim a quantidade de
substancias inibitérias que s&o liberadas pelariinjilno tecido vegetal durante a
homogeneizagdo mecéanica no apar&twmacher

A avaliacdo geral aponta o TG e a utilizacdo d@sa&om filtro como melhorias da

técnica de concentracéo de virus em alface.
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5 CONCLUSOES

- O bacteriéfago PP7 demonstrou-se aplicavel coomirale interno do método de deteccéo
de virus a partir de alface. Contudo, ele apreseb&ixo percentual de recuperagdo nas
amostrasin natura sendo necessarias melhorias na metodologia deafer aumentar a
recuperacao dos virus neste tipo de matriz,;

- Nenhuma amostra de alface apresentou contaminagadloV GIll com uso d&#CR em
tempo real e deseminested PCR

- Salmonellaspp. ndo foi detectada em nenhuma amostra, indichatka ocorréncia deste
patogeno em alfaces comercializados no Estadoaddrlaneiro;

- Coliformes totais foram detectados em todas assttas, sendo a maior quantidade detectada
naguelasn naturg

- Coliformes termotoleranteske coli foram detectados na maioria das amostrasturae de
pratos prontos para consumo, e em poucas amostiesamente processadas;

- As amostras de alfage naturase apresentaram com qualidade microbioldgicafatitita

de acordo com a Resolucéo Brasileira vigente. Clapteistas apresentaram alta populacao de
coliformes, e grande ocorréncia He coli, enfatizando a necessidade do cumprimento das
Boas Praticas Agricolas;

- A qualidade microbioldgica de alface minimameptecessada € geralmente boa, mas a
contaminacgao com indicadores fecais ocorre ocasname;

- As alfaces comercializadas em pratos prontos pamaumo nos servicos de alimentacdo
estudados apresentaram baixa qualidade higiénidtasa.

- Em amostras contaminadas artificialmente, a gulggio do PBS pelo TG aumentou a
eficiéncia na recuperacdo do bacteriofago PP7,n@asapresentou diferenca significativa na
recuperacdo de NoV Gll na metodologia de deteceadrds a partir de alface;

- Com a utilizacdo do TG, a técnica seEmi-nested PCRpresentou maior sensibilidade para
deteccao de NoV GIll em amostras contaminadascatifiente, principalmente quando estes
estdo presentes em baixas concentracoes;

- OPCRem tempo real apresentou maior sensibilidade déenica desemi-nested PCRara
deteccao de NoV Gll em amostras de alface contalamartificialmente.
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6 PERSPECTIVAS

Os resultados desta dissertacdo sinalizam que esaiglos de deteccdo de virus
entéricos em alimentos devem ser realizados, visandtimizar o método de concentracdo
viral, com objetivo de subsidiar futuras discusi@®e a inclusdo desse método nos Lacen.

Essa nova otimizacdo da metodologia podera seizadal com estudo de outras
solucbes de extracdo, além da inclusdo de etapasnuzdo de substancias inibitérias. A
avaliacdo da recuperacédo dos virus em concentratdissaixas € outra questdo importante,
com objetivo de elucidar a concentragéo ideal pasgnsibilidade maxima das técnicas de
deteccao.

Estudos de metodologias para deteccdo de NoV erasomiatrizes também poderéo
ser desenvolvidos, além da pesquisa futura de ©ufras de importancia em sadude publica
relacionados as DTA, como o HAV, virus da hepdieRV.
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APENDICE A — ESQUEMA DE ANALISE PARA DETECCAO DE NO ROVIRUS A

PARTIR DE ALFACE

Amostra de alimento (25

Bacteriofago PP7

l

(controle interno)

Homogeneizacdo com 225 mL de tampao de eluicagpamelao Stomachel

Adicdo de MgC, (concentrcao final 25 mM) e ajuste do com HCI 6N p-5

Concentracdo em membrana negativamente carregadaddAim (Stericup, Millipof®

Rinsagem com 200 mL de,80, 0,5 mM pH 3,0

Eluicdo com 15 mL de NaOH 3 mM pH 10,5-10,,8

Neutraliza¢ao do filtrado com 50 pL deS0, 50 mM e TAE 100X

Concentracéo da amostra em Centrif¢¢plume final< 2,0mL)

Extracdo de &cidos nucléicos (QIAamp viral minfkiDiagen)

NoV GlI
(controle da extra(;éo; l

Transcricao reversa (Kttigh-Capacity Applied Biosystems)

NoV GlI -
(controle da reagao) \

Seminested PCR TagMan PCRem
gualitativo NoV tempo NoV Gl

PCRem tempo rea

Bacteriéfago PP7

| |

{

NoV GlI (controle das reacdes) Bacteri6fago PP7 (controle da reagéo)
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ANEXO A — TABELA DE NUMERO MAIS PROVAVEL

Numero Mais Provavel para trés séries de trés tobowendo 0,1; 0,01; 0,001 g da amostra e
intervalo de confianca de 95% (BLODGETT, 2010).

Tubos positivos Limites de Tubos positivos Limites de
NMP?/g confianca NMP/g confianca
0.1 0.01 0.001 Inf> Sup® 0.1 0.01 0.001 Inf. Sup.
0 0 0 <3,0 - 95 2 2 0 21 4,5 42
0 0 1 3,0 0,15 9,6 2 2 1 28 8,7 94
0 1 0 3,0 0,15 11 2 2 2 35 8,7 94
0 1 1 6,1 1,2 18 2 3 0 29 8,7 94
0 2 0 6,2 1,2 18 2 3 1 36 8,7 94
0 3 0 9,4 3,6 38 3 0 0 23 46 94
1 0 0 3,6 0,17 18 3 0 1 38 8,7 110
1 0 1 7,2 1,3 18 3 0 2 64 17 180
1 0 2 11 3,6 38 3 1 0 43 9 180
1 1 0 7,4 13 20 3 1 1 75 17 200
1 1 1 11 3,6 38 3 1 2 120 37 420
1 2 0 11 3,6 42 3 1 3 160 40 420
1 2 1 15 4,5 42 3 2 0 93 18 420
1 3 0 16 4,5 42 3 2 1 150 37 420
2 0 0 9.2 1,4 38 3 2 2 210 40 430
2 0 1 14 3,6 42 3 2 3 290 90 1000
2 0 2 20 4,5 42 3 3 0 240 42 1000
2 1 0 15 3,7 42 3 3 1 460 90 2000
2 1 1 20 4,5 42 3 3 2 1100 1804100
2 1 2 27 8,7 94 3 3 3 >1100 420 --

4 nimero mais provavel: inferior; - superior.
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ANEXO B — MEIOS DE CULTURA, SOLUCOES E REAGENTES

a) Solucao de hidroxido de sodio (NaOH) 1 N
Hidroxido de sédio (NaOH) 40,0 g
Agua purificada g.s.p. 1000 mL

L. Merck, Alemanha

Dissolver o hidréxido de potassio na agua e estariem autoclave a 121°C durante 15 min.

Estocar a temperatura ambiente.

b) Solucéo de verde brilhante a 0,1%
Verde brilhanté 0,19
Agua purificada g.s.p. 100 mL

L. Merck, Alemanha

Dissolver o verde brilhante na agua. Estocar a ¢éeatpra ambiente.

¢) Solucéo de iodo iodeto de potassio

lodeto de potassto 509
lodo ressublimado 6,09
Agua purificada estéril 20 mL

I Merck, Alemanha

Dissolver o iodeto de potassio em 5 mL de aguafipadia estéril. Adicionar o iodo e
dissolver por agitagdo. Diluir para um volume firdd 20 mL. Estocar a temperatura

ambiente.

d) Solucdo Tampao Fosfato de Butterfield

Fosfato de potassio monobasico 34,09
Agua destilada 500 mL

L. Merck, Alemanha




116

Solucéo estoque
Ajustar o pH para 7,2 com solucdo de hidroxido ddics LIN. Completar o volume para
1000 mL com agua destilada. Esterilizar em autec@i21° C durante 15 min. Manter a

solucéo estoque a temperatura de refrigeracao.

Solucéo de uso
Medir 1,25 mL da solugcdo estoque e acrescentar dgstlada para um volume final de
1000 mL. Distribuir aliquotas de 90 mL em garrafasdiluicdo e/ou 225 mL em frascos de

500 mL. Esterilizar em autoclave a 121° C durabtenin.

e) Solucao de cristal violeta

Solucédo 1
Cristal violeta 209
Etanol a 95% 20 mL

I Merck, Alemanha

Solucéo 2
Oxalato de aménio 0,89
Agua purificada 80 mL

L Merck, Alemanha

Misturar as solugdes 1 e 2. Aguardar aproximadaen2fthoras. Filtrar através de papel de

filtro.

f) Solucéo de lugol

Cristais de iodb 10g
lodeto de potassto 20g
Agua purificada 300 mL

L. Merck, Alemanha

Triturar o iodo e o iodeto com auxilio de gral stip. Adicionar, separadamente, aliquotas de
1 mL, 5 mL e 10 mL de agua purificada. A cada adligé agua, homogeneizar a mistura.

Lavar o grau e o pistilo com o restante da aguma&enar o reagente em frasco escuro.
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g) Solucao de safranina

Solucéo estoque
Safranina ® 1,09
Etanol a 95% 2,09

L. Merck, Alemanha

Solucéo de uso

Misturar 10 mL da solucédo estoque com 90 mL de gguéicada.

h) Reagente de Kovacs

Paradimetilaminobenzaldefdo 500
Alcool amilicd 75 mL
Acido cloridrico concentrado 25 mL

I Merck, Alemanha

Dissolver o benzaldeido em alcool amilico e ad@&ioa acido cloridrico vagarosamente.

Estocar o reagente entre 2-8°C em frasco ambar.

i) Reagentes para Voges-Proskauer

Reativo 1 (VP1)

Alfa-naftol* 5009
Alcool absolutd 100 mL

I Merck, Alemanha

Dissolver o alfa-naftol no alcool. Estocar o reagamtre 2-8°C em frasco ambar.

Reativo 2 (VP2)
Hidréxido de potassio 40,0 g
Agua purificada g.s.p. 500 mL

I Merck, Alemanha

Dissolver o hidréxido de potassio na agua. Estadamperatura ambiente.



j) Vermelho de metila
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Vermelho de metifa 0,10¢g
Etanol 95% 300 mL
Agua purificada g.s.p. 500 mL

L Merck, Alemanha

Dissolver o vermelho de metila em etanol. Completavolume até 500 mL com &agua

purificada. Estocar a temperatura ambiente.

k) Solucéo salina fosfatada tamponada pH 7,2 (P8i&ptada de Mac Faddin, 1985

Fosfato de potassio monobasico anidro

1 2,45¢g
(KH2POGy)
Fosfato de sodio bibasico anidro 81
(NaHPOy)* -9
Cloreto de sédio(NaCl) 85¢g
Agua purificada .S.p. 1000 mL

L Merck, Alemanha

Suspender e dissolver os componentes em aguaadastistribuir aliquotas de 225 mL em

frascos erlenmeyers com capacidade de 500 mL.ilzsteem autoclave a 121°C durante 15

min.
pH final: 7,2 £ 0,2 a 25°C

[) Tampéo TAE 100X

Solugédo 1
Tris' 8179
Agua purificada 50 mL
' Biorad, Brasil
Solugéo 2
Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1,869
Agua purificada 50 mL

. Qeel, Brasil
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Misturar as solugbes 1 e 2. Aguardar aproximadaen2fthoras. Esterilizar em autoclave a
121°C durante 15 min.

m) Tampé&o de aplicacdo corado

Azul de bromofendl 0,25¢g
Xileno cianof 0,25¢
Glicerol 30,0 mL
Tris HCI 20 mM pH 8,0 g.S.p. 100 mL

. Invitrogen, EUA

n) Tampéao TAE 1X
Tamp&o TAE 10X 100 mL

Agua MilliQ esterilizada g.s.p. 1000 mL

L Invitrogen, EUA

0) Tampao glicina pH 9,5 (TROTTIER et al, 2010)

Glicina" 7,50 g
Cloreto de s6dio (NaCl) 17,559
Agua purificada g.s.p. 1000 mL

L Merck, Alemanha

Suspender e dissolver os componentes em 800 migwde destilada e ajustar o pH para 9.
Distribuir aliguotas de 225 mL em frascos erlenmg&yeom capacidade de 500 mL.
Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 min.

pH final: 9,5 £ 0,1 a 25°C



