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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Fabiana Gil Melgago

Atualmente, os virus entéricos, principalmente os norovirus humanos (NoV),
sao descritos como 0s principais causadores de surtos de doencas transmitidas por
alimentos (DTA), especialmente os de rapido preparo e consumo, como frutas e
frios. Devido as baixas concentracfes de virus entéricos em amostras de alimentos,
€ necessario dispor de um método de deteccdo rapido e eficiente que permita
esclarecer surtos de origem alimentar e implementar medidas de prevencao quando
necessarias. Este estudo teve como objetivo adaptar e avaliar a metodologia de
floculacdo organica com leite desnatado para recuperagcdo de virus em frutas e
queijos, comparando sucesso e eficiencia de recuperacdo viral com outras
metodologias previamente estabelecidas, assim como avaliar a qualidade
microbiologica destes alimentos em municipios do Estado do Rio de Janeiro
incluindo a pesquisa de virus gastroentéricos. Ensaios de contaminacao artificial em
morangos, tomates e queijos foram realizados para recuperacdo de NoV Gll.4 e
norovirus murino 1 (MNV-1). O método de floculagdo organica por leite se mostrou
eficiente para recuperacdo de NoV a partir de morangos e tomates quando
comparado com métodos de polietileno glicol (PEG) e filtracdo por membranas
carregadas negativamente. Entretanto, ndo se mostrou eficiente na recuperacao
viral em queijos, quando comparado com o método de extracéo direta por TRIzol®.
Para avaliagdo da qualidade microbiolégica destes alimentos, 270 amostras (90 de
cada matriz) obtidas comercialmente foram concentradas por floculagcdo organica
(morangos e tomates) e TRIzol® (queijos). Todas as amostras foram testadas por
PCR quantitativo (qPCR) para investigacao de NoV GI, Gll e adenovirus humanos
(HAdV). MNV-1 foi utilizado com sucesso como controle interno de processo em
todas as reagOes. NoV foram identificados apenas nas amostras de queijos,
enquanto a presenca de HAdV foi observada em frutas e queijos. Adicionalmente
foram realizadas analises bacteriol6gicas que revelaram coliformes termotolerantes
em amostras de morangos e queijos. Nas amostras de queijos também se observou
contaminagcdo por Staphyloccocus coagulase positiva, abaixo dos padroes
determinados pela legislacdo brasileira. Concluindo, os resultados obtidos neste
estudo apresentam a metodologia de floculagcdo organica como alternativa de baixo
custo, para frutas, e o uso do TRIzol® em queijos que auxiliardo na vigilancia
laboratorial de surtos, gerando informagdes que permitam uma estimativa mais
exata da proporcao de surtos de NoV atribuidos a transmissao de origem alimentar.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN BIOLOGIA PARASITARIA

Fabiana Gil Melgago

Currently, enteric viruses, primarily human norovirus (NoV), are described as
the main cause of foodborne disease outbreaks (FBD), especially those of rapid
preparation and consumption, like fruits and dairy. Due to the low concentrations of
enteric virus in food samples, it is necessary to have a fast and efficient detection
method that allows to elucidate foodborne outbreaks and to implement preventive
measures when necessary. This study aimed to adapt and evaluate the skimmed
milk organic flocculation methodology for virus recovery in fruits and cheeses,
comparing success and the efficiency of viral recovery with other previously
established methods, and assess the microbiological quality of food in the State of
the Rio de Janeiro municipalities including gastroenteric virus. Atrtificially
contaminated strawberries, tomatoes and cheeses were evaluated for NoV Gll.4 and
murine norovirus 1 (MNV-1) recovery. The organic flocculation method was efficient
for the NoV recovery from strawberries and tomatoes as compared to polyethylene
glycol (PEG) and filtration negatively charged membranes. However, this
methodology was not efficient for viral recovery in cheese when compared with the
method of direct extraction by TRIzol®. To evaluate the microbiological quality of
food, 270 samples (90 of each matrix) commercially obtained were concentrated by
organic flocculation (strawberries and tomatoes) and TRIzol® (cheese). All samples
were assayed by quantitative PCR (qPCR) for investigation NoV GlI, Gll and human
adenovirus (HAdV). MNV-1 was successfully used as an internal control process in
all reactions. NoV were identified only in the cheeses samples, while the presence of
HAdV was observed in fruits and cheese. In addition bacteriological analysis
revealed that fecal coliforms in samples of strawberries and cheese. In cheese
samples was also observed contamination for Staphylococcus coagulase positive
below the Standards Brazilian. In conclusion, the results of this study present a
skimmed milk organic flocculation methodology as a low cost alternative, for fruits,
and the use of TRIzol® in cheeses that can assist in laboratory surveillance of
outbreaks, generating information for a more accurate estimate of the proportion of
NoV outbreaks attributed to foodborne transmission.
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1 INTRODUCAO

1.1 Virus em Alimentos

A transmissdo de virus veiculada por alimentos foi evidenciada no inicio do
século XX, quando surtos de poliomelite foram associados ao consumo de leite
(Gerba, 2006). Nos anos 1950, foi relatada a primeira transmissdo de virus da
hepatite A (HAV) por moluscos bivalves na Suécia e posteriormente, nos Estados
Unidos da América (EUA). Nos anos posteriores foram notificados surtos de origem
alimentar, contudo nenhum virus pode ser isolado in vitro. Durante muitos anos, 0s
estudos de transmisséao viral por alimentos estavam restritos a deteccao de virus em
moluscos bivalves e ao risco potencial de contaminacdo pela utilizacdo de aguas
residuais nao tratadas para irrigacao na agricultura (Gerba, 2006).

O advento e aplicacdo de ferramentas moleculares de deteccdo, permitiram
gue os virus fossem implicados como os principais agentes etioldgicos de doencas
associadas a alimentos contaminados no mundo todo. Atualmente, 0s norovirus
(NoV) seguidos da bactéria Campylobacter spp., sdo reconhecidos como principais
agentes etiolégicos de doencas transmitidas por alimentos (DTA) e representam um
problema de salde publica, acompanhadas por consideravel perda econdmica
(Havelaar et al., 2015). No periodo de 2009-2012, 14,5% dos surtos relatados no
perfil global foram causados por NoV e atribuidos a contaminacdo de alimentos
(Verhoef et al., 2015).

No Brasil, no periodo de 2000-2014, foram notificados 10.509 surtos de DTA
ao Ministério da Saude, com 206.504 doentes e 164 dbitos. O sudeste foi a regido
que notificou maior nimero de surtos (40,0%), seguida das regides sul (35,6%) e
nordeste (14,5%). Em 58,2% dos surtos os agentes etiologicos ndo foram
identificados, no restante foram detectados Salmonella spp (15,1%), Staphylococcus
aureus (7,8%), Escherichia coli (5,9%), Bacillus cereus (3,2%), HAV (2,4%),
Clostridium perfringens (2,2%), Rotavirus (2,0%), Shigella spp. (1,1%), Coliformes
(1,0%), outros (0,7%), Norovirus (0,4%) (Figura 1) (Ministério da Saude, 2015).



119% m N3o identificados
/—014% m Salmonella spp.
M S. aureus
W E. coli
M B. cereus
m virus da Hepatite A
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M Rotavirus
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Fonte: SINAN net / Ministério da Satde
*Dados sujeitos a alteragdo.

Figura 1: Numero de surtos de gastroenterite de origem alimentar identificados no
Brasil no periodo de 2000-2014 de acordo com o agente etiolégico envolvido.

Além da subnotificacdo e dos problemas e falhas na investigacdo de surtos
ocasionados pelos diferentes agentes, muitas DTAs possuem outras rotas de
transmissdo (ambiental: &gua, solo e ar; contato pessoa-pessoa, fomites, aerossois
produzidos durante o vémito e contato pessoa-animais) dificultando a identificacéo
do alimento como veiculo transmissor (Havelaar et al., 2015).

Diversos virus entéricos, tais como NoV, HAV, adenovirus humanos (HAdV),
rotavirus A (RVA) e enterovirus estdo relacionados a doencas ocasionadas pela
ingestdo de alimentos contaminados (Kotwal & Cannon, 2014). Entre os
responsaveis pela gastroenterite aguda, os NoV séo os agentes de maior impacto de
veiculacdo alimentar (Lopman et al., 2003). Fatores como baixa dose infecciosa
(menos de 10 particulas virais), auséncia de imunidade duradoura, estabilidade do
virus no ambiente e a transmisséo por variedade de rotas contribuem para o alto
impacto dos surtos de gastroenterite por NoV (Lopman et al., 2003). A importancia
epidemiologica destes virus nos surtos de origem alimentar € demonstrada pelo
estabelecimento de redes laboratoriais de vigilancia nos paises industrializados
(Verhoef et al., 2015).

A infeccdo por NoV tem periodo de incubagdo de 18-48h, apresentando

sintomas como jatos de vomitos, diarréia com auséncia de sangue, nauseas,
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desconforto abdominal e febre branda. Em individuos saudaveis os sintomas nao
duram mais do que 48h, entretanto em criangas menores de cinco anos, idosos e
em imunossuprimidos sdo mais prolongados e muitas vezes levam a hospitalizacao
(Bok & Green, 2012).

Os HAdV sao virus entéricos também associados a contaminacdo de
alimentos (Rodriguez-Manzano et al., 2013). Eles séo frequentemente encontrados
em 4guas residuarias no mundo todo, sendo considerados como virus indicador de
contaminacao fecal humana em agua (Wyn-Jones et al., 2011; Hewitt et al., 2013).
Os tipos entéricos mais comuns sdo o HAdV-40 e o HAdV-41, associados a surtos e
a transmissao por alimentos (Greening, 2006; Russell, 2009). Os HAdV podem
manter a viabilidade no ambiente extracelular por periodos prolongados e, assim
como os NoV, sdo estaveis na presenca de diferentes agentes fisicos e quimicos,
assim como condi¢cdes adversas de pH e temperatura (Mena & Gerba, 2009). Os
HAdV tém a capacidade de infectar distintos tecidos, incluindo o trato respiratorio e a
conjuntiva ocular sendo identificados como agentes etiolégicos em diferentes
patologias (Horwitz, 2001), também apresentando maior gravidade nas faixa etarias
extremas e em individuos imunossuprimidos (Saha et al., 2014).

Devido as politicas de desenvolvimento sustentavel discutidas atualmente, o
reuso de agua para irrigacdo e de dejetos animais para fertilizacdo na agricultura
tem sido frequentes, sendo possiveis fontes de contaminacdo na cadeia de
producdo de alimentos, principalmente de alimentos frescos (frutas e vegetais)
(Maunula et al., 2013). Os NoV podem estar presentes tanto nas superficies de
alimentos e, em alguns casos, sao internalizados. Moluscos bivalves acumulam e
concentram particulas virais no sistema digestivo (Le Guyader et al., 2009) e em
alguns vegetais, como em alfaces, morangos e cebolinha verde que, durante o
cultivo, os virus presentes no solo entram pelas raizes e se disseminam pelos
tecidos vegetais das folhas e dos frutos (DiCaprio et al., 2012; Hirneisen & Kniel,
2013; DiCaprio et al., 2015). No caso de produtos lacteos e sanduiches preparados
com queijo, frios e saladas, a rota mais comum de contaminacdo € a manipulacao
de alimentos que pode ocorrer nas fazendas (no preparo de queijos frescos),
cantinas escolares, supermercados, restaurantes e outras fontes comerciais (Figura
2) (Mathijs et al., 2012; Godoy et al., 2016). Estes alimentos tém sido descritos
COmo responsaveis por surtos gastrointestinais provocados por NoV em diversos
paises (Wit et al., 2007; Malek et al., 2009; Sarvikivi et al., 2012; Made et al., 2013),
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sendo associados a manipulacdo inadequada (Stals et al., 2011a; Stals et al.,
2011b).

A identificacdo direta de virus em alimentos € dificultada, principalmente
devido a complexidade da matriz alimentar, presenca de inibidores, baixos niveis de
contaminacdo viral e diversidade genética dos virus. Diferentes métodos de
eluicdo/concentracdo para a deteccao de virus em frutas e alimentos prontos para
consumo tém sido descritos e otimizados. Atualmente, o uso de outros virus animais
como controle interno, em distintas etapas da andlise de amostras de alimentos, tem
sido sugerida (Baert et al., 2008a; Stals et al., 2011a; Stals et al., 2011b; Stals et al.,
2012; Maunula et al., 2013).

Figura 2: Possiveis rotas de transmissao de virus entéricos. Adaptado de Mathijs et
al., (2012).

1.2 Virus gastroentéricos associados a contaminacao em alimentos

1.2.1 Norovirus

1.2.1.1 Classificacdo e morfologia

Os NoV foram descobertos em 1972 por andlise de imunomicroscopia

eletrdbnica de amostras fecais de voluntarios que foram induzidos ao
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desenvolvimento da gastroenterite ingerindo filtrados fecais denominados “lavados
fecais livres de bactérias” proveniente de amostras de surto ocorrido na cidade de
Norwalk, Ohio em 1968 (Kapikian et al., 1972).

Nos anos 90, técnicas de biologia molecular possibilitaram a clonagem e
sequenciamento completo do genoma do Norwalk-like virus (Jiang et al., 1990;
Lambden et al., 1993) resultando na sua inclusdo na familia Caliciviridae. Em 1998,
no VII Encontro do Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), o género
Norwalk-like virus (NLV) foi criado com a espécie protétipo do virus Norwalk. Em
2005, este mesmo Comité renomeou o género Norwalk-like virus para Norovirus
Atualmente, cinco géneros compdem a familia Caliciviridae: os Vesivirus, 0s
Lagovirus, os Norovirus, os Nebovirus e os Sapovirus (Clarke et al., 2011).

As particulas de NoV possuem diametro variando entre 27 a 30 nm, sdo nao
envelopadas e de simetria icosaédrica com aproximadamente 32 grandes
depressdes em forma de célice na superficie do seu capsideo (Green et al., 2007).

Atualmente, os NoV séao classificados em sete genogrupos (Gl-VII) baseado
na analise da sequéncia de nucleotideos da regido do genoma que codifica para a
proteina do capsideo VP1. Em cada genogrupo, os NoV sdo classificados em
gendtipos, com 40 gendtipos distintos considerando todos os genogrupos. Os NoV
humanos pertencem aos genogrupos Gl, Gll e GIV (Zheng et al., 2006; Vinjé, 2015).
O gendtipo Gll.4 € o mais prevalente em surtos e em casos esporadicos de
gastroenterite aguda no mundo todo representando até 80% dos surtos (Kroneman
et al., 2008; Vinjé, 2015). Os Glll e GV, consistem de NoV de origem bovina e
murina, respectivamente (Karst et al., 2003; Wobus et al., 2006) e os GVI e GVII de
origem canina (Vinjé, 2015) (Figura 3).

A distribuicBo dos diferentes genogrupos de NoV humanos pode estar
associada com as rotas de transmisséo, taxa de disseminacdo, agua e/ou alimentos
como veiculos de transmissdo. Alguns genogrupos estao relacionados com a sua
estabilidade nas diferentes matrizes ambientais (agua ou alimentos), sendo o Gl
mais frequente em amostras de agua e GIll em amostras de alimentos (Bitler et al.,
2013). Nos surtos de origem alimentar, 10% estdo associados ao genotipo Gll.4,
27% a todos 0s outros genotipos e 37% causados por contaminagao mista de Gll.4
e outros NoV (Verhoef et al., 2015).
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Figura 3: Classificacdo dos norovirus em sete genogrupos baseada na diversidade
da sequéncia completa de aminoacidos da proteina de capsideo VP1 (Adaptado de
Vinjé, 2015).

1.2.1.2 Genoma e proteinas virais

O genoma do NoV é composto por uma fita simples de RNA de polaridade
positiva com tamanho entre 7,5 e 7,7 kb, organizado em trés regides abertas de
leitura (ORF1, ORF2 e ORF 3). A regidao da ORF 1 codifica uma poliproteina, que
sofre clivagem pos-traducional em sete proteinas ndo estruturais (NS1-NS7)
relacionadas com a replicacéo viral. ORF 2 produz a maior proteina estrutural (VP1),
com aproximadamente 60 mil Da e a regido da ORF 3 codifica a menor proteina
estrutural (VP2). O capsideo viral contém 90 dimeros de VP1 e poucas copias de
VP2. A estrutura da VP1, por cristalografia de raio-X, revelou que essa proteina se
desdobra em dois maiores dominios S e P (Figura 4). O dominio S circunda 0 RNA
viral e o dominio P (ligado ao dominio S por articulacao flexivel) corresponde a parte
C-terminal de VP1. O dominio P é dividido em dois subdominios P1 e P2, sendo o
segundo altamente variavel contendo sitios de neutralizacdo que interagem com 0s

antigenos do grupo sanguineo (HBGAs). VP2 é localizada no interior da particula
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viral e é, provavelmente, relacionada a montagem do capsideo e ao encapsulamento
do genoma (Prasad et al., 1999; Vongpunsawad et al., 2013).

Na extremidade 5 do genoma se encontra uma proteina covalentemente
ligada denominada VPg e na extremidade 3’ ocorre uma poliadenilagdo. Também é
descrito constituindo o genoma viral um RNA subgendmico que funciona como
molde para producdo das proteinas estruturais durante a replicacdo viral. Assim
como o RNA gendmico, o subgenbmico também esta ligado covalentemente a
proteina VPg na extremidade 5’ e na extremidadade 3’ ocorre poliadenilagao (Jiang
et al., 1993; Lambden et al., 1993; Glass et al., 2000).

Figura 4: (A) Imagem da cristalografia de raio-X da estrutura do capsideo de
norovirus. (B) Estrutura da subunidade da proteina VP1 em representacao
ribossémica (Prasad et al., 1999).

1.2.1.3 Epidemiologia dos NoV

Surtos de gastroenterite aguda causados por NoV geralmente ocorrem em
ambientes fechados com grande concentracdo de individuos, como em creches,
asilos, hospitais, hotéis, escolas, quartéis e navios de cruzeiros (Wikswo et al., 2011;
Doménech-Sanchez et al., 2011; Ferreira et al., 2012; Godoy et al., 2016). Em
navios de cruzeiros, alguns surtos relatam os alimentos ou os manipuladores de
alimentos como origem da fonte de contaminacdo, com consequente expansao e
rapidez no nimero de pessoas infectadas devido a transmissdo pessoa-pessoa, via
de transmisséo predominante (Verhoef et al., 2008; Morillo et al., 2012; Bert et al.,

2014).
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Em 2006, no periodo de janeiro a agosto, o0 sistema de redes de vigilancia
laboratorial da Europa notificou 13 surtos em navios que coincidiram com a
emergéncia de duas novas cepas do genotipo NoV Gll.4, sem conseguir identificar a
fonte de origem (alimentos ou agua) (Verhoef et al., 2008).

Em um navio de cruzeiro no mar Baltico, no ano de 2007, foi relatado surto de
gastroenterite apresentando como causa da infeccdo o NoV Gll.4, identificado em
amostras fecais de passageiros (Xerry et al.,, 2009). Recentemente, outro estudo
identificou e caracterizou diferentes genotipos de NoV (Gl e GIll) como agentes
responsaveis por um surto em navio de cruzeiro japonés, sem indicar fonte de
origem de contaminagéo (Wang et al., 2015). O levantamento de dados de surtos
em navios, na jurisdicdo norte americana no periodo de 2008-2014, revelou o total
de 133 navios com surtos de gastroenterite, tendo 71% deles as amostras avaliadas,
sendo 97% causados por NoV e a maioria por NoV Gll.4 (Freeland et al., 2016).

No Brasil, NoV Gl e GIl foram identificados em amostras de alimentos
(manteiga com ervas, queijo e molho branco) servidos em um navio de cruzeiro,

indicando esses produtos como origem do surto (Morillo et al., 2012).

1.2.2 Adenovirus

1.2.2.1 Classificagdo e morfologia

O primeiro isolado de AdV foi descrito por um grupo de pesquisadores, em
1953, na tentativa de estabelecer uma linhagem celular de tecido de adenoide
removido cirurgicamente de criancas e de recrutas militares com doencas febris
(Rowe et al., 1953).

Segundo o Comité Internacional sobre Taxonomia de Virus (ICTV, 2015b), os
AdV sao classificados na familia Adenoviridae que esta subdividida em cinco
géneros Mastadenovirus (virus que infectam homens, simios, bovinos, equinos,
caninos, suinos, ovinos e roedores), Aviadenovirus (infectam aves em geral),
Atadenovirus (cervos, patos e répteis), Siadenovirus (anfibios e perus) e
Ichtadenovirus (infectam peixes).

Até o momento, jA foram identificados 68 sorotipos distintos de HAdV,
divididos em sete espécies (A-G), com base na similaridade de superficies génicas,
padrées de hemaglutinacdo e perfis sorologicos (Nemerow et al., 2009; Henquell et
al., 2009; Robinson et al., 2011; Ghebremedhin, 2014).
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Os AdV séao virus nao envelopados, com 70-90 nm de diametro, capsideo

icosaédrico (contendo vinte faces triangulares e doze veértices) (ICTV, 2015b).

1.2.2.2 Genoma e proteinas virais

Os AdV possuem dupla fita de DNA linear com 28-45 kb e apresentam 11
proteinas constituintes da particula viral, denominadas polipeptideos (ll, IIl, llla, 1V,
V, VI, VII, VIII, IX, X e TP). As proteinas sdo numeradas de acordo com a sua
migracdo em eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) (Figura 5). Sete
compdem o capsideo viral (Il, 111, llla, IV, VI, VIII, 1X), que contém 252 capsémeros,
sendo 240 constituidos pela proteina hexon (PIl), compondo as faces do icosaedro,
e 0s 12 restantes sdo compostos pelas proteinas penton-base (Plll) e fibra (PIV)
(Figura 5). Cada penton projeta uma fibra proteica que varia para cada sorotipo de
HAdV, com excecdo de HAdV entéricos (sorotipos 40 e 41) que projetam duas fibras
proteicas (Shenk, 1996; Smith et al., 2010; Robinson et al., 2011).

Por possuirem DNA dupla-fita como genoma, os AdV tém a capacidade de
utilizar o sistema de reparo de DNA de células hospedeiras. Ter DNA como acido
nucléico também permite viabilidade prolonganda no ambiente e aumenta sua
resisténcia a inativacdo pela luz ultra-violeta (U.V.) (Thurston-Enriquez et al., 2003).
Por conta do genoma estavel, esses virus apresentam dificil eliminacdo durante a

higienizag&o da superficie de alimentos contaminados.
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Figura 5: (A) Separacao e identificacdo das proteinas do adenovirus humano
(HAdV) em eletroforese em gel de poliacrilamida; (B) Diagrama esquematico
mostrando as proteinas estruturais da particula viral; as principais proteinas do
capsideo (Hexon, Penton e fibras), formam as 20 faces do capsideo icosaédrico; as
proteinas essenciais, proteina terminal, Mu, V e VI, estdo associadas com o
genoma do DNA fita dupla linear (Adaptada de Russel, 2000).

1.2.2.3 Adenovirus como indicador de contaminacéo fecal

Indicadores bacterianos de contaminagédo fecal, tais como Enterococcus,
coliformes totais e coliformes termotolerantes séo estabelecidos nas legislacdes
internacionais e brasileira para avaliacdo do controle microbioldégico da agua para
consumo e/ou recreacional (USEPA, 2000; WHO, 2008). No entanto, esses
indicadores ndo apresentam correlacdo com a presenca de virus em diferentes
matrizes ambientais, de modo que, atualmente, alguns estudos vém sendo
realizados para definir um virus que possa ser utilizado como parametro de
contaminacgao fecal humana (Bofill-Mas et al., 2013).

Estudos realizados com colifagos demonstraram que quando comparados
com o0s parametros bacterianos, estes virus apresentam melhor correlacdo do que
os AdV, NoV e enterovirus (Jiang et al., 2007, Colford et al., 2007). No entanto,
esses bacteriéfagos ndo estédo presentes em fezes humanas e de animais, como o0s

indicadores bacterianos.
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Torque teno virus (TTV), assim como, 0s poliomavirus humano (HPyVs)
também foram sugeridos como indicadores virais de contaminacdo fecal sendo
correlacionados satisfatoriamente com os indicadores tradicionais (Griffin et al.,
2008; McQuaig et al., 2009).

Os AdVs, assim como outros virus e diferente das bactérias, ndo se replicam
no ambiente e apresentam alta resisténcia. Eles tém especificidade de hospedeiro,
sdo espécie-especificos, caracteristicas que os confere como bom indicador em
diferentes matrizes ambientais, associados a outros indicadores microbiologicos
(Tong & Lu, 2011; Hundesa et al., 2006).

Dessa forma, alguns trabalhos tém utilizado AdV como indicador de
contaminagado fecal em amostras de alimentos. Diez-Valcarce et al.,, (2012)
avaliaram amostras de mexilhndes obtidas em diferentes paises (Finlandia, Grécia e
Espanha) quanto a presenca de NoV, HAV e hepatite E (HEV) utilizando HAdV
como indicador. Quando avaliado em amostras de morangos e framboesas, HAdV
apresentou melhor resisténcia a variagbes de temperatura possibilitando sua
deteccdo na superficie de frutas que tinham sido contaminadas artificialmente com
NoV Gl, GlI, MNV-1 e HAdV, mostrando sua capacidade como indicador (Verhaelen
et al., 2012).

1.2.3 Norovirus murino como controle interno de processo

Para padronizacdo e validacdo dos métodos utilizados para recuperacao e
deteccdo de virus a partir de matrizes alimentares se faz necesséario o uso de um
controle interno de processo, que permita demonstrar auséncia de inibicdo do
método, fator critico para deteccdo molecular dos virus, devido a presenca de
substancias inibidoras das reac¢des enzimaticas nas distintas matrizes. O virus ideal
para ser utilizado como controle interno dos procedimentos deve ser geneticamente
relacionado ao virus testado, de facil cultivo e obtencdo e improvavel de ser
encontrado por contaminacao natural no alimento (Stals et al., 2012).

Em 2003, o Norovirus Murino 1 (MNV-1), pertencente ao genogrupo V
(ICTVdB, 2015a) que infecta camundongos, foi descrito e caracterizado (Karst et al.,
2003). Atualmente, é o Unico NoV capaz de se replicar tanto em cultura celular como
em modelos animais, e por isso tem sido bem aceito como virus modelo para os
estudos de NoVs (Wobus et al., 2004). MNV-1 pode ser produzido rotineiramente
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por infeccdo de macréfagos de origem murina, da linhagem celular RAW 264.7 e é
facilmente quantificado utilizando ensaios de placa de lise (Wobus et al., 2006).
Outros virus, tais como: calicivirus felino, mengovirus e bacteriéfago MS2 tém sido
descritos como controle interno de procedimentos em analise de amostras de frutas
e alimentos prontos para consumo (Mattison et al., 2009; Comelli et al, 2008; Blaise-
Boisseau et al., 2010).

Do ponto de vista molecular, MNV-1 compartilha muitas caracteristicas
genéticas com NoVs. A andlise do genoma de MNV (RNA fita-simples com
aproximadamente 7.5 kb) identificou 3 fases abertas de leitura (ORF) caracteristicas
de Norovirus e Versivirus, dois géneros da familia Caliciviridae (Karst et al., 2003).
Em relagdo a patogenia, MNV-1 também compartilha com NoVs a capacidade de se
dispersar pela via fecal-oral e altas concentracdes de particulas virais séo
encontradas nas fezes do animal infectado (Wobus et al., 2004).

Devido a sua relacdo taxon6mica com os NoV humanos, capacidade de
propagacdo em cultura celular e improvavel detecgdo em alimentos higienizados, o0s
MNV-1 vém sendo utilizados como substitutos nos experimentos de recuperacao de
virus em diferentes matrizes alimentares envolvendo NoV humanos (Stals et al,
2011a; Stals et al, 2011b).

1.2.4 Métodos de elui¢cdo e concentracdo para obtencédo de virus em alimentos

A estratégia para identificacdo de virus em alimentos consiste em trés etapas:
extracdo viral, purificacdo do acido nucléico e deteccdo molecular. A etapa de
extracao viral do alimento € definida em etapas de separacdo e concentracado de
particulas virais da matriz alimentar, também descrita como etapas de eluicdo e
concentracao (Stals et al., 2012).

Nos ultimos anos, muitos métodos tém sido descritos e avaliados para
recuperacdo de virus, utilizando distintos tamp&es de eluicdo (alcalinos e neutros)
associados a etapas de concentracdo com diferentes reagentes (Brandao et al.,
2014a; de Abreu Corréa & Miagostovich, 2013; David et al., 2007; Le Guyader et al.,
2004). Para a etapa de concentracéo ja foram descritos a utilizacdo de precipitacédo
pelo polimero polietilenoglicol (PEG), ultracentrifugacdo, imunoconcentracao,
filtracdo com membranas carregadas positiva ou negativamente, entre outros.
Também sdo relatados métodos de extracdo direta por solventes organicos
(reagente TRIzol®) combinados ou ndo com etapas de clarificacéo, utilizando grande
variedade de reagentes (enzimas, detergentes catidnicos, cloroférmio/butanol,
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Vertrel) (Baert et al, 2008b; Boxman et al., 2007; Brassard et al., 2012; Fumian et al.,
2009; Le Guyader et al., 2008; Made et al., 2013; Morales-Rayas et al., 2009; Park et
al., 2008; Rzezutka et al., 2005; Stals et al., 2011a; Stals et al., 2011b; Summa et al.,
2012).

Cada tipo de matriz alimentar (frutas, laticineos, entre outros) requer métodos
especificos, que obtenham extracdo viral eficiente, diminuindo a presenca de
inibidores (proteinas, polissacarideos, lipideos, pigmentos) na detec¢cdo molecular
(Demeke and Jenkins, 2010).

Em marco de 2013, a Organizacdo Internacional para Padronizacao
(International Organization for Standardization - 1ISO) validou e padronizou métodos
de eluicdo-concentracdo para recuperagédo e deteccdo de NoV e HAV para quatro
classes de alimentos [(ISO)/TS 15216-1], incluindo &gua para consumo, frutas e
vegetais, superficies e moluscos bivalves. Nessa norma também foi estabelecido o
método de extracdo de material genético por lise com guanidina e isotiocianato com
adsorcdo em silica (Boom et al.,1990). A detec¢do quantitativa de NoV Gl e GlI pela
amplificacdo e deteccdo do RNA foi padronizada em Unica etapa: formacédo do DNA
complementar por transcricdo reversa e reacdo de amplificacio em uma mesma
reagdo, por PCR em tempo real (RT-qPCR), utlizando iniciadores e sondas
descritos por Svraca et al. (2007) e da Silva et al., (2007) para NoV Gl e Loisy et al.,
(2005) e Kageyama et al., (2003) para NoV GillI.

Recentemente, o sistema de PCR em tempo real nanofluidico, método com
alto rendimento para deteccdo molecular qualitativa e quantitativa de virus entéricos
por RT-PCR (RT-dPCR) digital, tem sido sugerido para deteccdo de virus em
matrizes alimentares. A técnica é baseada no célculo de numero de coépias
gendmicas obtidas por espectrofotometria 0 que reduz a interferéncia de substancias
inibitérias na quantificacdo de virus em componentes de matrizes alimentares,
entretanto o alto custo € uma desvantagem (Coudray-Meunier et al., 2016).

No Brasil, métodos de eluicdo e concentracdo para recuperacdo de virus em
matrizes alimentares ainda ndo sdo estabelecidos em laboratorios de analise
microbioldgica de alimentos. Este € um dos fatores da subnotificacdo deste agente
etiologico como causa de surtos DTA no pais (Figura 1). O desenvolvimento destes
métodos para diferentes matrizes alimentares, assim como estudos de campo

deverdo contribuir para as politicas de seguranga alimentar no pais.
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1.3 Prevencéo e controle

A higienizagdo adequada das méaos e das superficies onde sdo armazenados
e preparados os alimentos € a melhor forma de prevencdo e controle da
contaminacdo viral. Alguns estudos ja comprovaram a alta taxa de transferéncia viral
de alimentos contaminados para fomites e de fomites contaminados para alimentos
(Escudero et al.,, 2012; Stals et al., 2013; Sharps et al., 2012), assim como a
resisténcia de alguns virus a periodos prolongados de congelamento (Croci et al.,
2002).

Devido a grande estabilidade dos virus entéricos (ndo envelopados) no
ambiente por periodos prolongados alguns métodos de inativacdo de virus tém sido
estudados em diversas matrizes alimentares (Kramer et al., 2006). Alguns
pesquisadores recomendam que purés de frutas (framboesas) sofram tratamento
prévio com fervura por 1 minuto antes de serem consumidos (Einéder-Moreno et al.,
2016). O processamento de alimentos com alta presséo hidrostatica € uma técnica
sem recursos térmicos, que conserva atributos sensoriais originais e evita perdas
nutricionais, e vem sendo comercializada e avaliada no tratamento contra a
contaminacdo viral de alguns produtos como doces de frutas, purés de morangos e
framboesas, suco de laranja, salsa, guacamole, carnes e laticineos, ostras e
lagostas (Li et al., 2013; Ye et al., 2014; Huang et al., 2016).

A sanitizacao de frutas e verduras em contato com solucdo de hipoclorito de
sédio por 30 minutos é a forma comumente recomendada no Brasil, assim como o
uso da mesma para limpeza de artigos e superficies (Anvisa, 2014). Lavagens de
frutas com agua clorada (com 200 ppm de cloro) e solugcédo de diéxido de cloro (10
ppm/ 10 min ou 20 ppm/ 1 min) reduz a quantidade de particulas virais, mas nao
elimina totalmente o risco de infeccdo por ingestdo do alimento higienizado (Butot et
al., 2008; Girard et al., 2016). Outros agentes surfactantes, como dodecil sulfato de
sodio (SDS), Nonidet P-40 (NP-40), Triton X-100 e Tween 20 em concentracdes de
50 ppm apresentam resultados satisfatérios na atividade virucida em superficie de
frutas e vegetais, sugerindo o uso desses produtos juntamente com a solugéo de
cloro a 200 ppm para higienizagéo efetiva desses produtos (Predmore & Li, 2011).

Outra forma de prevencédo e controle da contaminacéo de alimentos em toda
a cadeia de producgédo é através da andlise de risco de infec¢cdo (Bouwknegt et al.,
2015). Com a obtenc¢éo de dados da identificacdo dos possiveis perigos biologicos,

da concentracao viral presente nos alimentos, nas superficies (fomites), na agua de
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irrigacdo e nas maos de manipuladores de alimentos, avalia-se o risco de infec¢ao
gastrointestinal obtida pelo consumo dos diferentes produtos alimenticios. A
avaliacdo da quantidade de particulas virais (dose resposta) presente nas amostras
de alimentos relacionada a quantidades ingeridas fornece dados que séo analisados
pelo programa @Risk 7.0 Industrial Trial Version que estima a probabilidade do risco
proeminente de infeccdo que um individuo possui ao ingerir o alimento contaminado
(Lodder et al., 2010; Bouwknegt et al., 2015). A relagdo entre uma cepa de NoV
encontrada em um surto e a presenca da mesma em amostras de produtos
alimenticios define potencial risco de saude publica que deve ser analisado e

notificado a autoridades competentes.

1.4 Justificativa

A identificacdo do agente infecciosso viral em surtos de origem alimentar, em
geral, baseia-se na deteccdo e caracterizacdo do agente em amostras clinicas de
pacientes infectados pela suspeita de ingestao de alimento contaminado. A detecc¢ao
direta de virus em alimentos € obtida raramente, devido a complexidade da matriz
alimentar, presenca de inibidores, baixos niveis de contaminacdo, e diversidade
genética dos virus. Diferentes métodos de eluicdo/concentracéo para a deteccao de
virus em alimentos prontos para consumo e frutas tém sido descritos e otimizados,
assim como, 0 uso de virus animais como controle interno dos procedimentos, em
distintas etapas da analise de amostras de alimentos. Como as metodologias de
recuperacédo viral tendem a ser diversificadas, existe a necessidade de validacao
para cada tipo de matriz.

A importancia epidemiologica dos virus nos surtos de origem alimentar,
especialmente dos NoV, é demonstrada pelo estabelecimento de redes de vigilancia
laboratorial destes virus nos paises industrializados (Europe Network/Noronet;
CaliciNet; EpiSurv; NoV Surveillance Network; China CDC; National Institute of
Infectious Diseases; Central Laboratory, Medical Corps). Neste contexto, o Comité
Europeu de Padronizagdo (CEN), juntamente com Comité Técnico ISO/TC 34,
Produtos Alimenticios, Subcomité SC 9 Microbiology, editou a norma ISO/TS 15216-
1:2013 que visa padronizar as metodologias em todo o mundo e avangar no
diagnostico dos NoV, que conforme mencionado apresentam grande variabilidade, o

gue exige uma vigilancia laboratorial ativa.
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No Brasil, mais de 10 mil surtos associados a contaminacdo de alimentos
foram notificados nos dltimos anos, entretanto, mais da metade ndo possui agente
etioldgico definido. Até o momento, apenas um surto de gastroenterite de origem
alimentar foi associado a contaminacdo por NoV no pais, principalmente porque a
legislacdo brasileira exige apenas indicadores de contaminacdo bacterioldgica.
Entretanto, devido a crescente importancia epidemiolégica dos surtos de NoV de
origem alimentar em todo o mundo, em especial em navios de cruzeiros, o Programa
Nacional de Fortalecimento das A¢bes de Vigilancia Sanitaria em Portos, Aeroportos
e Fronteiras publicou em 6 de dezembro de 2012 a Portaria N° 2.795, que
estabelece a obrigatoriedade dos Laboratérios Centrais dos Estados (LACENS), que
estejam na rota da temporada de cruzeiros (Amazonas, Bahia, Ceara, Para,
Pernambuco, Rio de Janeiro, Santa Catarina e S&o Paulo), de realizarem o
diagnoéstico de NoV a partir de aguas e alimentos.

Dentro desta realidade, este estudo prop0s a adaptacao e otimizagédo de uma
metodologia de baixo custo baseada na floculacdo organica por leite desnatado,
inicialmente descrita para recuperacao viral em agua do mar (Calgua et al., 2008),
para recuperar virus em distintas matrizes alimentares, utilizando o MNV-1 como
controle interno destes procedimentos. O desenvolvimento destes métodos deve
contribuir para a melhoria da avaliacdo do real impacto das infec¢gbes por NoV, bem
como auxiliar estratégias de prevencdo e controle da contaminacdo de virus

entéricos nos alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo avaliar a metodologia de floculacdo
organica com leite desnatado para recuperacao de virus em frutas e queijos,
comparando sucesso e eficiéncia de recuperacdo viral com outras
metodologias previamente estabelecidas, assim como avaliar a qualidade
microbiologica destes alimentos em municipios do Estado do Rio de Janeiro

incluindo a pesquisa de virus gastroentéricos.

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar a recuperagéo de NoV Gll.4 e MNV-1, por contaminagéo artificial, em
amostras de morangos comparando as metodologias de floculagdo organica
por leite, precipitacdo por PEG e filtracdo em membrana negativa;

2. Detectar e quantificar HAdV, NoV Gl e GIl e a presenca de bactérias
Salmonella spp., Listeria monocytogenes e coliformes termotolerantes pelo
monitoramento de morangos obtidos comercialmente;

3. Avaliar, por contaminacao artificial, a recuperacdo de HAdV em amostras de
tomates utilizando a metodologia de floculacdo organica por leite e investigar
a presenca a contaminacdo por estes virus, assim como a presenca de
bactérias Salmonella spp., Listeria monocytogenes e coliformes
termotolerantes em amostras obtidas comercialmente;

4. Avaliar a recuperacdo de NoV GIl.4 e MNV-1 em amostras de tomates
contaminadas artificialmente, comparando as metodologias de floculacéo
organica por leite e precipitacdo por PEG (ISO 15216-1), detectar e
guantificar NoV Gl e GIl no monitoramento de amostras obtidas
comercialmente;

5. Avaliar a recuperagao de NoV Gll.4 e MNV-1 em amostras de queijo “Minas”
e queijo prato, artificialmente contaminadas, comparando as metodologias de
floculagcdo organica por leite e de eluicdo direta em solvente organico
(TRIZol®);
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6. Detectar e quantificar HAdV, NoV Gl e GIl e presenca de bactérias
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, coliformes termotolerantes, e
Staphylococcus coagulase positiva no monitoramento de amostras de queijos

obtidas comercialmente.
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3 MATERIAL E METODOS

Para a padronizagcdo da metodologia de floculagdo organcia por leite e
comparacdo com as metodologias previamente estabelecidas, foram realizados
experimentos de contaminacao artificial de virus nas diferentes matrizes alimentares.
Posteriormente, a metodologia que apresentou maior sucesso e eficiéncia de
recuperacédo foi utilizada para monitoramento da contaminacéo viral em alimentos

adquiridos comercialmente.

3.1 Virus utilizados nos experimentos de contaminacao artificial

Suspenséo fecal contendo NoV Gll, gendtipo 4 (Genbank - DQ997040) obtida
da colecdo de amostras do Laboratério de Referéncia Regional de Rotaviroses
(Laboratério de Virologia Compara e Ambiental, Instituto Oswaldo Cruz) foi utilizada.
MNV-1 cultivado e titulado em células RAW 264.7 (macrofagos transformados com
Virus da Leucemia Murina de Abelson, derivados de camundongos BALBc), cedido
por Dr. Herbert W. Virgin da Universidade de Washington, Escola de Medicina, foi
utilizado como controle interno dos procedimentos.

Os HAdV tipo 2 (HAdV-2) foram propagados em células HEK 293 (células de
rim de embrido Humano) obtido da colecdo de amostras do Laboratério de
Referéncia Regional de Rotaviroses (Laboratério de Virologia Compara e Ambiental,
Instituto Oswaldo Cruz).

3.2 Matrizes alimentares

Foram utilizadas amostras de morangos frescos (Fragaria vescavar), trés
variacbes de tomates [tomates frescos (Lycopersicon esculentum), tomates-cereja
(Lycopersicon esculentum var cerasiforme) e / ou hibridos (tomates uva)] e queijos
do tipo prato e tipo “Minas” frescal. Os alimentos foram obtidos comercialmente em
estabelecimentos comerciais de municipios do Estado do Rio de Janeiro: Morangos
e tomates (Petropolis, Niterdi e Rio de Janeiro) e queijos (Niteroi e Rio de Janeiro).

As amostras foram transportadas a temperatura ambiente ao laboratério e,
em seguida, resfriadas e/ou congeladas até a realizacdo das etapas de

processamento (eluicdo e concentracao).
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3.3 Limite de deteccdo do método de amplificacdo quantitativa (QPCR) e

experimentos de contaminacao artificial

Estoques virais e suas diluicdes (10°-10°) foram utilizados em triplicatas para
avaliar o limite de deteccao de NoV Gll e MNV-1.

Nos ensaios de contaminacao artificial avaliou-se a possibilidade de perda da
carga viral durante as etapas de concentragédo e recuperacao. NoV Gll.4 e MNV-1
foram semeados sobre a superficie dos alimentos por aplicacédo direta de diluicdes
de dez vezes (10%,10° e 10* copias gendmicas/ml) de 250 uyL e 100 L,
respectivamente, por aproximadamente 2 horas. HAdV-2 foram inoculados na
superficie dos alimentos (10° cépias genémicas/mL de 200 yL) conforme realizado
com 0s outros virus.

A quantidade de virus inoculado nas amostras em experimentos de
contaminacdo artificial foi determinada de acordo com o limite de deteccao qPCR.

Para os experimentos de contaminacao artificial e de campo foram analisadas
25g de amostras de morango e tomate e 10 g de queijo. ApGs pesagem, NoV Gl e
MNV-1 foram espalhados por aplicacdo direta na superficie dos alimentos que foram
mantidos durante 2 horas a temperatura ambiente. Todos os experimentos de
contaminacgao artificial foram realizados em triplicata e com um controle negativo
(semeado com 350 pL de PBS 1X).

Os métodos de recuperacao viral mais eficientes para cada matriz alimentar
foram aplicados para avaliar a contaminacdo de produtos comercializados nos
municipios do Estado do Rio de Janeiro. Em todas as amostras de campo foram
inoculadas 100 yL de MNV-1 como controle interno de processo.

3.4 Métodos de eluicdo e concentracao viral

3.4.1 Morangos

O meétodo de floculacdo organica por leite foi primeiramente adaptado
e otimizado para a matriz alimentar. Experimentos utilizando morangos inteiros e
diferentes variadveis foram realizados, tais como tampdes de eluicdo, recipientes e
tratamento final com o detergente cationico brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB).
ApoOs a padronizacédo, este método (Método 1) foi comparado com a precipitacao

com PEG (Método 2), e filtrachio com membranas carregadas negativamente
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combinadas com ultra-filtracdo (Método 3) (Figura 6). O concentrado final (2 ml)
obtido a partir de cada um dos métodos foi utilizado para extracdo de RNA e
quantificado por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR). A
presenca de HAdV, NoV GI e GII foi investigada em um total de 90 amostras, 25 g
da fruta foram retiradas de 90 caixas distintas de morangos, obtidas durante junho-
setembro de 2013 (seis amostras / semana) de mercados distintos. Além disso, a
presenca de Salmonella spp., Listeria monocytogenes e coliformes termotolerantes

também foi investigada.

3.4.1.1 Metodologias avaliadas

Método 1 (Floculacdo orgéanica): este método que utiliza floculacdo orgéanica

por leite foi previamente descrito para deteccdo de NoV em amostras de agua
salgada (Calgua et al., 2008), e adaptado neste estudo para amostras de morangos.
As frutas contaminadas artificialmente foram eluidas com dois tampdes distintos (0,1
M Tris-HCI; 0,05 M glicina pH 9,5 e PBS 1x). Para avaliar a eficiéncia deste método,
dois recipientes foram utilizados na etapa de eluicdo. Quando se utilizou o béquer, a
eluicéo foi realizada por 1 hora com 400 mL de cada tampéo (0,1 M Tris-HCI; 0,05 M
glicina pH 9,5 e PBS 1x). Na eluigdo com saco com filtro (Nasco®, Fort Atkinson,
Wisconsin, USA), foi utilizado volume de 225 mL por 30 min. de eluicdo. Antes de
iniciar a floculacdo, o eluato foi transferido para recipiente limpo, o pH foi ajustado
para 3,5 com HCI 6N e o leite foi adicionado na concentracdo final de 1%. A
floculacdo organica foi realizada por 3 horas, sob agitacdo. Na etapa seguinte, a
amostra floculada foi centrifugada (8,000 xg por 30 min) e o sedimento foi
ressuspendido com 1 mL de tampéao fosfato (pH 7.5; Na2HPO4 0.2M/NaH2P0O4 0.2M;
1:2 v/v). A amostra concentrada foi avaliada quanto ao tratamento, utilizando 1,3%
de detergente catidnico brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB). Anterior a extracéo
do material genético, solugbes de 10% CTAB e 1,2 M NaCl foram adicionadas as
amostras para atingir a concentracéo final de 1,25% CTAB e 0,45 M NacCl, incubado
a 56°C por 30 min (Baert et al., 2008b).

Método 2 (Precipitacdo por polietilenoglicol): as amostras foram eluidas com
tampéo (0,1 M Tris-HCI; 3% extrato de carne; 0,05 M glicina pH 9,5) contendo 150

uL da enzima pectinase 1XL (Novozymes, Dittingen, Switzerland). Em seguida foram
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concentradas e processadas com solucéao de polietilenoglicol (PEG 6000) conforme
descrito por Baert et al (2008b); Stals et al., (2011a).

Método 3 (Filtracdo): as amostras foram eluidas em tampéo (0,1 M Tris-HCI,

0,05 M glicina pH 9,5) e filtradas utilizando membranas carregadas negativamente,

como descrito por Katayama et al. (2002) para recuperacdo de NoV em aguas e

adaptado por Fumian et al., (2009) e de Abreu Corréa & Miagostovich, (2013) para

recuperacéo de NoV a partir de matriz alimentar.

Método 1

Método 2

Método 3

Eluicdo em PBS
1x(pHT.2)

Eluicdo em glicina
Tris-HCI (pH 9.5)

Eluicdo em glicina Tris-HCI (pH 9.5) com adicéo de
extrato de came 3% e pectinase (150 L)

Eluicdo em glicina Tris-HCI (pH 9.5)

Centrifugacdo do filtrado a 10 000 xg por 15 min

Centrifugagéo do filirado a 8 000 xg por 20 min

pH do filtrado ajustado para 3.5

pH do sobrenadante ajustado para 7.2-7.4

Eluato centrifugado a 5 000 xg por 15 min,
adicdo de MgCl (25 mM), pH ajustado para < 5

Floculagdo organica por leite durante 3 h

Precipitagdo por PEG, incubagdo a 4°C
ovemnight

Filtragdo em um Stericup Filter ® 0.45 pm,
adsorgao acida (H,S0,, 5 mM, pH 3.0)

Centrifugagdo a 8 000 xg por 30 min

Centrifugagéo a 10 000 xg por 30 min

Eluato em NaOH (3 mM, pH 10.5), neutralizagéo
com H,S0, (50 mM) e tampao TE 100x

Ressuspensdo do pélet em 1 mL de tampéo

Ressuspensdo do péletem 1 mLPBS (pH7.2)

Ultra-filtragéo usando um Centripep
Concentrator 50 (Ninon, Millipore)

fosfato (pH 7.9)

Sem fratamento com
Tratamento com CTAB CTAB

Tratamento com cloroférmio/ butanol (1:1),
centrifugagdo a 10 000 xg por 15 min

Amostra concentrada para extragdo de RNA

Fase aquosa para extragdo de RNA

Sem tratamento com

Tratamento com CTAB CTAB

Figura 6: Fluxograma dos métodos de eluigdo e concentracdo viral utilizados para
recuperacédo de Norovirus Gll e Murino tipo 1 em amostras de morangos.
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3.4.2 Tomates

As trés variacbes de tomates [tomates frescos (Lycopersicon esculentum),
tomates-cereja (Lycopersicon esculentum var cerasiforme) e / ou hibridos (tomates
uva)] foram utilizadas nos experimentos de contaminacéo artificial, sendo que o
tomate uva também foi avaliado picado. Adicionalmente, foi realizada um
experimento de contaminacéo artificial de HAdV pela adigdo de 200 uL deste virus
(1x10% cg/ml) em tomates para determinar a eficiéncia do método de floculacéo
organica para recuperacao nestas amostras.

Para esta matriz alimentar foram avaliados dois métodos: floculagdo orgéanica
por leite e precipitagdo por PEG, sendo o segundo avaliado apenas para
contaminacao por NoV. O método de floculacdo organica por leite foi realizado como
descrito para as amostras de morangos, incluindo a utilizacdo de brometo de
cetiltrimetilamoénio (CTAB). A precipitacdo por PEG foi efetuada de acordo com a
norma ISO 15216-1:2013. As etapas referentes as duas metodologias estédo
representadas na Figura 7.

Posteriormente, noventa amostras de tomates [45 tomates frescos
(Lycopersicon esculentum) e 45 tomates-cereja (Lycopersicon esculentum var
cerasiforme) e / ou hibridos (tomates uva)] obtidos de marco a setembro de 2014
(trés e cinco amostras/semana) de mercados distintos foram investigados no
monitoramento quanto a presenca de HAdV, NoV Gl e GIl, Salmonella spp., L.
monocytogenes e de coliformes termotolerantes. As noventa amostras
correspondem a 25 g de uma unidade de tomate fatiado a partir de 45 tomates
frescos distintos e 25 g de cada variacdo de tomate obtida de 45 caixas diferentes

contendo as frutas (tomate cereja e tomate uva).
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Floculagao organica por leite Precipitagdo por PEG (ISO 15216-1)

Eluigéo em glicina Eluicao em glicina Tris-HCI (pH 9.5) com adigéo de
Tris-HCI (pH 9.5) extrato de carne 3% e Pectinase (300 pL)

Centrifugagdo do filtrado a 10 000 xg por 30 min

pH do filtrado ajustado para 3.5 pH do sobrenadante ajustado para 7.0 (20.5)

precipitagdo PEG (PEG 8000), incubagéao por 1h.

Floculagao orgénica por leite durante 3 h

Centrifugagéo a 8 000 xg por 30 min

Centrifugagéo a 10 000 xg por 30 min a 4°C

Descartar sobrenadante e centrifugar a 10 000 xg por

5 min a 4°C
I
Ressuspensao do pélet em 1 mL tampéo fosfato (pH 7.5) . .
Ressuspensao do pélet em 500 pL PBS (pH
| 7.2)

I
Tratamento com CTAB Sem tratamento com Tratamento com cloroférmio/ butanol (1:1),
CTAB centrifugacéo a 10 000 xg por 15 min a 4°C

Fase aquosa para extragdo de RNA

Figura 7: Fluxograma dos métodos de eluicdo e concentracdo viral utilizados para
recuperacao de Norovirus Gll e Murino tipo 1 em amostras de tomates.

3.4.3 Queijos

Ao método de floculacdo organica, otimizado para amostras de frutas, foi
adicionado um tratamento na etapa final com TRIzol®, a fim de otimizar sua
eficiéncia neste tipo de matrix. Para a avaliacdo da recuperacéao viral de amostras de
queijos "minas" e queijos prato esse método foi realizado e comparado com o
método de extracdo direta por reagente TRIzol® (Método 2) descrito por Stals et al.
(2011b). Para a investigacao da presenca de microrganismos (AdV, NoV Gl e GlI,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e coliformes termotolerantes), 90
amostras de lotes distintos foram coletadas (30 amostras de queijo "Minas", 30
amostras de queijo prato e 30 de queijo prato fatiados pelos estabelecimentos

comerciais), no periodo de maio a novembro de 2015.
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3.4.3.1 Metodologias avaliadas

Método 1 (Floculacdo orgénica por leite): As amostras de queijos (10 g) foram

eluidas em 90 ml de tampao glicina 0,05 M/Tris-HCI 0,1 M durante 30 minutos em
um saco com filtro (Nasco®, Fort Atkinson, Wisconsin, EUA). Em seguida, os
eluatos foram transferidos para frascos estéreis e o pH ajustado a 3,5 utilizando HCI
6 N. O leite foi acrescentado a concentragao final de 1%. O processo de floculacéo
organica foi realizado durante trés horas com agitacdo constante. Apés esta etapa,
as amostras floculadas foram centrifugadas (8 000 xg durante 30 min) e o pélet foi
ressuspenso em 1 ml de TRIzol ®.

Método 2 (extracdo direta por TRIzol®): 10 g de queijos foram

homogeneizadas por contato direto com 6 ml de reagente TRIzol®, durante 20
minutos sob agitagéo em sacos com filtro. A seguir, o eluato foi centrifugado a 8 000
Xg por 20 min a 4 °C e o sobrenadante recuperado e armazenado a -20 °C para
posterior extracao do acido nucléico como descrito por Baert et al., (2008b).

Um esquema do fluxograma dos métodos utilizados esta representado na
Figura 8.

Método 1 Método 2

Eluicdo em glicina o .
Tris-HCI (pH 9.5) Homogeneizagao com 6 mL de TRIzol ® por 20 min

Centrifugagao a 8 000 xg por 20 min a 4°C

pH do filtrado ajustado para 3.5 Recuperagéo do sobrenadante

Floculagéo orgénica por leite durante 3 h

Centrifugagdo a 8 000 xg por 30 min

Ressuspensao do pelet em 1 mL de TRIzol ®

Figura 8: Fluxograma dos métodos de eluicdo e concentracdo viral utilizados para
recuperacgdo de Norovirus Gll e Murino tipo 1 em amostras de queijos.
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3.5 Extracdo de RNA e deteccdo por reacdo de PCR em tempo real

guantitativo (QPCR)

O RNA/DNA viral foi extraido a partir de 140uL das amostras concentradas
pelas diferentes metodologias pelo método QlAamp viral RNA mini-kit® (Qiagen,
Valencia, CA, EUA), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Sintese do DNA
complementar (cDNA) foi realizada utilizando iniciadores randémicos (Invitrogen®,
EUA) para a deteccao de virus de RNA.

Para reacdo de PCR em tempo real para MNV-1, NoV (Gl e GIll) e HAdV
utilizou-se o sistema TagMan® (ABI PRISM 7500, Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA), utilizando o conjunto de iniciadores e sondas especificos como
apresentado no Quadro 1. Para quantificacdo do material genémico curva padréo foi
produzida com oito pontos de diluicdes seriadas de material obtido de plasmideos
(107-10° copias gendmicas/reacdo) que produz valor de slope igual a -3,59 com
eficiéncia de reacao de 0,90.

Para as reacoes de qPCR foram utilizados 5 yL de amostra de DNA/cDNA,
12,5 yL de Master mix universal (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA),
iniciadores e sondas correspondentes. Para as etapas de amplificacdo foram
seguidas as seguintes condic¢des: ativacédo de uracil N-glicosilase por 2 min a 50 ° C,
ativacdo de AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) por 10 min a
95 ° C, seguido de 45 ciclos de amplificacdo (15 s a 95 °C e 1 min a 60 °C). Todos
0s ensaios foram realizados no sistema de PCR em tempo real ABlI PRISM 7500™
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Todas as amostras foram testadas em
duplicatas utilizando RNA/DNA néo diluido e diluido (1:10), totalizando quatro
reacoes de RT-PCR por amostra. As amostras foram consideradas positivas

guando, pelo menos, uma réplica foi detectada no limiar do ciclo (Ct = 38) ou inferior.
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Quadro 1: Iniciadores e sondas utilizadas para detec¢cdo quantitativa de norovirus
murino tipo 1 (MNV-1), norovirus genogrupos | e Il (NoV Gl e GIl) e adenovirus
humano (HAdV) por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real.

Iniciadores e Sondas

Sequéncia (5'-3’)

Referéncia

MNV-1
Fw-ORF1/ORF2
Rv-ORF1/ORF2
MGB-
ORF1/ORF2

NoV Gl
COG 1F (+)
COG 1R ()
Ring 1(a)-TP

Ringl(b)-TP

NoV GlI
COG 2F (+)

COG 2R (-)
Ring 2-TP

HAdV
AdF

AdR

AdP1

CAC GCC ACC GAT CTG TTC TG
GCG CTG CGC CAT CAC TC
6FAM-CGC TTT GGA ACA ATG-
MGBNFQ

CGYTGGATGCGNTTYCATGA
CTTAGACGCCATCATCATTYAC
FAM-AGATYGCGATCYCCTGTCCA-
TAMRA
FAM-AGATCGCGGTCTCCTGTCCA-
TAMRA

CAR GAR BCN ATG TTY AGR TGG
ATG AG

TCG ACG CCATCT TCATTC ACA
FAM- TGG GAG GGC GAT CGC
AAT CT-TAMRA

C(AT)T ACA TGC ACA TC(GT)
C(CG)G G

C(AG)C GGG C(GA)A A(CT)T GCA
CCAG

6FAM-CCG GGC TCA GGT ACT
CCG AGG CGT CCT-TAMRA

Baert et al. (2008a)

Kageyama et al. (2003)

Hernroth et al. (2002)
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3.6 Caracterizacdo genémica

Para caracterizagdo molecular foi realizado sequenciamento nucleotidico
parcial do genoma dos virus detectados utilizando produtos obtidos pela PCR
convencional para HAdV e NoV conforme descritos por Allard et al. (2001), Kojima et
al. (2002) e Beuret et al. (2002), respectivamente. Os produtos obtidos pela PCR
foram purificados com o kit comercial QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN,
Valencia, CA, EUA), seguindo as recomendac¢des do fabricante. Para as reacdes de
sequenciamento foi utilizado o kit comercial Big Dye Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, CA, EUA) e os mesmos iniciadores especificos
usados para as amplificagcdes de PCR. A edicdo e o alinhamento das sequéncias
foram realizados pelo programa BioEdit Sequence Editor 7.0 software (Hall, 1999).
As sequéncias dos nucleotideos analisadas no sequenciador automatico ABI Prism
3730 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) pela Plataforma
de Sequenciamento PDTIS/Fiocruz, foram alinhadas e comparadas com sequéncias
depositadas no GenBank. A andlise filogenética das sequéncias foi realizada pelo
programa MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013).

3.7 Avaliacdo bacterioldgica

Todas as analises bacterioldgicas foram realizadas pela equipe do
Departamento de Microbiologia, Setor de Alimentos, do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

As andlises de Salmonella spp. foram realizadas com o sistema semi-
automatizado VIDAS® (bioMérieux, Franca) usando o Kit VIDAS® Salmonella
(SLM). Para Listeria monocytogenes, o método de cultura pela técnica de
enriquecimento seletivo foi realizado de acordo com metodologia padronizada [Food
and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual online (BAM-FDA)]
(Hitchens e Jinneman, 2011). Coliformes termotolerantes foram investigados por
contagem de placas, usando um Petriflm™ Coliform Count Plate (3 M, USA), ou
pela técnica de tubos multiplos de fermentacdo (Numero Mais Provavel - NMP)
descrito por BAM-FDA (Feng et al., 2002). A contagem de Staphylococcus
coagulase-positiva foi realizada através da técnica de tubos mudltiplos de
fermentacdo (Numero Mais Provavel - NMP) de acordo com a norma ISO 6888-
3:2003.
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3.8 Analise dos dados e analise estatistica

As recuperacdes de MNV-1 e NoV Gll.4 de todas as matrizes alimentares
foram avaliadas qualitativa e quantitativamente de acordo com os meétodos de
Stals et al. (2011a). Analise qualitativa foi realizada para determinar a “taxa de
sucesso de recuperacgao”, que foi calculada como “o numero de reagdes de qPCR
mostrando sucesso de recuperacdo de NoV Gll.4 ou MNV-1" por “numero de
reagdes totais de qPCR realizadas”. Analise quantitativa da recuperagao viral nas
amostras foi considerada como “eficiéncia da recuperacao (%)”, que foi calculada da
seguinte forma “a média do numero de copias gendmicas virais” por “média do
namero de cépias gendmicas de NoV Gll.4 ou MNV-1 inoculadas”.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad
Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). O nivel de significancia dos
testes foi de p valor < 0,05. Para cada tipo de matriz alimentar (morangos, tomates e
queijos), um tratamento estatistico foi realizado.

Morangos: analise estatistica das taxas de recuperacdo de MNV-1 foi
realizada com o uso de testes ndo paramétricos: Kruskal-Wallis (KW-test) e Mann—
Whitney (MW-test), tratadas pelo teste Kolmogorov—Smirnov (KS-test). Para NoV
Gll.4 foi realizado teste paramétrico pela analise de variancia one-way (ANOVA) e o
teste ndo paramétrico Wilcoxon test (t test), seguido por KS-test.

Tomates: para avaliacao estatistica de MNV-1 e NoV GII.4 foram utilizados os
testes ndo paramétricos Mann—-Whitney (MW-test) e Wilcoxon test (t test), tratados
por KS-test.

Queijos: a analise das taxas de recuperacao de NoV Gll.4 foram realizadas
utilizando os testes ndo paramétricos: Kruskal-Wallis (KW-test) e Wilcoxon test (t
test), seguido por KS-test. Para MNV-1 foram aplicados o teste paramétrico pela
analise de variancia one-way (ANOVA) e 0 ndo paramétrico Wilcoxon test (t test),

tratados por KS-test.
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4 RESULTADOS

4.1 Teste do limite de deteccéo da reacdo de PCR em tempo real (QPCR)

Os limites de deteccdo da gPCR para o NoV GIl.4 foram de 1,8 E+03 a
1,5 E+04 cg/mL com valor médio do limiar do ciclo (Ct) de 37,59; para 0 MNV-1, os
limites de deteccédo foram de 4,3 E+02 a 1,8 E+03 cg/ml com valor médio de Ct igual
a 36,08. Com a perda de dois logs nas etapas de concentracdo e recuperagao e
com limite de deteccdo de 10?2 cg/mL para MNV-1 e 10° cg/mL para NoV GllI, a
guantidade de indculo utilizada para os experimentos de contaminacao artificial foi

de 10° cg/mL e 10° cg/mL, respectivamente.

4.2 Morangos

4.2.1 Estabelecimento do método de floculagéo organica por leite

A associacdo de sacos com filtro com tratamento de CTAB resultou na taxa
de sucesso de recuperacdo de 100% para NoV Gll.4 utilizando ambos tampdes de
eluicdo, glicina Tris-HCl e PBS 1X. Para MNV-1 a taxa de sucesso variou de 83,3%
a 87,5% de acordo com o tampdo de eluicdo (Tabela 1). Em relacdo a analise
guantitativa, a eficiéncia de recuperacdo de NoV Gll.4 foi maior quando se utilizou
tampao glicina Tris-HCI do que o tamp&do PBS, com uso de sacos com filtro e CTAB
(Tabela 1). Apos aplicacao da analise ANOVA e dos testes estatisticos, o uso de
tampéo glicina Tris-HCI com saco com filtro e tratamento CTAB obteve melhor éxito
guando comparado a nenhum tratamento com CTAB ou com a utilizacdo do béquer
sem tratamento de CTAB (p = 0,0313). A maior eficiéncia de recuperacdo do MNV-1

foi quando se utilizou tampé&o PBS 1X (Tabela 1), sem significancia estatistica.

4.2.2 Taxa de sucesso de recuperacdo e a eficiéncia de recuperacdo dos

métodos 1,2 e 3

A comparacdo das taxas de sucesso de recuperagdo de todos os métodos
revelou que o Método 1 obteve 100% de recuperacdo para NoV Gll.4, embora o
mesmo nao pode ser observado com MNV-1 (83,3%). Com baixa taxa de sucesso
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de recuperacdo, o Método 3 também mostrou diferencas entre NoV GIll e MNV-1.
Embora o Método 2 ndo tenha obtido 100% da taxa de sucesso de recuperagéo,
mostrou taxa de recuperacao similar para ambos os virus (Figura 9).

A analise quantitativa, da eficiéncia de recuperacdo, mostrou que o método
de floculacdo organica, utilizando tampao glicina Tris-HCI com sacos com filtro e
tratamento com CTAB, apresentou melhor eficiéncia de recuperacdo para MNV-1 e
NoV Gll.4 quando comparado com os Métodos 2 e 3 (Tabela 2). Portanto, estes
resultados mostram que o Método 3 foi ineficiente. A eficiéncia de recuperacéo de
MNV-1 foi estatisticamente diferente quando comparado o0 uso do tampao neutro
usando sacos com filtro e tratamento com CTAB, com tampéo alcalino utilizando
béquer e tratamento com CTAB (p = 0,0450). MW-Test mostrou que tampdao glicina
Tris-HCI ou tampé&o PBS 1X, utilizando sacos com filtro e tratamento com CTAB,
apresentaram melhor desempenho do que o Método 3 (p = 0,0260 e p = 0,0022,
respectivamente). Nao foram observadas diferencas significativas entre os Métodos
1e 2 (p=0,2188). Método 2 mostrou diferenca significante quando comparado com
o Método 3 para NoV Gll.4 (p = 0,0313) e MNV-1 (p = 0,0022).

4.2.3 Contaminacéo natural de virus e bactérias

Com o0 uso do método de floculacdo organica por leite, ndo foi possivel
detectar NoV em nenhuma das amostras analisadas. MNV-1 (5 x10° cg/mL) utilizado
como controle interno foi detectado em 86 amostras (95,5%). Por outro lado, HAdV
foi detectado em 18 (20,0%) das 90 amostras testadas por PCR em tempo real
possuindo carga viral de 103-10* cg/mL. Cinco amostras foram caracterizadas por
sequenciamento gendmico e identificadas como Mastadenovirus Humano da
espécie F (trés amostras) e HAdV-2 (duas amostras). As sequéncias determinadas
neste estudo foram depositadas no GenBank sob os niumeros de acesso KR052917
(2064), KR052918 (2068), KR052919 (2084), KR052920 (2162) e KR052921 (2238)
(Figura 10). As amostras positivas para HAdV foram obtidas em estabelecimentos de
diferentes localidades.

A andlise bacteriana mostrou contaminagdo por coliformes termotolerantes
em trés amostras (3,3%) com concentracdes que variaram de 10 a 23 células/qg.
Amostras de morangos ndo apresentaram contaminagcao por Salmonella spp. e L.

monocytogenes.
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Tabela 1: Taxa de sucesso de recuperacao (%) e eficiéncia de recuperacdo (%) para um total de 24 reacBes de gPCR para norovirus

genogrupo Il. 4 (NoV GII.4) e norovirus murino tipo 1 (MNV-1) no método de floculacdo organica por leite.

Recipiente Tratamento Glicina 0.05M/Tris-HCI 0.1M, pH 9.5 PBS IX,pH 7.2
NoV GIl.4 MNV NoV Gll.4 MNV
Reagbes positivas qPCR (% de amostras Reacdes positivas gPCR (% de amostras
positivas) positivas)
Taxa de
Sacos com CTAB * 24 (100.0) 20 (83.3) 24 (100.0) 21 (87.5)
sucesso de _
. filtro Sem CTAB 23 (95.8) 19 (79.2) 23 (95.8) 18 (75.0)
recuperacgao
B CTAB 21 (87.5) 15 (62.5) 23 (95.8) 16 (66.6)
équer
q Sem CTAB 20 (83.3) 10 (42.0) 21 (87.5) 15 (62.5)
Média Variacdo Média  Variagdo Média Variagdo Média Variacado
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Eficiénciade Sacos com
_ CTAB 1593 1.29-41.37 22.83 0.98-35.06 6.83 0.71-12.97 17.02 1.7-30.71
recuperacdo filtro
No CTAB 3.06 0.92-9.14 7.73 1.05-22.92 238 0.73-4.78 8.32 2.34-87.53
Béquer CTAB 2.68 0.57-5.10 435 0.00-20.97 2.64 0.47-6.83 10.94 2.06-25.17
Sem CTAB 2.27 1.06-5.07 5.04 0.67-1291 121 0.47-2.25 14.74 3.85-50.49

*CTAB= brometo de cetiltrimetilamoénio
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Tabela 2: Eficiéncia de recuperacdo de norovirus genogrupo Il. 4 (NoV Gll.4) e

norovirus murino tipo 1 (MNV-1) dos métodos avaliados utilizando tampé&o glicina
Tris-HCI e sacos com filtro.

Virus
Métodos Tratamento NoV Gll.4 MNV-1
Média Variacdo (%) Média (%) Variacdo (%)
(%)
Metodo 1 CTAB* 15093  1.29-41.37 12.83 0.98-35.06
(Floculacao)
Método 2 Cloroférmio/

(PEG) butanol 6.44 3.51-10.96 10.83 3.12-28.20
Mgtodg 3 CTAB 0.50 0.10-1.28 1.08 0.00-2.55
(Filtracao)

*CTAB= brometo de cetiltrimetilamobnio
100
100- 92 92
83.3 792
804
601 45.8

N
o
1

N
e

o
1

Sucesso de recuperacao (%)

Método 1 Método 2 Método 3

Figura 9: Taxa de sucesso de recuperagdo (%) de norovirus genogrupo Il. 4 (NoV
Gll.4) (barras pretas) e norovirus murino tipo 1 (MNV-1) (barras com linhas verticais)
de acordo com os métodos utilizando tampao alcalino e sacos com filtro.
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KJ425130|_HAdV_40
L19443|_HAdV_F_(40)

KJ425121|_HAdV_40

KF432189|_HAdV_F

JX412903|_HAdV_41

JX412899|_HAdV_41

AB330121|_HAdV_40

@ 2238/2013/RJ/BRA

99 @ 2084/2013/RJ/BRA

@ 2068/2013/RJ/BRA

X51782|_HAdV_40

— DQ464891|_HAdV_41

DQ464893|_HAdV_41

77 | AB330122|_HAdV_41
99 1 X51783|_HAdV_41
X73487|_HAdV_12
AF161569|_HAdV_4

94

AF161561|_HAdV_8
I_— AF161565|_HAdV_19

— J01917|HAdV_2
@ 2064/2013/RJ/BRA
@ 2162/2013/RJ/BRA
AM920718|_HAdV_2
KJ425134|_HAdV_2
KJ425141|_HAdV_2
KJ425142|_HAdV_2
KJ425149|_HAdV_2

99

95

0.02

Figura 10: Arvore filogenética baseada no fragmento parcial (171 pb) do hexon gene
de adenovirus (HAdV) presente em amostras de morangos obtidas em diferentes
cidades do estado do Rio de Janeiro. O niumero de ndédulos internos representa o
valor de bootstrap obtido de 1,000 replicatas. As amostras detectadas neste estudo
estdo marcadas com circulos em preto.
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4.3 Tomates

4.3.1 Taxade sucesso e eficiéncia de recuperacédo dos métodos aplicados

A analise comparativa para recuperacdo de NoV GIl.4 demonstrou que o
meétodo de floculagdo organica por leite apresentou melhores resultados quando
comparado com a precipitacdo por PEG, considerando-se ambas taxas de sucesso
e eficiéncia de recuperacao (t teste, p = 0,0313) (Tabela 4). Para recuperacdo de
MNV-1 ndo houve nenhuma significancia estatistica (p = 0,4375) entre os métodos
avaliados.

A andlise das trés variacfes de tomates demonstrou que independentemente
do método utilizado, a eficiéncia de recuperacdo para tomates cereja foi menor
guando comparado com outros tipos de tomate (Tabela 3). Analise por t teste
demostrou que na recuperacdo de NoV Gll.4, o método de floculacdo organica teve
diferenca significativa em comparacdo com o método de precipitacdo por PEG (p =
0,0313) em amostras de tomates cereja, independente do tratamento com CTAB.

Ao avaliar tomates uva, o uso do detergente catidbnico no método de
floculacdo organica foi efetivo na recuperacdo de NoV Gll.4 e MNV-1 em amostras
de tomates fatiados, bem como nas amostras de tomates inteiros. Nas amostras de
tomates uva inteiros, o uso de CTAB néo afetou a melhora da detecgéo viral (Tabela
3). O uso de CTAB néo influenciou os resultados em relagcdo a tomates uva inteiros
ou fatiados, mostrando resultados significativos apenas na recuperacdo de NoV
Gll.4 em tomates uva fatiados (p = 0,0313).

Comparando a eficiéncia de recuperacdo de NoV Gll.4 nos dois métodos
aplicados nos tomates cereja com 0s outros tipos de tomates, a anélise do MW -test
mostrou diferenca significativa entre o uso ou ndo de CTAB no método de floculacéo
organica para amostras de tomates uva fatiados (p = 0,0022) e tomates frescos (p =
0,0043). Na recuperacdo de MNV-1 para todas as amostras de tomates testadas
nao se observou diferenca significativa.

Avaliacdo da eficiéncia e da taxa de sucesso de recuperacdo de HAdV em
amostras de tomates frescos e tomates uva no método de floculacdo organica
também foi realizada. HAdV mostrou eficiéncia de recuperacdo de 60,7% (9,8-
92,7%) para tomates frescos e 27,4% (2,8-53,2%) para tomates uva, apresentando

100% de sucesso de recuperagdo em ambas variagdes de tomates.
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4.3.2 Contaminacéo natural de virus e bactérias

HAdV foi detectado em quatro amostras de tomates (4,5%) pelo método de
eluicdo-concentragéo por floculagdo organica, sendo trés tomates uva e um tomate
fresco, com concentracdes de 10%-10° cg/mL. MNV-1 foi detectado em 97,7% das
amostras, sendo considerado como controle interno de processo para este tipo de
matriz alimentar. Nado houve deteccdo de NoV Gl e GIll, nem contaminagao por
Salmonella spp. e L. monocytogenes (auséncia em 25 g) e os niveis de coliformes

termotolerantes foram <10 UFC/g nas amostras avaliadas.
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Tabela 3: Taxa de sucesso de recuperacao (%) e eficiéncia de recuperacao (%) para um total de 24 reacdes de qPCR para norovirus
genogrupo Il. 4 (NoV GII.4) e norovirus murino tipo 1 (MNV-1) nos dois métodos analisados.

NoV Gll.4 MNV-1

tomates ~ recuperacao (%) ~ recuperacao (%)

recuperacao %) recuperacao %)

Média Variacéo Média  Variacao

Tomate CTAB 24 (100.0) 33.4 7.9-66.3 18 (75.0) 4.1 1.7-9.5

Sem CTAB 22 (91.6) 18.1 5.8-31.6 21 (87.5) 4.1 1.6-5.2

Tomate cereja CTAB 20 (83.3) 5.2 0.4-12.9 11 (45.8) 0.6 0.0-1.2

Sem CTAB 21 (87.5) 9.8 0.5-27.0 11 (45.8) 1.9 0.0-5.7

Floculacéo
Ofgaln'_‘t:a por Tomate uva CTAB 24 (100.0) 16.9 0.3-52.7 18 (75.0) 2.3 0.05-5.2
elte

Sem CTAB 24 (100.0) 29.6 2.5-110.9 19 (79.2) 4.2 0.2-11.1

Tomate uva CTAB 24 (100.0) 47.7  26.0-68.0 23 (95.8) 4.6 2.1-9.5

fatiado

Sem CTAB 23 (95.8) 29.8 18.4-43.7 22 (91.6) 4.3 1.0-7.1

Precioitacio Tomate 21 (87.5) 5.5 0.3-18.5 22 (91.6) 8.5 0.9-30.4
OerE‘é Tomate cereja 07 (29.2) 0.1 0.01-0.1 18 (75.0) 2.1 0.3-5.8
(|§o 15216- Tomate uva  Cloroférmio/butanol 18 (75.0) 4.7 0.02-10.3 24 (100.0) 15.0 0.9-56.9
1) Togfi‘;%g"a 22 (91.6) 8.5 0.5-29.5 24 (100.0) 125  0.9-45.2
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4.4 Queijos

4.4.1 Taxade sucesso e eficiéncia de recuperacdo dos métodos aplicados

A andlise qualitativa revelou que o Método 2 (extracdo direta por TRIzol ®)
teve taxa de sucesso de recuperacdo de 100% para ambos virus avaliados e nos
dois tipos de queijos (“Minas” e prato). A eficiéncia de recuperacdo de NoV Gll.4
mostrou resultados de 51,0% e 79,9% e para MNV-1 obteve-se 57,1% e 42,9% para
queijo “Minas” e queijo prato respectivamente (Tabela 4).

Os resultados da analise por t teste para NoV Gll.4 demonstraram que 0s
Métodos 1 e 2 ndo apresentaram significancia estatistica nas amostras de queijo
“Minas” e queijo prato (p= 0,2188). Quando anélise de variancia one-way (ANOVA) e
t teste foram aplicados para MNV-1, o Método 2 apresentou melhor desempenho do
que o Método 1 para queijo "Minas" (p= 0,0001). O Método 2 mostrou diferenca
significativa quando comparado com o Método 1 para as amostras de queijo prato (p
=0,0313) no t teste.

4.4.2 Contaminacéo natural de virus e bactérias

Um total de 10,0% das amostras foram positivas para virus entéricos. NoV
foram detectados em duas amostras de queijos, uma de queijo “Minas” (7,3 x 102
cg/mL) e outra de queijo prato (1,5 x 10° cg/mL), e HAdV em sete (7,7%) (10!
cg/mL). Na andlise bacteriolégica, 27 (30,0%) amostras estavam contaminadas por
coliformes termotolerantes (1,1 x 10%® a 1,8 x 10° UFC/g), 10 (11,1%) por
Staphylococcus coagulase-positiva (3 a 93 NMP/g) e cinco (5,5%) por Listeria
monocytogenes. Salmonella spp. ndo foi detectada nas amostras estudadas. MNV-
1 foi detectado em 89 (98,8%) das amostras.

A amostra de queijo “Minas” contaminada por NoV Gll, também apresentou
presenca de coliformes termotolerantes, Staphylococcus coagulase-positiva e
Listeria monocytogenes. Uma amostra de queijo prato fatiado pelo estabelecimento
foi positiva tanto para HAdV quanto para Staphylococcus coagulase-positiva. As

demais amostras estavam contaminadas com virus ou com bactérias.
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Tabela 4: Analise qualitativa e quantitativa da recuperacao de norovirus genogrupo Il. 4 (NoV Gll.4) e norovirus murino tipo 1 (MNV-1)
do total de 24 reagGes de gPCR em amostras de queijos.

Métodos Queijos NoV Gll.4 MNV-1
Sucesso de  Eficiancia de recuperagio  SUCesso de Eficiéncia de recuperacao
Recuperagéo (%) Recuperac&o (%)
Média (%) Variagéo (%) Média (%) Variacao (%)
Floculagao o “Minas” 20 (83.3) 22.0 1.6-82.9 16 (66.7) 2.5 0.1-8.2
organica por TRIzol
leite Prato
24 (100.0) 25.1 2.1-77.0 24 (100.0) 5.6 1.0-15.0
Extracao Minas 24 (100.0) 51.0 1.6-147.6 24 (100.0) 57.1 7 5.159.3
direta por
TRIZOI® Prato 24 (100.0) 79.9 5.2-313.9 24 (100.0) 42.9 10.8-92.5
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5 DISCUSSAO

Com a finalidade de estabelecer um novo protocolo de baixo custo para a
recuperacdo de virus a partir de alimentos, o método de floculacdo organica por
leite, previamente descrito para recuperacdo de virus a partir de agua do mar
(Calgua et al., 2008) e depois adaptado para outras matrizes aquaticas (Calgua et
al., 2013), foi neste estudo adaptado e otimizado para recuperacdo de virus em
alimentos pereciveis tais como frutas e queijos. O método de floculacdo orgéanica
consiste em duas etapas principais, incluindo a eluicdo com tampao alcalino e
precipitacdo de proteina devido a diminuicdo do pH, permitindo a adsor¢céao do virus
e sua subsequente ressuspensdo em tampdao neutro (Calgua et al., 2008). O método
nao requer equipamento sofisticado e utiliza apenas pequena quantidade dos
reagentes principais (menos do que 0,5 g de leite para processar 10 amostras),
sendo 13 e 24 vezes mais barato do que os métodos de precipitacdo por PEG e
filtrac&o utilizando membranas carregadas negativamente, respectivamente.

Deste modo, foram realizados experimentos de contaminagéo artificial para
amostras de morangos, tomates e queijos, a fim de avaliar a eficiéncia e o sucesso
de recuperacao dos NoV GlIl.4, MNV-1 e HAdV. NoV GIl.4 por serem 0s principais
agentes virais de surtos de gastroenterite de origem alimentar, MNV-1 pela sua
utilizagdo como controle interno e HAdV por ser considerado como indicador viral de
contaminacao fecal humana (Verhoef et al., 2015; Wobus et al., 2006; Hewitt et al.,
2013). Nestes experimentos, o método de floculacéo organica foi comparado com as
principais metodologias utilizadas para cada matriz, sendo o método de escolha para
utilizacdo no monitoramento de campo de amostras de morangos e tomates, onde
apresentou melhores taxas de recuperacao viral. Adicionalmente, foram realizadas
analises para avaliacdo da qualidade microbiol6gica dessas matrizes alimentares,
obtidas em distintos estabelecimentos comerciais de trés municipios do Estado do
Rio de Janeiro, incluindo a investigacdo viral que representou um avango nos
estudos de seguranca alimentar.

As discussfes dos resultados obtidos neste estudo serdo apresentadas de
acordo com as matrizes estudadas.

5.1 Morangos (Artigo 1)

A utilizacdo do método de floculagdo organica com tampéo alcalino, saco com
filtro e CTAB mostrou melhor eficiéncia de recuperacao viral, quando comparado ao

uso da enzima pectinase e tratamento com cloroférmio/butanol utilizados no método
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de precipitacdo por PEG. A utilizacdo de sacos com filtro no eluato produziu uma
pequena quantidade de material particulado, diferente do eluato obtido no béquer.
Além disso, o CTAB removeu particulas menores e substancias que poderiam estar
presentes no material filtrado, eliminando possiveis inibidores. Algumas substancias
liberadas de matrizes alimentares, tais como compostos organicos, pigmentos e
acucares, sao capazes de inibir a reacdo de PCR, dificultanto a deteccdo de virus
em alimentos (Demeke e Jenkins, 2010). Resultados semelhantes foram obtidos em
outros estudos, com a precipitacdo por PEG, com amostras de framboesas usando
tampdes alcalinos, sacos com filtro e tratamento com CTAB (Baert et al, 2008b; Stals
et al, 2011a).

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a floculagdo organica
pode ser uma alternativa ao método de precipitacdo por PEG, utilizado em
varios paises para recuperacdo e deteccdo de NoV em frutas (Made et al, 2013;
Stals et al, 2011a; Summa et al., 2012).

O uso de MNV-1 como controle interno de processo foi satisfatorio para essa
matriz alimentar, corroborando os resultados negativos obtidos na investigacao de
NoV (Baert et al, 2008a; Wobus et al, 2006). A ndo deteccdo de NoV em morangos
pode estar relacionada ao limite de deteccdo do método, associada a uma carga
viral baixa, assim como a instabilidade do virus no meio ambiente (Kramer et al.,
2006) ou, simplesmente a auséncia de NoV circulante na populacdo. No Brasil,
apesar do grande numero de casos e a circulacdo de muitos genoétipos de NoV
(Fioretti et al., 2011), varios estudos realizados em diferentes matrizes ambientais
apresentaram baixa prevaléncia de tais virus, quando comparado com outros virus
entéricos (Fumian et al, 2013; Miagostovich et al., 2008; Victoria et al., 2014).
Estudos realizados em paises desenvolvidos detectaram NoV em frutas coletadas
antes e apos irrigacéo (Brassard et al., 2012) e associadas a surtos gastrointestinais
(Made et al, 2013; Maunula et al, 2009).

Entretanto, o0 mesmo método detectou HAdV em 20,0% dos morangos
coletados. O HAdV tém sido relatado como importante candidato a indicador de
contaminacdo fecal humana. Além de espécie-especifico, fatores como alta
prevaléncia, estabilidade no ambiente, associacdo com quadros de infeccéo
persistente e excrecdo ao longo do ano em diferentes regides geogréficas
contribuiram para esta escolha (Bofill-Mas et al., 2013; Hewitt et al., 2013; Pina et
al., 1998).
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No Brasil, ndo existem estudos que relatam a contaminacdo por NoV em
amostras de morango. NoV foram investigados somente em amostras de alface mas
sem sucesso de deteccéo viral (Brandéo et al., 2014b). Apesar dos dados limitados,
NoV tem sido associado com 42 surtos de origem alimentar (0,4%) de um total de
10509 casos notificados pelo Ministério da Saude 2000-2014 (Ministério da Saude,
2015). Frutas e produtos similares foram implicados como veiculos de contaminacéo
em 33 (0,3%) dos surtos de origem alimentar. Esta associacdo € geralmente
estabelecida pela analise de amostras clinicas de casos gastroentéricos envolvidos
em surtos. As normas brasileiras para controle microbiolégico de alimentos néo
incluem virus como parametros para nenhum tipo de produto alimenticio, devido a
falta de disponibilidade de métodos em laboratérios de microbiologia para
recuperacdo de NoV em matrizes alimentares (Anvisa, 2001). Diante da
necessidade de se obter um método eficaz, esse trabalho tem como finalidade
propor o método de floculagdo organica por leite a Anvisa para vigilancia e
investigacdo de contaminagdo de virus em frutas, com inclusdo na legislacédo
brasileira.

De acordo com as normas brasileiras (Anvisa, 2001), todas as amostras
apresentaram condicdes de higiene satisfatoria pela analise bacteriolégica (maximo
de 2x10%g para coliformes termotolerantes). Salmonella spp. é o patégeno
comumente isolado em surtos de origem alimentar no pais, ja identificado em 1564
(38,2%) dos casos (Anvisa, 2014), entretanto ndo foi detectado no grupo de
amostras avaliadas. Como pode ser observado, a auséncia de um indicador
bacteriano néo implica na auséncia de contaminacéao viral. A deteccdo de HAdV nas
amostras revelaram contaminacao viral na cadeia de producédo e fornecimento de
morangos cultivados na regiio montanhosa do Estado do Rio de Janeiro. E
importante salientar que toda a producdo dessa fruta no Estado é proveniente dessa
regido, onde é cultivada e distribuida para os diferentes municipios onde foram
adquiridos. E notavel a dificuldade de se estabelecer a fonte de contaminac&o
destes alimentos, podendo estar relacionadas a ma qualidade da &gua utilizada para
irrigacdo ou até mesmo a inadequada manipulacdo de alimentos desses produtos
durante o transporte ou distribuicdo nas prateleiras dos mercados. Estes dados
alertam para a utilizacdo de agua de relso para a irrigacdo, assim como o uso de
restos e fezes de animais para fertilizacdo, uma vez que estas préticas sao
responsaveis pela contaminacdo de produtos naturais e frescos ja na cadeia de

producdo (Maunula et al., 2013). Estes dados globalmente enfatizam a importancia
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da qualidade microbiologica das aguas utilizadas para irrigacdo. A adaptacdo do
método de floculag&o organica por leite obteve sucesso na recuperagdo de virus em
morangos, e deve ser considerado um método alternativo a ISO 15216-1,
especialmente em paises em desenvolvimento que ainda precisam estabelecer
metodologias laboratoriais para investigacdo de contaminacao viral em alimentos.

5.2 Tomates (Artigos 2 e 3)

Para as amostras de tomates primeiro investigou-se a presenca de HAdV,
principalmente devido aos resultados obtidos nos morangos. Do total de 90
amostras coletadas para investigacdo de contaminacdo microbiolégica, a presenca
de HAdV foi observada em 4,5% dos tomates avaliados. Nenhuma foi positiva para
NoV com o uso do método de floculagdo organica por leite. Comparando-se este
método com o método de precipitacdo por PEG estabelecido e otimizado pela norma
ISO 15216-1:2013 foi possivel observar melhores resultados da recuperacdo de NoV
Gll.4, fortalecendo e corroborando os resultados negativos obtidos. Os resultados
também demonstraram que MNV-1, utilizado como SPCV, foi detectado em 97% das
amostras.

MNV-1 tem sido utilizado como SPCV em outros estudos com diferentes
matrizes alimentares apresentando boa porcentagem de recuperagao, variando de
7,78% a 75,65% (Stals et al., 2011b) e 8,4% a 66,4% (de Abreu Corréa &
Miagostovich, 2013), concordando com os resultados obtidos neste trabalho.

Na ultima década muitos métodos para a eluicdo e concentracdo viral foram
avaliados para recuperacao de virus em distintas matrizes alimentares (Stals et al.,
2012). Em 2013, o método de precipitacdo por PEG foi padronizado pela ISO 15216-
1 descrevendo uso de tampéo alcalino adicionado de 3% de extrato de carne e
utilizando Mengovirus como SPCV, entretanto a norma permite a utilizacdo de
outros virus que satisfacam as caracteristicas descritas como SPCV. O método de
floculagéo organica associado a tampéo alcalino, saco com filtro e tratamento com
CTAB produziu elevadas taxa de recuperacéo conforme relatado para as amostras
de morango. Brandao et al. (2014a) também obteve bons resultados usando tampé&o
glicina (tampéo alcalino) quando comparado com tampdo PBS 1X para a
recuperagdo de NoV GIll em alface. Outro estudo avaliando recuperagao viral em
amostras de framboesas contaminadas artificialmente com MNV-1 e fago GA
comparou um método de extracdo direta de RNA por isotiocianato de guanidina com
0 método de precipitagdo por PEG padronizado pela ISO 15216-1:2013, obtendo

melhores resultados de recuperacdo de ambos virus, mesmo em menores
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concentracfes, com a utilizacdo do método por extracdo direta de RNA, semelhante
ao encontrado neste trabalho (Perrin et al.,, 2015). MNV-1 e Mengovirus foram
avaliados quanto ao virus ideal para ser utilizado como SPCV no método de
precipitacdo por PEG (ISO 15216-1:2013) em amostras de alface, tomates semi-
secos e agua potavel contaminadas artificialmente com NoV Gll e HAV e, o melhor
resultado obtido foi utilizando MNV-1 (Hennechart-Collette et al., 2015).

Considerando os resultados das trés variedades de tomates, foi notavel que
ambos 0s métodos apresentaram insatisfatoria recuperacdo de NoV e MNV-1 em
tomates cereja. A baixa eficiéncia de recuperacédo de virus nessa variacao de tomate
foi semelhante aos resultados encontrados por Pan et al. (2012). Provavelmente, a
dificuldade de deteccdo pode estar relacionada com a utilizagdo de pesticidas no
cutivo desse alimento, inibindo a adsor¢cdo do virus na superficie destes frutos
(Pinho et al., 2011).

Mesmo com um método (precipitacdo por PEG) padronizado e otimizado
internacionalmente, o protocolo de floculagdo organica por leite deve ser
considerado como importante método de recuperacdo de virus em amostras de
frutas, principalmente quando os resultados apresentaram menor sucesso e
eficiéncia de recuperacao viral pelo método j& estabelecido em 2013.

A auséncia de Salmonella spp. e L. monocytogenes em tomates esta de
acordo com os resultados de estudos anteriores realizados no Brasil (Ferreira et al.,
2011) e em outros paises (Céardenas et al., 2013). No entanto, HAdV foram
detectados em amostras que atendem aos padrdes microbioldgicos da legislacédo
brasileira (Anvisa, 2001), que defende um méaximo de 10%g de coliformes
termotolerantes e auséncia de Salmonella spp. em 25 g da amostra de alimento.
Nas amostras de morangos, HAdVs também foram detectados, o que também né&o
apresentou correlacdo entre os resultados microbioldgicos, de virus e de bactérias.
Os baixos niveis de coliformes termotolerantes encontrados nas trés variacdes de
tomates neste estudo podem ser atribuidos a boa pratica agricola realizada pelos
produtores ou ao grande uso de pesticidas no cultivo dessas frutas (Anvisa, 2014),
nao sendo possivel determinar a origem da contaminacdo das amostras avaliadas
neste trabalho. Embora o Brasil ofereca melhores condicbes de fontes de agua e
instalacbes sanitarias (97,50% e 81,30%, respectivamente) (FAO, 2015),
comparados aos dados do mundo todo (89,40% e 63,70%, respectivamente),
nossos resultados sugerem que os indicadores virais também podem ser usados

para a seguranga alimentar na agricultura. Além disso, pesquisas de virus entéricos
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em tomates realizada por Serraca et al. (2012), demonstrou contaminacao por NoV
GIl em amostras obtidas comercialmente nos mercados italiano e por Chi et al.
(2014), demonstraram um caso de hepatite fulminante ocorrido pelo consumo de
tomate seco contaminado com hepatite A, revelando o risco de que esta
contaminacdo representa. Desta forma, ressalta-se a necessidade de melhorar
programas de seguranca alimentar, considerando virus entéricos como indicadores
de contaminacao fecal de amostras de alimentos.

5.3 Queijos (Artigo 4)

Com base nos resultados obtidos com amostras de frutas, o método de
floculagcéo organica por leite foi previamente adaptado com adi¢cdo de uma etapa de
clarificacdo com cloroférmio/butanol para recuperagcdo de NoV GIl e MNV-1 em
amostras de queijo “Minas”. Com resultados insatisfatorios de taxa de sucesso de
recuperacdo de NoV GlIl.4 e MNV-1 variando de 16,7% a 37,5% e eficiéncia de 0,2%
a 1,0%, respectivamente (dados ndo mostrados), n0ssos experimentos revelam que
essa adaptacdo do método de floculacdo organica por leite ndo foi eficaz em
conseguir maior taxa de sucesso ou eficiéncia para este tipo de matriz alimentar.
Quando foi realizada outra modificacdo neste método na etapa final de
ressuspensédo do péllet com reagente TRIzol®, melhores resultados de sucesso e
eficiéncia de recuperagéo foram obtidos tanto em amostras de queijo “Minas” quanto
nas amostras de queijo prato. Entretanto, os melhores resultados obtidos foram com
a extracao direta por reagente TRIzol®.

Fumian et al. (2009) relataram uma boa recuperacdo de NoV Gll.4 em queijo
“‘Minas” (56,3%) utilizando o método de filtracdo em membranas carregadas
negativamente com solvente Vertrel XF® (Fluke, Steinheim, Switzerland) na etapa de
clarificacdo. O uso de cloroférmio/butanol (1:1) como clarificador foi com intuito de
auxiliar na eliminacdo de gorduras e/ou proteinas, substancias que inibem a
deteccdo de &cido nucléico (Baert et al 2008b.). Quando Stals et al. (2011b)
avaliaram métodos de recuperacdo de NoV em alimentos prontos para consumo
utilizando o reagente TRIzol®, como clarificador, resultados excelentes foram
obtidos, semelhantes aos encontrados neste estudo.

A extracdo direta por TRIzol® foi utilizada para a avaliagdo dos queijos obtidos
comercialmente sendo bem sucedida para a recuperagéo de NoV e HAdV. Reagente
TRIzol ® foi usado anteriormente e capaz de detectar NoV GIll em amostras de
gueijos coletadas de um surto de gastroenterite ocorrido em um navio de cruzeiro no

Brasil (Morillo et al.,, 2012). Além disso, HAdV ja foi detectado nas méaos de
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manipuladores de alimentos em algumas fazendas (Maunula et al., 2013) sugerindo
potencial de contaminacgdo de produtos laticineos.

Em relacdo aos resultados bacteriologicos, a auséncia de Salmonella spp.
nas amostras de queijos concordam com resultados de estudos anteriores
realizados no Brasil (Carvalho et al., 2007; Lima et al., 2008; Cardoso et al., 2013). A
presenca de L. monocytogenes em cinco (5,5%) amostras é similar ao relatado por
Carvalho et al. (2007), que detectou L. monocytogenes em 3/93 (3,2%) amostras de
queijo “Minas” frescal no Estado de Sao Paulo, Brasil. Queijo “Minas” Frescal tem
um pH baixo (4,9-5,3), alta atividade de agua e niveis de umidade (55-58%) que
favorecem a sobrevivéncia de L. monocytogenes (Silva et al, 2003). Uma vez que as
amostras de queijo analisadas sédo consideradas como alimentos prontos para
consumo, a presenca de L. monocytogenes representa grande risco, especialmente
para mulheres gravidas e imunocomprometidos. Em 2008, foi relatado um caso de
infeccdo por L. monocytogenes em um recém-nascido cujo nascimento ocorreu apos
0 7° més de gestacgao; sendo informado pela mée febre e inércia apds o consumo de
gueijo gorgonzola (Vasconcelos et al., 2008).

Coliformes termotolerantes foram detectados em 20 amostras (66,7%) de
queijo “Minas”, duas amostras (6,7%) de queijo prato e sete amostras (23,3%) de
gueijo prato fatiado pelo estabelecimento, refletindo condicdes de higiene
insatisfatorias e ndo atendendo as normas estabelecidas pela legislacdo (Anvisa,
2001). Resultados similares foram relatados em outros estudos no Brasil (Araujo et
al, 2002; Carvalho et al, 2007; Cardoso et al, 2013). A pés pasteurizacdo
inadequada é comumente avaliada por meio de testes de coliformes
termotolerantes, que sdo destruidos pela pasteurizacdo eficiente. Apesar disso, 0s
nossos resultados sugerem a possibilidade de contaminacdo fecal do leite
pasteurizado usado para producdo de queijo por um tratamento térmico ineficiente
ou condicdes insalubres durante a fabricacdo do queijo (Araujo et al, 2002; Cardoso
et al, 2013).

Todas as amostras apresentaram contaminacdo por Staphylococcus
coagulase-positiva com valores inferiores aos estabelecidos pela legislacdo (dados
nao mostrados) (Anvisa, 2001). Resultados diferentes foram relatados por Araujo et
al. (2002) que analisaram 45 amostras de pastas de queijos e detectou-se valores
de Staphylococcus coagulase-positiva acima de 103/g em 8 (17,7%) amostras. A
intoxicagdo alimentar estafilococica é uma das DTAs mais comuns e resulta da

ingestao de enterotoxinas estaveis ao calor produzidas por cepas enterotoxigénicas
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de Staphylococcus spp. que podem causar nauseas, vomitos e diarréias quando
ingeridas (Hennekinne et al, 2010). A intoxicacdo alimentar causada por cepas
enterotoxigénicas de Staphylococcus, presentes em queijos “Minas”, foi previamente
relatada (Carmo et al., 2002).

Apesar de nao ter sido avaliada a fase de producéo desses produtos, n0ossos
resultados sugerem que a manipulacdo foi a causa da contaminacdo na etapa de
producdo, no caso de queijos “Minas”, e/ou na preparacdo da embalagem ou no
momento de servir ao consumidor, enfatizando a necessidade de fiscalizacdo das
boas praticas de higiene e manipulacdo de alimentos nos estabelecimentos

comerciais, a fim de melhorar a seguranca alimentar dos consumidores.
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6 PERSPECTIVAS

1. Caracterizar por sequenciamento parcial do genoma os NoV e HAdV
detectados no monitoramento de campo, afim de compilar dados
comparativos entre cepas de origem alimentar, ambiental e humana.

2. Realizar a propagacédo de HAdV em cultivos de células com a finalidade de
verificar a viabilidade da particula viral e avaliar o potencial risco de infeccdo
utilizando programas de anélise de risco a partir dos resultados obtidos.
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7 CONCLUSOES

1. O método de floculagdo organica por leite foi avaliado nas distintas
matrizes alimentares) e se mostrou um método alternativo para
recuperacao de virus em frutas (morangos, e tomates).

2. O método utilizando extracdo direta por TRIzol® se mostrou mais eficiente
na deteccdo de NoV e HAdV em queijos, do que o método de floculagéo
organica mesmo associado a um tratamento final para reducdo de
gorduras nos queijos.

3. A deteccdo de HAdJV em todas as matrizes avaliadas, inclusive quando
nao houve deteccdo de parametros bacterianos como nas amostras de
tomates, sugere sua utilizacdo como marcador viral de contaminacgéo
humana.

4. A ndo deteccdo de NoV em amostras de frutas (morangos e tomates)
pode estar relacionada com a baixa prevaléncia desses virus em amostras
ambientais (agua de irrigacdo) e associada ao uso excessivo de
defensivos agricolas durante o cultivo desses produtos.

5. A presenca de bactérias em produtos de consumo imediato como 0s
gueijos, principalmente de L. monocytogenes, é preocupante devido ao
alto risco de exposicdo a infeccbes gastrointestinais e demais
enfermidades.

6. A presenca de virus e bactérias nas matrizes alimentares avaliadas
associam os alimentos como veiculos importantes na transmissdo de
DTAs relacionadas com outras possiveis fontes, como agua de irrigacao,
falta de higiene dos manipuladores de alimentos e na producao industrial.

7. Os resultados obtidos demonstram a contaminacdo viral dos alimentos
estudados e sugerem a inclusdo na legislacao brasileira da pesquisa
destes virus em surtos de gastroenterite aguda com intuito de diminuir os
surtos com etiologia desconhecida e demonstrar o impacto destes virus
nas infeccdes e surtos de origem alimentar.

8. O estabelecimento destas metodologias (floculacdo orgéanica por leite em
frutas e extracdo direta por TRIzol® em queijos) nos laboratérios de
microbiologia de alimentos tem a finalidade de auxiliar as autoridades

brasileiras em acdes relacionadas a seguranca alimentar no pais.
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9 APENDICES E/OU ANEXOS

9.1 Artigo1

Virus recovering from strawberries: Evaluation of a skimmed milk organic flocculation
method for assessment of microbiological contamination
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Skimmed mil k organic flocoulation method was adapied, optimiz2d and compared with polysthylene ghyaol
(PEL) predipitation and filiration methods for neoovening vins = from 2 strasvhenry mainxc. Spiling superiments
with narovine genogroup Il genotype 4 (WA ClL4) and munine nomvine 1] MNV-1)demonsirated that thear-
gan it flooul ation method assoniaied with a ghyone shitton buffer, filier hag an d ostylmmetnylammen iom bro-
mide (CTAB) showed 2 recovery pereentage of 2.5 and X2 times higher than PEC precipitation and filtration

Fondborme winuses | HAd V) in S0 sampples of fresh strawherries commerdalized in Rio de jansiro markets. MoV Gl and GI
B Ry e were not detevied in thoes camples and MNV-1, ixed 2 internal process contral (IPC), was soowversd in 9551
Wiover cer (B of them. HAdVs were deterisd in 12 {300 samplles and charadterized by nuclntide ssquendng =
Smmwkemy Human Mechordenownes specie Fand 2 type specie HADV-2 Bacterial analysis did notdetect Sslmonels spp
Eneric wins and Liseria momecyiogens, however, 13 of fecal mliforms were detecied in those samples. These resuls
indi@ir the organic fiocoulation method & an alemative for neoowering onieric vinses from s rawhemies,

emphasizng a nesd fior vins sores lance in fond matmies
© 3015 Blosvier BV_ AN mighis resarved.
1. Instroediuction Truits, str awbermes and raspbe rries. Dther vinses such a8 human sde-

Faadborne il Inestes e 5 Lirge mumber of hospitalizstions worl d-
widde and it i estimuted that mone than 67 of them are ssocisted with
viral infedions due i @ntamination of fresh produce or processed
Tonds by viris-contsining fecal materi sl [ Atreya, 2004; Pxinter &t
2013 ) Pre- harvest irrigaton or fxilure in hygiens proedures during
harvesting is suggested &s possible sources of virus contamination
[ Feichards, 2001 | Eneric virmes such xs naroviruses | Mols) are relyted
o scute gastroentenitis [ AG) outhreals worl dwide by consumption of
fresh lods such &8 vegetables, shellfish and fruits, especially red
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noviruses [HAdVs) are slso implicated [Maunuls et al_ 2009 Mide
&t &l 201 3; Rodrigier-Mansng o 2, 2003)

NoVs are RNA viruses belonging to gems Norovirus, Caliciviridse
il y. They are clissified in seven diferent genogroups [G) and maore
than 35 genatyped e desmibed [Vine, 2015 Theng ot 51, 2006). NaV
GL Glland GIV are related to infect humans, being MoV GI the mast
prevalent in foodbome infections (Koopmans et al, 2002).

HAdVS are DMA viruses belonging to the Adenoviridse bmily and
gemis Masndenmidnis, presenting 57 typed, being the & mberic type spe-
cies HadV- 40 and HAdW- 41 mestly rsocised with foodbor ne disexses
[ Gree ning, 2006)_ HAAVS xre found 3t consistent y high level sin sewage
allyesr round [Whyn-] ones etall, 2011 ) and sre ised a5 indicstor vinises
for huurman fecal contaminstion in water [Hewitt et a1, 201 3).

Vins detectionin food requires spproprise ehton and concenira-
tion bechniques which ne ed tobe sdapted for different food m trices
&a el as for the use of internal proces mntrols [IPC)L mainly 1o mon-
itor the presence of enzymatic resction inhibitors in those matrices.
[Stalsetal, 2002] In the last few years, mam methods and 1PCs for
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Morales-Rayas of al, 7009, Fark etal, D08, Rrenotia ot al, 3005%;
Saketal 3011; Wobas o 2, 05)

Thi sty 2im e oo adapt, optimize 2nd oo pare 2 siommed milk
arganic fl oo ulasion megod for wines ranovering with ofer medads
desorited peewioushysuch 25 PHG and il ion using neg.aeey chaged
mem e, The organic flocoolation method was first desonibed for
N e arson in ewater | Calguaetal, 20K ) and som emodificarions
e Miade ior Wi Getennon bn ok inorder 1o e applied in Lbara -
o off fooed miscrichoTy: InvesSgatian of MoV G, GIL HASY and bac-
teiall anahyses we s Canmied ot i Ticbodogical oo
o fmsh St d ini R S Ja iy Brazl Satwnamsliy
spip, Lisers momacyingenss and fecal oodifionmes, prewiody acsoclaed
wiith SIawte ne s consumpmon and Cultira Bon were 2k investigated
| Lasler o all, 300 3; Szpmezak et al, 3014

2 Mamerial 2nd meth s

21 Vs am food somphes

ANV CIL4 siood sample | CanBank accesshon romer [KET551 |

Hine morcrsins- 1 {MNV-1 ) kindly prowided by Dr. Herbent W, Viegin
fram Washin ghon Uniee rsity Schend of Medicine, was poopagied in
FAW 2547 ofls {a maorgphage-liiee Absdson leokemia  winms-
mansicemed o=l Mne derived fram BALR(C mice), acooading to O
Ao Corria and M iagoscich | 2013 Real time POR Taghan system
was umad toguantfy Se dmobme romber of gnome coples (2 Vml
{¥Winetal 3000 weead for dhe spilicing.

Samiples of fresh srawbemies | Aogorks Wsnos war. | wene o ined
fram bocal commexial sownces in three diflersnt maonds ipalities
| Femdqadis, MiitenSd and B0 de laneim ), 2l kocaed in the e of R

e Janeiro, Brazil
22 Quonsimtive aopdficnsion method {qFCE) detectios bt

Viral siccis and their 10-iokd dilsions { 107-10°) weere msed in mmip-
I 2 o evaluae e detection limit of eac hwing The amoon of wins
inoculated in vieenry Sample in Spilang exp was deEr
mined according io GFCR detection lmit

In the amific @l contaminas on sxperimentsthe posible kol wral
load during 5 wep s of Concentratian and recowery was o uaned, Moy
2 and MMNV-1 weere seeded aniothe focd s ce by discr
o ien-fold ditations {10% 10° and 10° qymil) of 20 pland 100 4,
Especivey.

23 Erperiventm! decjm of the sauty

Primmariily, 3 sicimamed mille corg nic floooulation method wa s ada pred
and opaimizedior 2 food m i by expenimental eraluation using &f -
fierent waates such aseluson buffers, containers and final meamment
it ety e rplammim aniom Secamide | CTAR ). Adier conda mizamon,
ks memcd (1) was compaed with aher meo wira Comoene o
et 2.5 PECG pae oot o | e ghoed 2 ), aned filinason msing, negaie-
z:uq;ﬂ e e s coamibsined with mira-filrason {method 3] The

ComCEnTR e sami e |2l ) ol ned o each method was ooed
fior FNA eraction and quansified by quantitagve polyme e hain re-
action | PCR ) using TagMand d sa . Aferwands, the most sfficen tre-
cowvEring me hod wis applied 1D 2sess the winl con@minason o fresh
STawbemies comimendalized n Fio de lanedno. Mo O, MoV G and
HAT e e drveecmiz i in 3 ol o S0 e o -

Forthess exg WPV was e a5 I Addimonally, the pres
emce of Snimomells spp, L momer pogeaes and fecal colidonm was akso
Inestigated

I 4 Spiking experivens

241 Matind 1
hn&rnm&ﬂommitjguﬂamer-
wficial con@mination experiment were peformed Brisfhy fesh
strawiterty samples (257 ) were spiled by dieo applicason of 250pL
of Mo\ CHL aned 100 il of BARA- 1 ot ficecd s ces oo 2 1 an mooam

i Foreach a) o | ealer and filer bag),
o) slution buflers (PES and Glydne 005 M Tris-H0 00 M) and,
) final treasment | CTAR), the samples were ascyed in triplice,
sk ane campls 35 neg e contnad | saeded with 350 of PES 1x)
and processed at e same Sme 25 e ofes (B 1) When a bealoer
was ued 35 3 commineT, the duton siep was pedonmed for 1h, osing
400 millof each Dofler (PES and g@hyaine 005 8 Trs-H0 00 M) for
ithe filter bag {Nasood, Fart Addnson, Wisconsin, UEA), the sloson
s e tibermiesd fior 30 i, s, 225 mil of a baffer.

Befione the flocoulaion step, the elnates wene tE nelemed to stk
beaier; the pH was adjosted i 3.5 using HO 6 N and then shdm med
mille a2 final comcentmnon of 15 was addad The arganic fleoonlasion
s was perdormedior 3 b weith corestant stirring. After this sep,
nmnmmmmqmqum:am
the pelflet was re-susperded in 1 ml of a phosphate boffer (pH 7.5;
B HIPOy 0 BMEH PO, 02 8 12 wiv )L Bedore the BNA exmacson
siep, the final concemirated samples whene incoined {or mot) at 56 °C
with a final comcentration of 1,258 CTAB and 045 M Nadl for 30 min
(Baerter al, AED)

242 Mainds 7 amd 3

Spilcingg escpesim et procedures for both wnoses were dio per
e in toplicate for 25seSHNga WNDS TACoWeny rabe sing the PHG
recipitason method (Sabsetal, 3001, and filration using negathely
charged memibranes comiined with ol wa-filtraion, first desonibed
by Fumian et al {209) and adapeed by de Abeen Cortta and
Mugeesiowich (2013 ). FE. 1 peesenss an outhine of the methods need
for e expERAmEn.

PR R

25 Vi

Wiiral ENADNA was exdmaed fram 120 of She concent@ied sam-
e, mesineg e (A 2 wirall RS mind i { Qi gem, Valbncla, O, LTSA ),
accoarding o the mam actures's insmocsons. Synhesk of complemen-
fary DA {cDMA) was periom d USng randem pimes | invimgge,
USA) for FNA wine Seeoton.

N L, o {1 aned () and HASV gPCR using 3 TagMan® system
| A1 FRISM 700, Appiled Booysems, Foster City, CA, LEA), were par-
foomed wsing 2 s of specfic primers and probes ac pressnted in
Tathe 1. For all genomic quansifica son 2 5@ ndand corve: was pedonmed
wiith ghit paodns of serial plasmid difoscns | 10°-107 g nomic copees
| freaction ) ghat yiedds 3 slope of —3.59and 2 reacion efficiency
of DS

QPR rea cnons coneststed of 5 L of cDMAIIA sampie, 125 uni-
wersal masermix] Appilbed Biorystems, Foster Cing, CA, LA, conme-
spanding pEmers and hydraysts prose. The Solkowin g oo disans
were mead for dhe amplificaion step: actvation of Se oradl M-
giycorylase for 2minat 5 T, and acsation of 2 it | Applied
Beceystims, Fomter iy, CA, LFSA ) for 10 min 2 S5 T fdillowed by 46 o
o of amplificagion {15 52195 'Cand 1 minat &0 Tl An ABIPRISM
TE00™ real mme AR sysem (Appled Biosystems, Foster Ciry, CA,
15A) wasmeedin 2l aesays Al sam s were tesed in doplicate osng
[oth ondilmed and 1:10 Silahed BENADMNA, to lizng foar (R mac-

ireg June e pieminer 3013 | stx sam ples we k) from dissnct

73

S e T T Sample s W ookt okt whan 7 baast one
mpla ted at the oydle Sreshold | Ot ) 38 ar lower.



it P M wal ] Fead 217 OS] 1419
L L H Fghed 1
e e PRI 0 Egwa e g o i iycima Trim-HC | bl (pi=! 24 aid T .
[l || Frim HC1ipH 1 6 || oo mrivwed A Pk (18 ol o Wrelee Tra-HO8 bafle B
I I
| e o R ¢ 1) Y 15 | | Camrragamen o Frasad o § 000 <5 ko 0P |
I I
—_— Bt b ot i eed @ % 000 g Fow 13 vein,
i e i 1 A B H Pl o naparratend s i T T4 | | [ —— _— |
I I |
Filratian i Stedcap Fibe 8045 g ol iras

P prarydatece, mcatubem ol 5T g

| | W, Skl p 30

Combfaguicn a3 000 1 s Mimie.

Cortiagatain sl 01 D g e 38

| | ‘Eisiesn Pin0¥ 1 b, bl B0%], wan irairn il

| Shamanasd omiec foccuimranlod J

HLE, (0 el e W T i
| |
- M =

wHER || R et & Yol PES RH D | | iy A |

I
Trewirmat-wiih chioralorry beterd (1011

Trasime anh CTA || T T e AL || i — || Cracenirws narpds o PR axirscicn |
|

| Bgumoun paams o P, mrirciion | |-n.m.ncm | |lhn--nu{“1.li-|

Figg. 1L Crasrvt e of viral ol uion e o

Fer HAdV mobeoalar dharacterizason, mudedide Fquending was
perioamed wsing amplicon oitained from covenmional nested POR
[pirimens 25 deporited by Allard et al {2001 | The amplicons wee
wiith 2 QilAguic i POR Porification Kt (QUACENE, Valancis,

A, USA ) illowing the ares aned Laier
o risified wath 2 Manerdnop spec iropii cmeter | Thenm ScientifioR,
USA) or by a2 1 agarose gel elentmphorests psing the Low DMA Mass
Ladder | Insitrogen®, Carlshad, CA, USA) a5 2 modecolar marker. The
5ot of paimers ueed i obviin the POR amplicon wis e individually
for geme sequencng. DHA saquencing 'was ed by e
dicemnryrmchens i ¢l in fenTmilnamon m efhod, ising he Big Dye Tenmi-
nainr Cycle Saguencing Keady Reaosion Kt 1, v. 2.0 and the ARl Prism
3730 Genetic Anatyzer | bath from Applied Bicorsteme®, Foster City,
A, LEA) fmm the Genomic DA s quencing Plasicrm of POVE Roome.

orers rec

Tl 1
Pt s e e WE-T)
1 aracd €0 el . koo, (W W) by PR
Prirem ard Saqence (¥-T] Refaranan
P b
A1 [ T
P00 OR2 CACGIT ACCGATOTG TTC TG
R 00T TR (G TG CIT CATCAL TC
MCB-DRFORE?  STAM-CTE TTT GEA AT A STC-MEEMI
B Ky & ol
(|
[ae =R 2] L TGCATG TNTT LA TR
[===R | tEd] CTTAGRICCTATCATCATTY AL
Ring 1a}- 7 ARG CLCATOR CTGTOLA TAVRA
Ringlib-T7 FRA-ACATT LS TCTOL TOIT CATAMRA.
o' Gl
DG (4] CARCARBCMATG TTY AGR TCL ATG AC
(=== D] TEALL (CA TCTTCATIC ACA
Ring 2-T7 T TG GAG GG CAT OO AT
CT-TAMRA
B lerramith ot ol
|
Adr CTATTT ACA TCE ACA TEIGT] NG GG
Adm O G G TG AL A T T GO CTA G
Adrl A L COCTOA, GET AT OO AL
CLTCCT-TAVRA

Phylogenesc analysts, sagoenos aditing and multiple alignm ents
wene perfonmed with the BioEdit Saquence Fdiior 70 saftwamr (Hall,
IE=o18 e were Znaminked By the neighar jining
medhced (Saitom and M, 1957) basad on the Tamors-3 parameser
el (Tarrmra, 1962) using the MECA = 60 softwar packare
| Tarmmra et al , 2003 | Conifice e v s of S e nnal nodes wene cal-
culated by Boctrap anatyses using 1000 mplcae s | Fehenosn, 19650

2. Borwevial amnhysk

Sotwnmehy Spp. analyees wene perionmed wing e 5 mi-auom aed
VIDASE system | biohiSriemy, France ) iof uing VIDASE Snbmnasils
{SIM Fowr L o agesses, tihe ooliore medod by seleotee enrich-
e AT s © T OO 3 ST o e i egtued -
ooy (Food and Drog Adminisrason’s Bacteriodogcal Anabysical
Marmal cenline: {BAM-FDW) | Hitchins and Jinneman, 2001 ), Fecal oodi-
fiorm wias investiged by plate count, using a Rewfiim ™ Colifomm
ConntiPlate {3 &, UEA), or Dy S moltiphs- e fsnmentian echnigo:
| Mot Pt e Muom ber—MPN) desoribed by BAM-FDA. (Reng ex all,
iyl

Z7. D amestysds
Recovery of MAV-1 and MoV QL4 from srawhemy samples was
and lyzed according to the meshods of

Sk etal {Z011). Qualiasve analyss of vial mooery from samples
wids pesionmeed o detenmine the e oneny SICoess rae”, which wa s cal-
ool 25 Tihe nomiber of QPR neg oo showing sooc eeciol MoV L4
o NNV o covem ™ e T "vmineer of PR g csioes P slermed~ Guan.
i e racowery ana lyees fom samples wielded e oovery e fficenoy”
1), whikch a5 cak F i a5 the mean recoeemd
mmiber of wiral @namic copiss” per mean incoolied number of Kol
GIL4 ar MMV-1 gencmic copes™

Moreoer, sassticalanaleses of MMV-1 recoveny raies were per-
fiormed msing e Nonja rame i s Knosial-Wallis | KW-1es) and
Mann-Whitney | MW-test), followed by 2 Kolmogoos-Smirmos {K5-
st test. For MoV CILS paramemic 5t ane-way analysis of msane
(AMCVAY and nomparametric Wilooooon st (F dest) wes appled,
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feilicred by 2 B5-tes. ANl saistical analyses wee perionmed sing the
GraphPad Prism 501 | Gaphfad Software, San Diegn, CA, US4 . Sgnfi-
e e s were set 005

3. Resuli
21 Detentios bt of gPCR

The QTR detection lmis for the Mo GI were of 1.5E + 02 @
15E + D4ge/mil with an awerage opcke threshodd waloe (0 of 3755,
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Assessment of microbiological contamination of tomatoes using a skimmed milk
organic flocculation for adenovirus recovery, Rio de Janeiro State, Brazil
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Abstract

The microbiological quality of different types of wild tomatoes was assessed and human adenovirus
was detected in 4.5% (4) of 90 samples, which met bacterial parameters such as Salmonella spp., Listeria.
monocytogenes and fecal coliform. This finding emphasizes the use of viruses as indicators that can improve
food safety.

Keywords: foodborne, tomato, organic flocculation, adenovirus

Human adenoviruses (HAdVs) are DNA viruses belonging to the Adenoviridae family and genus
Mastadenovirus; there are 57 types, with the enteric type species HAdV-40 and HAdV-41 being mostly
associated with foodborne diseases (Greening, 2006). HAdVs have been found at consistently high levels in
sewage year round and have been used as indicator viruses for human fecal contamination in water (Wyn-Jones
et al., 2011; Hewitt et al., 2013). This study aimed to evaluate the microbiological quality of tomatoes obtained
from a commercial market of the great metropolitan Region of Rio de Janeiro. Tomato is one of the most
consumed foodstuffs in the world and Brazil has great importance in vegetable crop cultivation, with higher
tomato production in the Central-West region followed by the Southeast region (IBGE, 2012; FAO, 2015).

Ninety tomatoes samples [45 fresh tomatoes (Licopersicon esculentum) and 45 cherry tomatoes
(Licopersicon esculentum var cerasiforme) and/or hybrids (grape tomatoes)] randomly obtained during March-
September, 2014 (three-five samples/week) from distinct markets were investigated for HAdV presence and
Salmonella spp., L. monocytogenes and fecal coliform levels.

For sample process control virus (SPCV), 100 puL of MNV-1 (5x10° gc/mL) was spiked onto food

surfaces for 2 hours at room temperature. The SPCV inoculum amount (based on gPCR detection limit) as well
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as the skimmed milk flocculation used followed the procedures described previously for strawberry samples
(Melgaco et al., 2016). A triplicate experiment by spiking 200 uL of HAdV's (1x10® gc/mL) was also conducted
as a positive control to determine the efficiency of skimmed milked flocculation method for HAdV recovery
from tomatoes.

Viral RNA/DNA was extracted from 140 pL of the concentrated samples, using the QlAamp viral RNA
mini kit® (Qiagen, Valencia, CA, USA), according to the manufacturer’s instructions. For HAdV and MNV-1
investigation, a quantitative polymerase chain reaction (qQPCR) using the TagMan® system (ABI PRISM 7500,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was carried out using a set of specific primers and probes, as
previously described (Hernroth et al., 2002 ; Baert et al., 2008).

Salmonella spp. analysis was performed by using a semi-automated VIDAS® system (BioMérieux,
France) kit using VIDAS® Salmonella (SLM). For Listeria monocytogenes, the culture method by selective
enrichment technique was carried out according to the standard methodology (Food and Drug Administration’s
Bacteriological Analytical Manual online (BAM- FDA) (Hitchins & Jinneman, 2011). Fecal coliform was
investigated by a plate count, using a Petrifilm™ Coliform Count Plate (3M, USA).

HAdV was detected in four tomato samples (4.5%) with concentrations ranging from 102 to 10° gc/mL.
MNV-1 was detected in 97.7% of samples, being considered an efficient SPCV for the organic flocculation
method. HAdV showed a 60.7% (9.8-92.7%) rate of recovery for fresh tomatoes and 27.4% (2.8-53.2%) for
cherry/grape tomatoes. No samples of tomatoes showed contamination by Salmonella spp. and L.
monocytogenes (absence in 25 g) and fecal coliform levels were <10 CFU/g. The absence of Salmonella spp. and
L. monocytogenes in tomatoes concurs with results of previous studies carried out in Brazil (Ferreira et al., 2011)
and in others countries (Cérdenas et al., 2013). However, HAdV were detected in samples showed that meet the
Brazilian Standards (Anvisa, 2001) that advocates a maximum of 10%/g for fecal coliforms and absence of
Salmonella spp./25 g. In a previous study performed with strawberries, HAdVs were detected in samples, which
also presented no correlation between virological and bacteriological results (Melgaco et al., 2016). The low
levels of fecal coliforms found in this study can be attributed to the good agriculture practice applied by the
producers or the large use of pesticides in the cultivation of these fruits (Anvisa, 2014). Pesticides inhibit the
adhesion of particles in foods; it is not possible in this study to determine the exact source of the contamination
of the samples evaluated. Although Brazil offers better conditions of water sources and sanitation facilities
(97.50% and 81.30%, respectively) (FAO, 2015) when compared to world data (89.40% and 63.70%,
respectively), our data suggested that viral indicators could also be used for food safety in agriculture. In
addition, the enteric virus research on tomatoes previously performed by Serraca et al. (2012), which
demonstrated NoV GlII contamination in tomatoes commercially obtained on the Italian markets, and by Chi et
al. (2014), which demonstrated a case of fulminant hepatitis by dried tomato consumption contaminated with
hepatitis A, reveals the risk that this contamination represents and suggests the need to improve food safety
programs considering enteric viruses as indicators of fecal contamination of food samples.
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9.3 Artigo 3

Evaluation of a skimmed milk flocculation method for norovirus recovery from tomato
samples.
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Abstract

The aim of this study is to assess norovirus (NoV) contamination on tomatoes and
compare the skimmed milk flocculation method used for virus recovery with the polyethylene
glycol (PEG) precipitation method described by the International Organization for
Standardization (ISO/TS 15216-1:2013). NoV was investigate in 90 concentrated samples of
three different types of fresh tomatoes as Licopersicon esculentum, Licopersicon esculentum
var cerasiforme (cherry) and hybrid cocktail type (grape tomato) using skimmed milk method
but not detected. Spiking experiments with NoV GI1.4 and murine norovirus 1 (MNV-1) were
evaluated by using the same varieties of tomatoes samples and both methods. For NoV Gll.4
the organic flocculation method presented great efficiency and recovery success rate.
However, for the MNV-1, the best results were achieved with the PEG method. According to
the types of tomatoes, the analysis of the recovery success rates and efficiency showed lower
efficiency for the cherry tomatoes, regardless of the method or virus analyzed. The results
obtained suggest that the skimmed milk flocculation method associated to a treatment of

cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) could be an alternative method for recovering



NoV from tomato samples representing a new tool for investigating fruits as a vehicle for
viral transmission in acute gastroenteritis outbreaks.

Keywords: foodborne, norovirus, skimmed milk flocculation method, ISO/TS 15216-
1:2013, tomato.

1. Introduction

Foodborne illnesses lead a large number of hospitalizations worldwide and it is
estimated that more than 67% of them are associated with viral infections due to the
contamination of fresh produces or processed foods (Atreya, 2004; Painter et al., 2013).

Enteric viruses such as noroviruses (NoV) are the main cause for acute gastroenteritis
(AG) outbreaks associated with consumption of fresh foods such as vegetables, shellfish and
fruits worldwide (Ethelberg et al., 2010; Loury et al., 2014; Maunula et al., 2009; Mé&de et al.,
2013; Rodriguez-Manzano et al., 2013). During 2009-2012, 14.5% of NoV outbreaks reported
worldwide were attributed to food as transmission route (Verhoef et al., 2015).

NoV are RNA viruses belonging to genus Norovirus, Caliciviridae family and
classified in seven different genogroups (G) and more than 35 genotypes (Vinjé, 2015; Zheng
et al., 2006). NoV GlI, GII and GIV are related to infect humans, being NoV Gll.4 the most
prevalent in foodborne infections (Verhoef et al., 2015).

In Brazil, several studies showed the role of NoV in outbreaks and in sporadic cases
of AG (Amaral et al., 2015; de Andrade et al., 2014; Ferreira et al., 2010; 2012a; 2012b;
Fioretti et al., 2011). Nevertheless, there is only one confirmed NoV foodborne case (NoV
was detected in blue cheese and white sauce samples in a cruise ship) in a context where
10,509 foodborne outbreaks were reported (2000-2014) and 58.2% did not present the
etiologic agent identified (Morillo et al., 2012; SINAN, 2015).

The difficulty for obtaining viruses from food sample is well known and in the last
years, several elution and concentration methodologies have been adapted to different food
matrices as well as the use of sample process control virus (SPCV) to assess inhibitors of
enzymatic reaction in those matrices (Stals et al., 2012).

In this context, this study aims to investigate NoV in tomatoes by using samples
previously concentrated by skimmed milk flocculation method as previously described
(Melgaco et al., submitted). Furthermore, this methodology was compared with polyethylene
glycol (PEG) precipitation method standardized and validated by the International
Organization for Standardization. In 2013 (ISO)/TS 15216-1establishes protocols for
recovering and detecting NoV from four classes of foods, including water for consumption,

vegetables and fruits, surfaces and bivalve mollusks.



2. Material and methods

2.1 Viruses and food samples

A NoV GlI.4 stool sample (GenBank accession number JX975591) was obtained from
the Regional Reference Gastroenteritis Laboratory collection, at the Oswaldo Cruz Institute,
Rio de Janeiro—RJ, Brazil. Murine norovirus-1 (MNV-1) kindly provided by Dr. Herbert W.
Virgin from Washington University School of Medicine, was propagated in RAW 264.7 cells
(a macrophage-like Abelson leukemia virus transformed cell line derived from BALBI/c
mice), according to de Abreu Corréa and Miagostovich (2013). Real time PCR TagMan
system was used to quantify the absolute number of genome copies (GC)/mL (Yin et al.,
2001) used for the spiking experiments.

Ninety concentrated samples of three varieties of tomatoes, [45 fresh tomatoes
(Licopersicon esculentum) and 45 cherry tomatoes (Licopersicon esculentum var cerasiforme)
and/or hybrid type (grape tomatoes)] previously obtained from local commercial sources in
Rio de Janeiro and analyzed for microbiological contamination (Melgaco et al., submitted)
were used for NoV Gl and GII investigation. Samples of those three varieties of tomatoes

were also used for comparative analysis of the methodologies cited.

2.2. Comparison of viral concentration methodologies

The two methods were compared by performing triplicate spiking experiments. The
inoculum amount was determined according to a quantitative polymerase chain reaction
(gPCR) detection limit of each virus as previously determined (Melgaco et al., 2016).

For artificial contamination, all tomatoes variations (25 g) were spiked by direct
application of 250 uL of NoV Gll.4 (1x10° genomic copy(GC)/mL) and 100 puL of MNV-1
(5x10° GC/mL) onto food surfaces for 2 hours at room temperature. The grape tomato was
also evaluated sliced. For each method, it was used one sample as negative control (seeded
with 350 pL of PBS 1X) and processed at the same time as the others. The final concentrate
sample (2 mL) obtained from each method was used for RNA extraction and quantified by
quantitative polymerase chain reaction (QPCR) using TagMan® assays.

2.3 Viral concentration methods

Skimmed milk flocculation method was performed as described by Melgacgo et al.
(2016), including the use of cetyltrimethylammonium bromide (CTAB). The precipitation by
the PEG method was carried out according to the ISO 15216-1/2013 standard. The steps of
these two methodologies were shown in Figurel.

2.4 RNA extraction and viral detection



Viral RNA was extracted from 140 pL of the concentrated samples, using QlAamp
viral RNA mini kit® (Qiagen, Valencia, CA, USA), according to the manufacturer’s
instructions. Synthesis of complementary DNA (cDNA) was performed using random primers
(Invitrogen®, USA) for RNA virus detection.

For NoV and MNV-1 investigation a qPCR using TagMan® system (ABI PRISM
7500, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was carried out using a set of specific
primers and probes previously described (Baert et al. 2008; Kageyama et al., 2003). For all
genomic quantification, a standard curve was performed with eight points of serial plasmid
dilutions (10’—10° GC/reaction) that yields a slope of -3.59 and a reaction efficiency of 0.90.

gPCR reactions consisted of 5 uL of cDNA sample, 12.5 pL universal master mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), and the corresponding primers and hydrolysis
probe. The following conditions were used for the amplification step: activation of the uracil
N-glycosylase for 2 min at 50 °C, and activation of AmpliTag Gold (Applied biosystems,
Foster City, CA, USA) for 10 min at 95 °C and 45 cycles of amplification (15 s at 95 °C and 1
min at 60 °C). An ABI PRISM 7500™ real time PCR system (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) was used in all assays. All samples were tested in duplicate using both
undiluted and 1:10 diluted RNA, totalizing four qPCR reactions per sample. The samples
were considered positive when at least one replica was detected at the cycle threshold (Ct) 38

or lower.

2.5 Data Analysis

Recovery of MNV-1 and NoV GIl.4 from tomatoes samples was qualitative and
quantitatively analyzed according to the methods of Stals et al. (2011). Qualitative analysis of
the viral recovery from samples was performed to determine the ‘‘recovery success rate’’,
calculated as ‘‘the number of qPCR reactions showing successful NoV GII.4 or MNV-1
recovery” per ‘‘number of qPCR reactions performed.’” Quantitative recovery analyses from
samples yielded ‘‘recovery efficiency’’ (%), calculated per individual sample as ‘‘the mean
recovered number of viral genomic copies’’ per ‘‘mean inoculated number of NoV Gll.4 or
MNV-1 genomic copies .

Moreover, statistical analysis of MNV-1 and NoV GI1.4 recovery rates was performed
using the nonparametric tests: Mann—Whitney (MW-test) and Wilcoxon test (t test), followed
by a Kolmogorov-Smirnov (KS-test) test. All statistical analyses were performed using the
GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Significance levels were
set at 0.05.

3. Results



The analysis using gPCR showed NoV negative results for the 90 tomatoes samples
tested. On the other hand, the comparative analysis for NoV Gll.4 recovering demonstrated
that the skimmed flocculation method showed better results when compared with PEG,
considering both success rates and efficiency recovery (t test; p = 0.0313) (Table 1). For
MNV-1 recovering there is no statistical significance (p = 0.4375) between each method
tested.

The analysis regarding tomatoes varieties reveals that, independent of the method
used, the recovery efficiency for cherry tomatoes presented low rates when compared to other
types of tomatoes (Table 1). Analysis by t test showed that the NoV Gll.4 recovery in the
organic flocculation method showed significant difference from the precipitation method for
PEG (p = 0.0313) in samples of cherry tomatoes, independent of the CTAB use.

When evaluating grape tomatoes, the use of the cationic detergent in the organic
flocculation method was effective in recovering NoV GIl.4 and MNV-1 in samples of sliced
tomatoes, as well as in the whole tomatoes. In the whole grape tomato samples, the use of
CTAB did not affect the improvement of viral detection (Table 1). The use of CTAB seems to
have not influenced the results, showing significant results only for NoV GIl1.4 recovery in
sliced grape tomatoes (p = 0.0313).

Comparing the NoV GllI.4 recovery efficiency in the two methods applied in cherry
tomatoes with the other types of tomatoes, the MW test analysis showed a significant
difference between whether or not the detergent in organic flocculation method for samples of
sliced grape tomatoes (p = 0.0022) and fresh tomatoes (p = 0.0043). There was no significant
difference observed in the MNV-1 recovery for all tomatoes samples.

4. Discussion

The failure to detect NoV in 90 samples previously concentrated by the skimmed milk
method lead to the second analysis performed in this study, when this virus concentration
method was compared to the PEG method described in ISO 15216-1; 2013. Previous results
from those samples demonstrated that MNV-1, used as a SPCV, were detected in 97% of the
samples and human adenovirus contamination were observed in 4.5% of them (4) (Melgaco et
al., submitted). The fact that the organic flocculation method showed better results for
recovering NoV GlI.4 than PEG strengthens and corroborated the negative results obtained.
NoV have been investigated in lettuce and strawberries from markets of Rio de Janeiro with
no viruses detection (Brandao et al., 2014b; Melgaco et al., 2016)

Additionally, although the MNV-1 show better recovery efficiency in the PEG method
(1ISO 15216-1), they showed no significant statistical differences as to its use as SPCV in
tomatoes analyzed by the organic flocculation method. MNV-1 has been used as SPCV in



other studies evaluating different matrices showing a good recovery percentage ranging from
7.78% to 75.65% (Stals et al., 2011) and 8.4% to 66.4 % (de Abreu Corréa & Miagostovich,
2013).

In the last decade, many methods such as the PEG precipitation, ultracentrifugation or
charged filters for virus concentration have been evaluated for recovering viruses from matrix
food associated to distinct buffers elutions (Stals et al., 2012). The PEG method standardized
by 1SO 15216-1 describes the use of alkaline buffer adding 3% of beef extract and the mengo
virus as SPCV, but allows the use of other agents that fulfill the described characteristics. The
organic flocculation method associated with alkaline buffer for elution in a filter bag using
CTAB treatment achieved a higher viruses recovering rate as reported in strawberry samples
(Melgaco et al., 2016). Brandéo et al. (2014a) also reached good results using Glycine buffer
(alkaline buffer) when compared to PBS for NoV GII recovery in lettuce matrices. This
method showed better results for NoV Gl recovery efficiency possibly because it removes
PCR inhibitors and performs viral detection. The organic flocculation is a low cost technique
that can be used for recovering virus in different foods matrices.

Considering the results from the three varieties of tomatoes, it was notable that both
methods showed no satisfactory recovery for NoV and MNV-1 recovery from cherry
tomatoes. The low virus recovery efficiency of cherry tomatoes in the samples was similar to
the results reported by Pan et al. (2012). Probably, the difficulty for detecting may be related
to the use of pesticides in the cultivation, inhibiting the adsorption of the viruses on the
surface of these fruits (Pinho et al., 2011).

Concluding, the skimmed milk flocculation protocol should be considered as
an important method of virus recovery from fruits, mainly when the standardized method
described by ISO 15216-1 could not be performed. The skimmed milk flocculation method is
considered a low cost method for viruses recovering from different matrices and in Brazil, as
well as in developing countries it could be an alternative method for ISO standardization
helping elucidation of viral agents during foodborne outbreaks.
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6. Appendices

Figure 1. Flow charts of viral elution-concentration methods.
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Table 1. Recovery successrate (%) andrecovery efficiency (%) of skimmed flocculation andpolyethylene glycol (PEG) precipitation methods analyzedin 24
qPCR reactions fornorovirus genagroup II (NoV GII) and murine nororovirus 1 (MNV-1).

NoV GIL4 MNV-1
Types of Positive samples ~ Recovery efficiency (% Positive samples Recovery efficiency (%)
Methods tomatoes Ireatment (% recovery. success) Mean range (% recovery success) Mean range
Tomato CTAB! 24 (100.0) 334 7.9-66.3 18 (75.0) 4.1 1.79.5
No CTAB 22 (91.6) 18.1 58-316 21(87.5) 41 1.6-52
Cherry tomato CTAB 20 (83.3) 52 04-129 11 (45.8) 0.6 0.0-12
Skimmed milk NoCTAB 21 87.5) 98 05270 Sl 19 00-5.7
flocculation
Grape tomato CTAB 24 (100.0) 169 0.3-52.7 18 (75.0) 23 0.05-5.2
No CTAB 24 (100.0) 296 2.5-1109 19(79.2) 42 02-11.1
Grape [m! CTAB 24 (100.0) 477 26.0-68.0 23(95.8) 46 2195
No CTAB 23_(95.8) 208 18.4-43.7 22(91.6) 43 1.0-7.1
Tomak 21687.9) 55 03-18.5 2(91.6) 85 0.9-30.4
PEG Cherry tomato 0192 0.1 0.01-0.1 18 (75.0) 21 03-5.8
@50 153160)  Grapetomato  CHlorofombutanol 18 (75.0)
3 47 0.02-10.3 24 (100.0) 15.0 0.9-56.9
Grape ? m! 22(91.6) 8.5 0.5-29.5 24 (100.0) 125 0.9-452

1- Cetyltnmethylammmonium bromide
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Abstract

Norovirus (NoV) is the most important agent of foodborne outbreaks of acute
gastroenteritis and molecular detection of ready-to-eat foods is more difficult due to low
levels of virus particles and the presence of inhibiting substances. Distinct methods of
extraction and concentration based on elution and concentration virus have been reported or
the use direct extraction of RNA in food samples. This study evaluated the efficiency of two
variations of organic flocculation (skimmed milk) method and direct extraction by TRIzol®
reagent in cheese, for Human NoVGIl.4 (NoV GIll.4) and Murine Norovirus (MNV-1)
recovery.Two different types of brazilian cheese (“Minas” and yellow cheese)from local
commercial sources werespiked with NoV GIl.4 and MNV-1 for 2 hours.For organic
flocculation, Glycine 0.05M/Tris-HCI 0.1M buffer was used as elution buffer, flocculation
with 1% skimmed milk was performed stirring for three hours and final pellet was
resuspended with chloroform/butanol (1:1) or with TRIzol® reagent for “Minas” cheese. For
yellow cheese, the pellet was treated only with Trizol. The direct extraction was performed

with food homogenization with 6 ml of TRIzol® reagent allowing a contact time of 20 min



(shaking).The viral RNA was extracted by QlAamp viral RNA mini kit® (Qiagen) and the
cDNA produced, using random primers. The viral quantification was performed by real time
PCR using primers and probes previously described. The flocculation method using
chloroform/butanol for final treatment had low recovery for NoV GII and MNV-1 and using
TRIzol® reagent had a good result. However, the best result for “Minas” cheese samples was
the direct extraction by TRIzol® reagent.For yellow cheese the results were similar, when
processed the samples by organic flocculation method using Trizol the result had been low
efficiency recovery when compared with direct extraction of TRIzol® reagent. For field
study, we evaluated bacteriological and virological naturally contamination in the cheese
samples (“Minas” and yellow cheese).All samplesanalysed, one (1.1%) was positive for NoV
Gl, one (1.1%) was positive for NoV GlI and nine (10.0%) were positive for HAdV.And in
bacteriological analysis, five samples (5,56%) were positive for Listeria monocytogenes, 27
(30%) presented feacal coliforms contamination and 10 (11,12%) contaminated with
Staphylococcus aureus.The establishment of methods for viral concentration from food
matrices, especially ready-to-eat foods, will assist epidemiologic investigations of outbreaks
associated with NoV.

Keywords: cheese, food, norovirus, organic flocculation, trizol.

1. Introduction

Enteric viruses such as noroviruses (NoV) has been the main cause for acute
gastroenteritis (AG) outbreaks due to the consumption of fresh and ready-to-eat foodssuch as
vegetables, shellfish, sandwiches, deli meat and dairy (Loury et al., 2014; Maunula et al.,
2009; Méde et al., 2013; Morillo et al., 2012; Wit et al., 2007; Boxman et al.,
2007).Foodborne illnesses leads a large number of hospitalizations worldwide and it is
estimated that more than 67% of them are associated with viral infections due to the
contamination of fresh produces or processed foods, dairy foods was associated with 12% of
cases viral agent (Atreya, 2004; Painter et al., 2013). Sandwiches usually are prepared with
dairy products, including cheese and ham, it foods eaten lightly cookedand are very
manipulated. Food handlers contact with ready-to-eat food were identified the main factor to
contribute to norovirus contamination in most of the outbreaks (Hall et al., 2012).

NoV are RNA viruses belonging to genus Norovirus and Caliciviridae family,
classified in seven different genogroups (G) with more than 35 genotypes (Vinjé, 2015;
Zheng et al., 2006). NoV GlI, Gll and GIV are related to infect humans, being the foodborne

transmission mainly associated with a 10% of all genotype GI1.4 outbreaks, 27% caused by



all other genotypes and 37% of outbreaks caused by mixtures of Gl1.4 and other noroviruses
(Verhoef et al., 2015).

Other enteric viruses could be related food contamination, human adenovirus (HAdV)
are DNA viruses belonging to the Adenoviridae family and genus Mastadenovirus, with 57
types, being the enteric type species HAdV-40 and HAdV-41 mostly associated with
foodborne diseases (Greening, 2006). HAdV presented consistently high levels in sewage all
year round (Wyn-Jones et al.,, 2011) and used as indicator viruses for human faecal
contamination in water (Hewitt et al., 2013).

The difficulty in obtaining viruses from food sample, mostly ready-to-eat food,
because had fatty compounds (lipids and polysaccharides) requires clarification step in elution
and concentration techniques, which need to be adapted for different food matrices
(Demeke& Jenkins, 2010; Brandao et al, 2014). Another requirement is the use of sample
process control virus (SPCV), mainly to assess negative results by demonstrating that there
was no inhibitors of enzymatic reaction in those matrices (Stals et al., 2012).

The consumption of cheese around the world increases continually due to its
versatility and adaptability to recipes, greater availability of various types of cheese, and the
increased interest in cheese-containing dishes. In Brazil, it is a common habit to consume
cheese in at least one daily meal. Typical Brazilian cheeses such as “Minas Frescal” cheese
and “Prato” cheese are preferred by the majorly of the consumers (Planzaer et al, 2009).
However, the possibility of the transmission of diseases by the consumption of cheese is
common, mainly if they are produced with raw milk and/or were not inspected by the
Brazilian authorities (Planzaer et al, 2009). According to Ministry of Health of Brazil, from
2000 to 2014 milk and dairy products were implicated as contamination vehicles in 356
outbreaks (3.7%) from a total of 9,719 (Anvisa, 2014).

This study aims to evaluate viral recovery methodologies in samples of “Minas”
cheese and “Prato” cheese; and to asses viruses and bacteriological contamination by
Salmonella spp. and Listeria monocytogenes; and fecal coliform and coagulase-positive
staphylococcus (CPS) levels in samples of “Minas” cheese and “prato” cheese

commercialized in State of Rio de Janeiro, Brazil.

2. Material and Methods

2.1 Viruses and food samples

A NoV GI1.4 stool sample (GenBank accession number JX975591) was obtained from
the Regional Reference Gastroenteritis Laboratory collection, at the Oswaldo Cruz Institute,
Rio de Janeiro-RJ, Brazil. Murine norovirus-1 (MNV-1) kindly provided by Dr. Herbert W.



Virgin from Washington University School of Medicine, was propagated in RAW 264.7 cells
(a macrophage-like Abelson leukemia virus transformed cell line derived from BALB/c
mice), according to de Abreu Corréa and Miagostovich (2013). Real time PCR TagMan
system was used to quantify the absolute number of genome copies (gc)/mL (Yin et al., 2001)
used for the spiking experiments.

Two types of cheeses, “Minas” cheese and “Prato” cheese, were obtained in different
commercial establishments in the municipalities of Niter6i and Rio de Janeiro in the State of
Rio de Janeiro for artificial contamination. The samples were transported at ambient
temperature to the laboratory and then frozen until processing step. For the investigation of
viral presence, 90 samples were collected: 30 samples of "Minas" cheese (MC1-30), 30
samples of “Prato” cheese (PC1-30) and 30 “Prato” cheese sliced (PS1-30); in the period from
May to November 2015. The samples were collected randomly and acquired in primary
packaging under the full or divided in different commercial establishments (supermarkets,
bakeries, grocery stores.) in the municipalities of Niteréi and Rio de Janeiro in the State of
Rio de Janeiro. The choice of the marks was according to the availability on the market during
the period of analysis. These samples were evaluated for bacterial contamination according to
Brazilian Standards (2001).

2.2. Spiking experiments

The two methods were compared by performing a triplicate spiking experiments. The
inoculum amount was determined according to a quantitative polymerase chain reaction
(gPCR) detection limit of each virus as previously determined (Melgaco et al., 2016).

For artificial contamination, cheese samples (10 g) were spiked by direct application
of 250 pL of NoV GIl.4 (1x10%c /mL) and 100 pL of MNV-1 (5x10°gc/mL) onto food
surfaces for 2 hours at room temperature.

For each method, it was used one sample as negative control (seeded with 350 pL of
PBS 1X) and processed at the same time as the others. The final concentrate obtained from
each method was used for RNA extraction and quantified by quantitative polymerase chain
reaction (QPCR) using TagMan® assays.

2.2 Experimental Design of the study

Two different treatments were performed in organic flocculation method (Methods 1
and 2) for the assessment of recovery in “Minas” cheese samples, compared to direct
extraction by TRIzol® reagent (Method 3) described by Stals et al. (2011). For the analysis of
“Prato” cheese samples, two methods were compared: Method 2 and 3. Then, the better
method was used for to investigate samples naturally contaminated.

2.3 Viral concentration methods



Method 1

In order to optimize the flocculation method (Calgua et al., 2008), artificial
contamination experiments were performed. Briefly, fresh “Minas” cheese (10 g) were spiked
by direct application of 250 pL of NoV Gl1.4 (1x10° genomic copies (gc) /mL) and 100 pL of
MNV-1 (5x10°gc/mL) onto food surface for 2 hours at room temperature. The elution was
performed with 90 mL Glycine 0.05M/Tris-HCI 0.1M buffer for 30 min in a filter bag
(Nasco®, Fort Atkinson, Wisconsin,USA). Then, the eluates were transferred to sterile
beakers and treated with chloroform/butanol (1:1) for 5 min. The samples were centrifuged
(10,000 xg for 30 min, 4 °C), the supernatant was collected and the pH were adjusted to 3.5
using HCI 6 N. Skimmed milk at a final concentration of 1% were added. The organic
flocculation process was performed for three hours with constant stirring. After this step, the
flocculated samples were centrifuged (8,000 xg for 30 min) and the pellet was re-suspended in
1 mL of phosphate buffer (pH 7.5; Na2HPO4 0.2M/NaH2PO4 0.2M; 1:2 v/v).

Method 2 and 3

Initial steps similar to method 1, but without treatment of the supernatant with
chloroform / butanol (1: 1) e o pellet was ressuspended in 1 mL de TRIzol®(Method 2). 10 g
of food product was eluated with 6 ml of TRIzol® reagent for 20 min (shaking) in a filter bag.
After, was performed centrifugation (8000 xg, 20 min, 4 °C), the supernatant was taken and
stored at—20 °C as described by Baert et al., (2008b) (Method 3).

2.4 Virus detection

Viral RNA/DNA was extracted from 140 pL of the concentrated samples, using
QlAamp viral RNA mini kit® (Qiagen, Valencia, CA, USA), according to the manufacturer’s
instructions. Synthesis of complementary DNA (cDNA) was performed using random primers
(Invitrogen®, USA) for RNA virus detection.

MNV-1, NoV (GI and GII) and HAdV gPCR using TagMan® system (ABI PRISM
7500, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), were performed using a set of specific
primers and probes presented in Table 1. For all genomic quantification a standard curve was
performed with eight points of serial plasmid dilutions (10’—10%gc/reaction) that yields a slope
of -3.59 and a reaction efficiency of 0.90.

gPCR reactions consisted of 5 uL of cONA/DNA sample, 12.5 pL universal master
mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), and corresponding primers and hydrolysis
probe. The following conditions were used for the amplification step: activation of the uracil
N-glycosylase for 2 min at 50 °C, and activation of AmpliTaqGold (Applied biosystems,
Foster City, CA, USA) for 10 min at 95 °C followed by 45 cycles of amplification (15 s at 95
°C and 1 min at 60 °C). An ABI PRISM 7500™ real time PCR system (Applied Biosystems,



Foster City, CA, USA) was used in all assays. All samples were tested in duplicate using both
undiluted and 1:10 diluted RNA/DNA, totalizing four qPCR reactions per sample. Samples
were considered positive when at least one replica was detected at the cycle threshold (Ct) 38
or lower.

2.5 Bacterial Analysis

Salmonella spp. analyses were performed using semi-automated VIDAS® system
(bioMérieux, France) kit using VIDAS® Salmonella (SLM), according to the fabricant
specification. For L. monocytogenes the culture method by selective enrichment technique
was carried out according to the standardized methodology (Food and Drug Administration’s
Bacteriological Analytical Manual online (BAM- FDA) (Hitchins et al, 2016). Fecal coliform
was investigated by plate count, using Petrifilm™ Coliform Count Plate (3M, USA). The
enumeration of CPS was performed by the multiple-tube technique (Most Probable Number-
MPN) according to 1ISO 6888-3:2003.

2.6 Data Analysis

Recovery of MNV-1 and NoV GlIl.4 from cheese samples was qualitatively and
quantitatively analyzed according to the methods (Melgaco et al., 2016; Stals et al., 2011).

Moreover, statistical analyses of NoV GI1.4 recovery rates were performed using the
nonparametric tests: Kruskal-Wallis (KW-test) and Wilcoxon test (t test), followed by a
Kolmogorov—Smirnov (KS-test) test. For MNV-1 parametric test one-way analysis of
variance (ANOVA) and nonparametric Wilcoxon test (t test) were applied, followed by a KS-
test. All statistical analyses were performed using the GraphPad Prism 5.01 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Significance levels were set at 0.05.

3. Results

3.1 Recovery success and recovery efficiency of the methods 1, 2 and 3

For “Minas” cheese samples, all methods (1, 2 and 3) were performed and in both
qualitative and quantitative analysis, Method 3 had been satisfactory results. The recovery
success rate was 100.0% in both viruses evaluated and showed better results of NoV Gll1.4
(51.0%) and the MNV-1 (42.9%) for recovery efficiency (Table 2).

For “Prato” cheese samples, only Methods 2 and 3 were performed, and the recovery
success rate of NoV GI1.4 and MNV-1 was considered satisfactory results (100.0%) in both
methods. The Method 3 was presented the best result in quantitative analysis for NoV Gll1.4
(79.9%) and MNV-1 (42.9%) (Table 2).

The results of the analysis by t test for NoV GlIl1.4 showed that Methods 1 and 3 had

statistical significance (p= 0.0313) in the “Minas” cheese samples. For yellow cheese, t test



no showed statistical significance (p=0.2188). When the ANOVA and t test analysis were
applied for MNV-1, the Method 3presented a better performance than Method 1 in “Minas”
cheese (p= 0.0001).Method 3 showed a significant difference when compared to Method 2 for
the yellow cheese samples (p=0.0313).

3.2 . Detection of virus and bacteria in cheese samples

NoV GI and NoV GII were detected in one (1.1%) sample, NoV GI in “Prato” cheese
and NoV GII in “Minas” cheese (Table 3). HAdV was detected in nine (10.0%), six samples
of “Prato” cheese and three samples of “Prato” cheese sliced by markets.

Salmonella spp. was not detected in any of the 90 commercialized cheese samples
analyzed and L. monocytogenes was detected in five (5.5%) samples (Table 3). Enumeration
of fecal coliforms and CPS in cheese samples were summarized in Table 4. Twenty-seven
samples (30.0%) presented fecal coliforms and ten samples (11.1%) CPS.

4. Discussion

The Method 3 was the best method for NoV GIl.4 and MNV-1 recovery in spiking
experiments in both analysis (qualitative and quantitative) with significant differences after
statistical analysis. Method 1 was not used in “Prato” cheese samples because were processed
after evaluation of the “Minas” cheese, and the results were unsatisfactory for this method.

Fumian et al. (2009) reported NoV Gl1.4 recovery of 56.3% in “Minas” cheese using
the negatively charged membranes method with Ozone-Safe solvent Vertrel XF® (Fluke,
Steinheim, Switzerland) in clarification step. For the Method 1 chloroform/butanol (1:1) was
used as clarifier to help in the elimination of fat/protein which are inhibiting substances in
nucleic acid detection (Baert et al. 2008b). When Stals et al. (2011) assess methods of NoV
recovery in the ready-to-eat samples using TRIzol® reagent, as clarifier, showing excellent
results in this study.

The use of Method 3 in the evaluation of commercially samples, it was possible to
detect NoV Gl and GlI in “Prato” cheese and "Minas" cheese, respectively, and also allowed
the detection of HAdV, in indicator of fecal contamination in “Prato” cheese samples (Table
3). The same method (the direct extraction by TRIzol®) was used when NoV GIlI was
detected in blue cheese samples in a foodborne gastroenterits outbreak on a cruise ship in
Brazil (Morillo et al., 2012). Furthermore HAdV has been detected in food handlers' hands on
some farms (Maunula et al., 2013) and suggested as potential source dairy products
contamination.

Concerning bacteriological results, the absence of Salmonella spp. in cheese concurs

with results of previous studies carried out in Brazil (Carvalho et al, 2007; Lima et al, 2008;



Cardoso et al., 2013). The presence of L. monocytogenes in five (5.5%) samples is similar to
reported by Carvalho et al. (2007), that detected L. monocytogenes in 3/93 (3.2%) samples of
“Minas” Frescal cheese in the State of Sdo Paulo, Brazil. “Minas” Frescal cheese has a low
pH (4.9-5.3), high water activity and moisture levels (55-58%) that could favor the survival
of L. monocytogenes (Silva et al, 2003). Since the analyzed cheese samples are considerate
ready-to-eat foods, the presence of L. monocytogenes represents a great risk, especially for
pregnant and immocompromised people. In 2008, a case of L. monocytogenes infection
occurred in a newborn whose birth occurred at the 7" moth of gestation; and the newborn’s
mother reported a fever and inertia after consuming gorgonzola cheese (Vasconcelos et al.,
2008).

Fecal coliforms were detected in 20 samples (66.7%) of “Minas” cheese, two samples
(6.7%) of “Prato” cheese and seven samples (23.3%) of “Prato” cheese sliced reflects
unsatisfactory hygienic condition and did not meet the Brazilian Standards (Anivsa, 2001)
(Table 4). Similar results to those were reported in other studies in Brazil (Araujo et al, 2002;
Carvalho et al, 2007; Cardoso et al, 2013). Adequacy of protection against post pasteurization
contamination is commonly evaluated by testing for coliform bacteria, which are destroyed by
proper pasteurization. Despite this, our findings suggested the possibility of fecal
contamination of pasteurized milk used for cheese production by an inefficient heat treatment
applied or unsanitary conditions during cheese manufacturing (Araujo et al, 2002; Cardoso et
al, 2013).

All samples presented CPS counts lower than the Brazilian Standards (Anivsa, 2001)
(Table 4). These results were different than the reported by Aradjo et al. (2002) that analyzed
45 samples of soft cheeses and detected CSP above 10%g in 8 (17.7%) samples.
Staphylococcal food poisoning is one of the most common food-borne diseases and results
from the ingestion of staphylococcal heat-stable enterotoxins preformed in food by
enterotoxigenic strains of Staphylococcus spp. that can cause nausea, vomiting and diarrhoea
when ingested (Hennekinne et al, 2010). Food poisoning due to enterotoxigenic strains of
Staphylococcus present in “Minas” cheese have already been reported in Brazil (Carmo et al,
2002).

In summary, the incidence of fecal coliforms and L. monocytogenes in the cheese
samples collated in the market indicate deficiencies in hygiene procedures applied during the
production lineand or/ failures in the storage process of these products., and indeed represents
a serious risk to consumer health, stressing the need for good manufacturing practices and

rigorous quality control systems in the dairy industry.
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6. Appendices

Table 1. Primers and probe sets used to detect murine norovirus (MNV-1), human

norovirus (NoV Gl and GII) and human adenovirus (HAdV) by gPCR.

Primers and Probes Sequence (5°-3") Reference
MNV-1 Baert et al.
(2008a)
Fw-ORF1/ORF2 CACGCC ACCGATCTGTTCTG
Rv-ORF1/ORF2 GCG CTG CGC CAT CACTC
MGB-ORF1/ORF2 6FAM-CGC TTT GGA ACA ATG-
MGBNFQ
NoV Gl Kageyamaet al.
(2003)
COG 1F (+) CGYTGGATGCGNTTYCATGA
COG 1R () CTTAGACGCCATCATCATTYAC
Ring 1(a)-TP FAM-
AGATYGCGATCYCCTGTCCA-TAMRA
Ring1(b)-TP FAM-
AGATCGCGGTCTCCTGTCCA-TAMRA
NoV GllI
COG 2F (+) CAR GAR BCN ATG TTY AGR
TGG ATG AG
COG 2R (-) TCG ACG CCATCTTCATTC ACA
Ring 2-TP FAM- TGG GAG GGC GAT CGC
AAT CT-TAMRA
HAdV Hernroth et al.
(2002)
AdF C(AT)T ACA TGC ACA TC(GT)
C(CG)G G
AdR C(AG)C GGG C(GA)A A(CT)T GCA
CCAG
AdP1 6FAM-CCG GGC TCA GGT ACT

CCG AGG CGT CCT-TAMRA




Table 2.Quantitatively and qualitatively analyzed of NoV GI1.4 and MNV-1 recovery.

Met Food Treatment NoV Gll.4 MNV-1
Mean (%)  Range(%) Mean (%) Range (%)
Method 1  “Minas”cheese Chloroform/butanol 0.2 0.01-0.10 1.0 0.4-4.5
“Minas”cheese 22.0 1.6-82.9 2.5 0.1-8.2
Recovery Method 2 Trizol
efficiency “Prato” cheese 25.1 2.1-77.0 5.56 1.0-15.0
“Minas”cheese 51.0 1.6-147.6 57.1 7.5-159.3
Method 3 . . Trizol
Prato” cheese 79.9 5.2-313.9 42.9 10.8-92.5
Method 1 “Minas”cheese Chloroform/ 04/24 (16.7) 09/24 (37.5)
butanol
“Minas”cheese 20/24 (83.3) 16/24 (66.7)
Recovery Method 2 Trizol
success rate “Prato” 24/24 (100.0) 24/24 (100.0)
“Minas”cheese _ 24/24 (100.0) 24/24 (100.0)
Method 3 Trizol
“Prato” cheese 24/24 (100.0) 24/24 (100.0)




Table 3. Assessment of viruses and bacterial pathogenes in cheese samples collected in the market.

Microorganisms or virus / N.° of positive samples (identification)[%]

Type of cheese sample Human  adenovirus Norovirus Salmonella L. monocytogenes
(HAdV) (NoV) spp.
“Minas” cheese (n=30) 0[0] 1 (MCX)[3.3] 0[0] 4 (MC17, MC22,
MC23, MC30)[13.3]
“Prato” cheese (n=30) 6 (PCX, PCX, PCX, 1 (PCX)[3.3] 0[0] 0 [0]
PCX, PCX, PCX) [20.0]
“Prato” cheese sliced 3 (PSX, PSX, PSX) 0[0] 0[0] 1 (PS21) [3.3]
(n=30) [10.0]
Total (n=90) 9 [10.0] 2[2.2] 0[0] 5 [5.6%)]
Total of samples that did No limit established No limit 01[0] 5 [5.6%]
not meet Brazilian Standard? by legislation established by
legislation

a-Limit established by the Brazilian legislation for Salmonella spp. and L. monocytogenes is absence in 25g.



Table 4. Enumeration of Fecal coliforms and coagulase-positive staphylococcus in cheese samples collected in the market.

Fecal coliforms Coagulase-positive staphylococcus
Ranges «“
“Prat “Prat “Prato “Prato
of counts  Minas” Total “Minas” To
0” cheese 0” cheese ” cheese ” cheese
(MPN?¥/g or  cheese ) (n=90) no. cheese (n=30) no. ) tal (n=90)
(n=30) no.  sliced (n=30) (n=30) no.  sliced (n=30)
CFU"/g) (n=30) (%) (%) no. (%)
(%) no. (%) (%) no. (%)
no. (%)
<10 8 22 11 41 30 28 88
30 (100.0)
(26.7) (73.3) (36.7) (45.6) (100.0) (93.3) (97.8)
10-499 2 12 20 2 2
6 (20) 0 (0) 0 (0)
(6.7) (40.0) (22.2) (6.7) (2.2)
500-999 0( 00) 2 2 00) 00) 00)
0) (6.7) (2.2) 0)
>1000 20 2 5 27
0(0) 0(0) 0(0)
(66.7) (6.7) (16.7) (30.0) 0)
Total of 20 2 7 29 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0
samples above  (66.7) (6.7) (23.3) (32.2) 0)
the limit®

a- fecal coliforms counts were reported as Colony Former Unity/g; b- Coagulase-positive staphylococcus were reported as Most Probable Number/g; c-Limit established by
the Brazilian legislation for fecal coliforms and Coagulase-positive staphylococcus is 5 x 10%/g for “Minas” cheese and 10%/g for “Prato” cheese.



