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Resumo

A seguranca alimentar esta relacionada com a presenca de perigos em géneros
alimenticios no momento do seu consumo. A entrada desses elementos perigosos que podem
constituir um risco quando ingeridos em conjunto com o alimento contaminado pode ocorrer em
qualquer etapa da cadeia de producgdo de alimentos, tornando-se essencial a sua conveniente
identificacdo. Os perigos bioldgicos de origem alimentar incluem microrganismos como fungos,
bactérias e virus.

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatérios que contém um genoma de RNA ou de
DNA associado a uma capa proteica protetora. Apenas se conseguem multiplicar no interior
das células vivas dos seus organismos hospedeiros apéds infecdo. A contaminacdo de
alimentos por virus pode ocorrer ao longo de toda a cadeia de producgéo, quer devido ao uso de
mas praticas de saneamento ou a intervencdo de manipuladores de alimentos infetados. Entre
os alimentos com maior risco de contaminacdo por virus entéricos estdo os moluscos bivalves,
devido a sua elevada capacidade de filtrar e concentrar os virus que podem estar presentes na
agua, os vegetais, legumes, frutos vermelhos e bagas cultivados em campos fertilizados com
residuos de origem animal ou irrigados com aguas contaminadas.

Nestes alimentos contaminados, os virus estdo geralmente presentes em baixas
concentracdes e as metodologias de dete¢do convencionais, tais como a propagagdo em
células animais, nem sempre permitem a sua detecdo. Para além do mais, nem sempre
existem métodos de rotina para a propagac¢ao de certos virus. A sua detecdo passa, portanto,
pela utilizacdo de técnicas moleculares apds as necessarias etapas de extracdo de particulas
virais da matriz em questao e subsequente extracao de acidos nucleicos virais.

A presente dissertacdo de mestrado teve como principal objetivo o desenvolvimento de
novos métodos e a adaptacdo e otimizacdo de métodos previamente descritos para a detecao
de virus em diferentes matrizes alimentares relevantes. Este trabalho permitiu definir métodos
especificos de detecdo de norovirus GI, norovirus Gll, virus da hepatite A, e adenovirus
humanos (HAdV) por RT-PCR e PCR em tempo real. Para os métodos desenvolvidos foi
determinado o limite de detecdo (LOD), a especificidade e a reprodutibilidade em diferentes
termocicladores. Este trabalho permitiu igualmente otimizar o processo de extracdo de &cidos
nucleicos virais apos a extragcdo de particulas virais de diferentes virus a partir das seguintes
matrizes alimentares selecionadas: moluscos bivalves, frutos vermelhos e dguas engarrafadas.
Os métodos desenvolvidos estdo prontos para serem usados numa empresa sob a forma de kit
ou servico.

Em paralelo, este trabalho permitiu igualmente o desenvolvimento de um método de
PCR digital que permite a detecdo e quantificagdo em simultaneo de 69 serétipos de HAdAV

descritos.



Abstract

Food safety is related to the presence of hazards in food at the time of consumption. The
entry of these dangerous elements that may pose a risk when taken in combination with the
contaminated food can occur at any stage of the food production chain, making it essential their
convenient identification. Biological hazards include foodborne microorganisms such as fungi,
viruses and bacteria.

Viruses are obligate intracellular parasites that contain an RNA or DNA genome
associated to protein.. They can only multiply within living cells after infection of their host
organisms. The food contamination by viruses may occur throughout the food chain either by
use of poor sanitation practices or by the intervention of infected food handlers. Among the
foodstuffs with higher risk of contamination by enteric viruses are bivalve molluscs, due to their
high ability to filter and concentrate viruses that may be present in the water, and vegetables
and berries cultivated in fertilized fields with waste of animal origin, or irrigated with
contaminated water.

In contaminated food, viruses are usually present in low concentrations and conventional
detection methodologies, such as propagation in animal cells, do not always allow their
detection. Furthermore, there are not routine methods for the propagation of certain viruses.
Therefore, their detection requires the use of molecular techniques after the necessary steps of
virus extraction and subsequent extraction of viral nucleic acids.

This master's thesis had as main objective the development of new methods and
adaptation and optimization of previously described methods, for virus detection in different
relevant food matrices. This work allowed defining specific methods for the detection of
norovirus Gl, norovirus Gll, hepatitis A virus and human adenoviruses (HAdV) by real-time RT-
PCR and PCR. For the developed methods, the limit of detection (LOD), the specificity, and the
reproducibility, were determined. This work also allowed the optimization of the process of
extraction of viral nucleic acids after their isolation from the following selected food matrices:
bivalve molluscs, berries and bottled water. The developed methods are ready to be marketed
as commercial kits or in form of a service.

This work also allowed the development of a digital PCR method that allows the detection

and the quantification of 69 HAdV serotypes.
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|. Introducao

1 Seguranca alimentar e virus

1.1 Seguranca alimentar

A seguranca alimentar € uma prioridade mundial. Enquanto seguranca alimentar
entendem-se as condicdes e praticas de producdo de alimentos, bem como o seu transporte e
armazenamento, que preservem a sua qualidade e evitam a sua contaminacédo, impedindo o
aparecimento de doencas de origem alimentar. Estas préticas sdo na sua maioria semelhantes
internacionalmente e permitem reduzir problemas de ordem sanitaria nas relacdes comerciais
de modo a que as populacdes possam atender de forma segura as suas necessidades
alimentares (Havelaar et al. 2004; Newell et al. 2010; Ercsey-Ravasz et al. 2012; Richards
2001). Diversas organizacdes, tais como a WHO (World Health Organization, ONU), FAO
(Food and Agriculture Organization, ONU), EFSA (European Food Safety Authority, UE), e FDA
(Food and Drug Administration, EUA), visam facilitar a prevencéo, dete¢éo e resposta a perigos
para a saude publica associados a alimentos, bem como garantir a confianga do consumidor
nas suas autoridades competentes e na seguran¢a do abastecimento alimentar (Newell et al.
2010; FAO & WHO 2010; Havelaar et al. 2004).

Nas Ultimas décadas, a qualidade e seguranca dos alimentos e da agua para consumo,
bem como as suas implicagBes na saude publica, tém adquirido uma importancia crescente
para as autoridades competentes (Mattison & Bidawid 2009; Havelaar et al. 2004). De facto, os
alimentos podem conter substancias consideradas indesejaveis e perigosas. Estas
substancias, estranhas a um determinado alimento, podem ser de natureza fisica, quimica ou
biolégica. Elas podem alterar a composicao e/ou caracteristicas originais dos alimentos e assim
acabar por afetar a saide do consumidor. Mesmo sem apresentar nenhuma alteracéo 6bvia, tal
como o aspeto visual, o sabor ou 0 aroma, um alimento pode ainda assim comprometer de
alguma forma o estado de saude do consumidor (Newell et al. 2010; Koopmans & Duizer
2004). Geralmente, as doencgas de origem alimentar causadas por microrganismos, como
parasitas, fungos, bactérias e virus, ttm uma natureza infeciosa ou toxica (Scallan et al. 2011).

Os alimentos podem ser contaminados por microrganismos em diferentes pontos da
cadeia alimentar, desde o seu ponto primario de producdo até ao momento final do seu
consumo (Ercsey-Ravasz et al. 2012). Se considerarmos a globalizacdo do comércio de
produtos alimentares, estes perigos podem acabar por afetar muitas pessoas ao mesmo tempo
(Taylor & Nat 2011). Outras causas que podem contribuir para problemas de seguranca
alimentar sdo a globalizacdo do comércio, a facilidade e o aumento do nimero de viagens
entre zonas remotas, as lacunas nas praticas de higiene em certas regides do globo, e a
apeténcia crescente das sociedades modernas para consumir produtos exéticos (Taylor & Nat
2011; Ercsey-Ravasz et al. 2012)



O aumento da densidade populacional tem um impacto sobre o ambiente, por exemplo
através da existéncia de descargas ndo controladas de aguas residuais, tornando-se um
desafio encontrar aguas limpas para utilizacdo nas praticas agricolas, na pecuaria e na
aquacultura (Richards 2001; Myrmel et al. 2004; Appleton 2000). Estas fontes ambientais de
contaminagdo podem conter uma mistura de agentes patogénicos, tanto humanos quanto
animais, o que demonstra o potencial de entrada de agentes patogénicos na cadeia alimentar e
a necessidade de conseguir controlar essas vias (Taylor & Nat 2011). Também se prevé que a
alteragdo climatica cause impacto na seguranca alimentar, devido as alteracbes de
temperaturas na producdo, armazenamento e distribuicao de alimentos (Richards 2001; Lee et
al. 2015).

A WHO calculou em 2010 que tenham existido cerca de 582 milh8es de casos de 22
tipos diferentes de doencas entéricas de origem alimentar e cerca de 351 000 mortes no
mundo devido as mesmas, tendo a Africa registado o nimero mais elevado, seguida pelo
Sudoeste Asiatico (WHO 2015; World Health Organization 2015). E de notar que cerca de 40%
destas pessoas séo crian¢as com idade inferior a 5 anos (World Health Organization 2015). Por
sua vez, o CDC (Centre for Disease Control, USA) estima que anualmente cerca de 1 em 6
americanos (ou seja 48 milhdes de pessoas) figuem doentes, 120 000 tenham que ser
hospitalizados e 3 000 morram devido a doencas causadas por alimentos (CDC 2014). As
doengas transmitidas por alimentos constituem, portanto, um problema de Saulde Pdublica
crescente e mundial.

Parte significativa de todas as doencas transmitidas por alimentos reportadas séo
causadas por Salmonella, virus, toxinas bacterianas, e Campylobacter, sendo os virus
considerados a segunda causa mais comum de surtos de origem alimentar (EFSA e ECDC
2015). Em 2012, estimava-se que 0s virus eram responsaveis por aproximadamente 14% de
todos os surtos de doengas transmitidas por alimentos comunicadas na Unido Europeia (EFSA
e ECDC 2014). A EFSA refere que este valor aumentou, em 2013, para 18% (EFSA e ECDC
2015).

Em 2015 os agentes de doencas entéricas responsaveis pela maioria das mortes foram
Salmonella typhi (52 000 mortes), Escherichia coli enteropatogénica (37 000 mortes) e
norovirus (NoV) (35 000 mortes) (WHO 2015), mostrando que os virus presentes em alimentos

continuam a representar um problema para a satde humana.
1.2 Virus presentes em alimentos

Atualmente, os virus descritos com capacidade de infetar os seres humanos estao
agrupados em 22 familias. Pelo menos 10 destas familias foram documentadas como sendo
responsaveis pela transmissdo de doencas de origem alimentar sendo que essas doencas
podem variar de diarreia leve a encefalite grave (EFSA 2011a). A maioria dessas infe¢des
transmitidas por virus em alimentos podem dever-se a méas praticas de higiene, quer por
contaminacdo das matérias-primas, quer por contaminacao pelos manipuladores de alimentos

durante a sua produgao. E o caso dos virus entéricos transmitidos através da via fecal-oral, que



estdo potencialmente presentes nos alimentos que tenham estado em contato com matéria
fecal ou em contacto com pessoas infetadas (Vasickova et al. 2005). Apés a ingestdo, estes
virus podem infetar o hospedeiro, invadir as células do revestimento epitelial do intestino, e
subsequentemente replicar nesse e/ou noutro local do organismo (EFSA 2011a; Scallan et al.
2011; Koopmans & Duizer 2004).

Entre os virus entéricos existem varios agentes causadores de gastroenterites, tais como
NoV, sapovirus, astrovirus, rotavirus e adenovirus (hAdV), e também os agentes causadores
das hepatites A e E, os virus da hepatite A (HAV) e hepatite E, respetivamente. Devido ao
grande numero de surtos de infecdes de origem alimentar associados a norovirus dos
genogrupos | (NoV GI) e Il (NoV Gll) e HAV, estes tém sido considerados os mais relevantes
do ponto de vista da seguranca alimentar (Koopmans & Duizer 2004; Taylor & Nat 2011).

Entre os alimentos com maior risco de contaminacdo por virus entéricos estéo: i) os
moluscos bivalves, devido a sua elevada capacidade de filtrar e concentrar os virus que podem
estar presentes na agua; ii) os vegetais e legumes e iii) os frutos vermelhos e bagas (Taylor &
Nat 2011; Myrmel et al. 2004; Richards 2001). Qualquer um deles pode apresentar um risco
elevado de contaminacao viral devido & possibilidade de ter estado em contacto com &agua
contaminada com matéria fecal (Myrmel et al. 2004). Uma vez que estes alimentos sdo
normalmente consumidos crus ou levemente cozidos, o risco de infecdo acaba por ndo ser
diminuido pelo processamento do alimento (Richards 2001).

Em 2008, na Europa, os crusticeos, os moluscos e seus derivados foram implicados em
surtos de doengas associadas a virus transmitidos por alimentos (NoV e HAV) (EFSA 2011a).
Em 2013, um dos maiores problemas foram os surtos causados pelo HAV presente em
morangos e bagas, que afetaram 315 individuos em 11 paises europeus (European
Commission. 2013; EFSA Panel on Biological Hazards 2014). No entanto, pensa-se que a
maioria das viroses transmitidas por alimentos ndo seja reportada ou seja sub-diagnosticada.
Isto deve-se ao facto de muitos individuos afetados ndo procurarem ajuda médica quando
apresentam sintomas que podem estar associados a certas doengas virais de origem
alimentar, como por exemplo gastroenterites. Também pode ser justificado porque esses
individuos, ap6s entrada no hospital, ndo sdo submetidos a andlises de diagndstico, ou entdo
devido aos hospitais ndo reportarem 0s casos identificados e tratados (EFSA 201la; EFSA e
ECDC 2015).

1.3 Processo de contaminacgao de alimentos por virus

Conforme referido anteriormente, a presenca de virus em alimentos pode dever-se a
existéncia de uma contaminagéo inicial da matéria-prima, ou a uma contaminacéo durante o
processo de produgdo. Compreender estas fontes de infecdo potenciais e diferentes é
importante porque a ecologia da doenca é diferente para cada uma das origens de

contaminacdo (Koopmans & Duizer 2004; Koopmans et al. 2002).



1.3.1 Contaminacéo na fonte

A contaminacao de alimentos na fonte ocorre quando o alimento € contaminado durante
a sua producdo primaria, como tem sido observado em certos produtos frescos, tais como
bagas, ou moluscos bivalves (Le Guyader et al. 2006; van den Berg et al. 2005). A natureza da
contaminacdo pode variar muito dependendo do local de producdo e da possibilidade de
contaminagdo por aguas residuais, sendo nesses casos 0s NoV e o HAV considerados como
preocupac0es prioritarias (FAO/WHO 2008).

Nas aguas residuais, que podem contaminar a agua usada para a rega, podem estar
presentes multiplos agentes patogénicos. O consumo de alimentos regados com essas aguas
contaminadas pode levar a uma infecdo com mais de um tipo de virus em simultaneo. Esta
exposi¢do simultdnea a misturas de virus pode levar a um aumento da probabilidade de
recombinacdo e/ou rearranjo dos genomas virais quando o consumidor é infetado apos
consumir alimentos contaminados por diversos virus (Le Guyader et al. 2006; Koopmans &
Duizer 2004; Dong et al. 2008).

Este modo de transmissdo envolve tipicamente os virus humanos mais comuns que
estdo presentes em abundancia nas &aguas residuais, uma vez que alguns métodos
frequentemente usados para o tratamento de aguas residuais podem néo ser suficientes para
remover ou inativar de forma eficaz esses virus (FAO/WHO 2008; Myrmel et al. 2004; Wolf et
al. 2010; Iwai et al. 2009; van den Berg et al. 2005).

1.3.2 Contaminacao no processamento

A contaminacdo associada ao processamento manual de alimentos resulta do contacto
entre um alimento e um manipulador infetado com o virus. Os virus podem ser facilmente
transmitidos pela pele humana (e.g. maos) ou por aerossoéis diretamente para alimentos ou
indiretamente para superficies que servem como uma fonte secundaria de contaminacéo se
entrarem em contacto com alimentos (FAO/WHO 2008). O impacto potencial destas
ocorréncias de contaminacdo depende do tipo de produto e da sua preparacao (EFSA 2011a).
Todos os alimentos que sdo manipulados manualmente e ndo sdo posteriormente submetidos
a um tratamento eficaz (e.g. temperatura, pressao, radiagdo) antes do seu consumo tém um
potencial de risco. Certos tratamentos, como por exemplo o congelamento, ndo sdo suficientes
para inativar alguns agentes patogénicos virais (FAO/WHO 2008; EFSA 2011a).

Existem inimeros relatos de surtos virais associados ao processamento manual de
alimentos (Koopmans & Duizer 2004; EFSA 2011a; Greig et al. 2007). A principal preocupacgéo
em casos de contaminacgdo no processamento sdo os NoV que s@o a causa mais comum de
gastroenterite em todos 0s grupos etarios, mas surtos com VAarios outros virus entéricos séo
possiveis, tais como com os HAV (FAO/WHO 2008; EFSA 201la). Estes eventos de
contaminagdo ndo estdo no entanto limitados a individuos sintomaticos (FAO/WHO 2008;
Okabayashi et al. 2008).



2 Norovirus, virus da hepatite A e adenovirus humanos

Os virus sédo parasitas intracelulares obrigatérios que contém um genoma de RNA ou de
DNA associado a proteina, por vezes constituindo uma capa protetora. Tém dimensfes muito
reduzidas com diametros médios que variam entre 0,25 e 0,40 um, 0os maiores podendo ter
cerca de 0,50 um de diametro e 0,7 — 1 um de comprimento (Robert & Wagner 2016;
Koopmans & Duizer 2004). Como ja foi referido anteriormente, é possivel ocorrer transmissao
de virus em alimentos devido a mas praticas de saneamento, quer seja por manipuladores de
alimentos infetados ou durante a producédo de alimentos (EFSA e ECDC 2014; EFSA e ECDC
2015). Alimentos contaminados por virus podem levar a infecdo do hospedeiro apos a
ingestdo, invasdo das células do revestimento epitelial do intestino, e replicacdo subsequente
no mesmo local ou noutro local no corpo (EFSA 2011a).

Como foi ja mencionado, um ndmero crescente de surtos de gastroenterites tem vindo a
ser atribuido a diferentes tipos de virus, sendo considerados a segunda causa mais comum de
surtos de origem alimentar. Entre esses virus associados a transmissdo de doengas por
alimentos destacam-se os NoV, o HAV e os adenovirus humanos (HAdV) (Koopmans et al.
2002; Bosch, Bidawid, et al. 2011; EFSA e ECDC 2015).

2.1 Norovirus Gl e GlI

Os NoV, membros da familia Caliciviridae, sdo virus sem invélucro, com uma céapside
icosaédrica de 27 — 40 nm de didmetro e contendo um genoma de RNA de cadeia simples, de
sentido positivo, de aproximadamente 7 Kb (Food 2009). Os NoV podem ser classificados em
cinco genogrupos principais, sendo os membros pertencentes aos genogrupos I, Il e IV
capazes de infetar humanos. No genogrupo Il também podem ser encontrados virus com a
capacidade de infetar porcos e no genogrupo |l virus que infetam gado (Jothikumar, Lowther,
et al. 2005; Taylor & Nat 2011).

Os NoV podem ser transmitidos através do contato pessoa-a-pessoa ou por aerossois
formados durante e apés o vémito. O consumo de alimentos, como mariscos crus, frutos,
saladas e vegetais crus, ou agua, diretamente contaminados por matéria fecal ou excrecdes
gastricas sdo também fonte de infe¢do (Vasickova et al. 2005). A facilidade de propagacédo de
NoV é devido principalmente a sua baixa dose infeciosa, sendo 10 a 100 particulas virais
suficientes para causar uma infe¢do, a sua resisténcia elevada a desinfetantes, e a sua
estabilidade e persisténcia no ambiente (Taylor & Nat 2011; Greig et al. 2007; Todd et al.
2008). Esta estabilidade e persisténcia longa dos NoV em superficies contaminadas utilizadas
em &reas de preparacdo de alimentos também pode ser uma contribuicdo substancial para a
transmissdo destes virus. Além disso, os NoV sdo resistentes a muitos dos métodos de
conservacgdo usados na industria alimentar e podem ser resistentes a refrigeracao, congelagéo,
acidificacdo e embalamento em atmosfera protetora modificada (Baert et al. 2011; EFSA
2011a).



Os sintomas das infe¢cdes causadas por NoV geralmente apresentam-se na forma de
vomito agudo, diarreia aquosa ndo sanguinolenta com coélicas abdominais, e nauseas, 0 que
pode tornar esta doenca muito debilitante. Para além destes sintomas podem igualmente
ocorrer dores de cabeca, febre baixa, e dores musculares (EFSA 201l1a). Os sintomas
geralmente persistem por 12 a 72 horas, com um periodo médio de 24 a 48 horas (EFSA
2011a; Bresee et al. 2002). No entanto, para pacientes hospitalizados, pessoas
imunodeprimidas, e pessoas idosas, 0s sintomas levam mais tempo a desaparecer, entre 72 e
96 horas, podendo os sintomas ndo especificos, tais como dor de cabega, sede, e vertigem,
persistir até 19 dias (Bresee et al. 2002; Food 2009; EFSA 2011a). A recuperacéo € geralmente
completa e sem efeitos a longo prazo (FAO/WHO 2008; Food 2009). Estudos sugerem que
algumas pessoas infetadas com NoV nao exibem nem sintomas nem doenca gastrointestinal
associados, mas ainda assim excretam elevados niveis de virus nas fezes (Green et al. 2010;
EFSA 2011a).

Para a maioria das pessoas, o tratamento da infe¢cdo por NoV é favoravel e consiste,
para além de descanso, na reidratacdo oral e, se necessario, na substituicdo intravenosa de
eletrdlitos (Bresee et al. 2002). Atualmente ndo h& medicagédo antiviral nem vacinas disponiveis

para tratar e evitar estas infe¢cbes por NoV (CDC 2013).
2.2 Virus da hepatite A

O HAV, familia Picornaviridae, género Hepatovirus, tem um genoma composto por uma
cadeia simples de RNA de sentido positivo, de aproximadamente 7,5 Kb (WHO 2005; Konduru
& Kaplan 2006). O HAV é um virus sem invélucro viral, hidrofébico, com 27 a 32 nm de
didmetro, e com simetria icosaédrica com 20 lados (WHO 2000; Konduru & Kaplan 2006).

Estdo descritos seis genoétipos de HAV (I-VI) que derivam da andlise da sequéncia do
seu genoma. Nos genotipos |, 1l, e Ill estdo representadas estirpes associadas a infecdes em
humanos, estando a maioria dessas estirpes agrupadas nos gendtipos | e Ill. Nos genétipos 1V,
V, e VI podemos encontrar a maioria das estirpes responsaveis pela infecdo de primatas nao-
humanos (Taylor & Nat 2011; Sanchez et al. 2007).

O HAV é transmitido por via fecal-oral, através do contacto pessoa-a-pessoa ou por
transmissdo pela agua em locais onde existe falta de condi¢cdes de saneamento (Food 2009).
Nos paises industrializados a transmissdo pessoa-a-pessoa é rara e surtos de HAV estédo
associados a propagacdo através de alimentos contaminados. Os surtos tém sido
frequentemente associados ao consumo de marisco, quer cru quer inadequadamente
preparado, cultivado em &aguas contaminadas (Taylor & Nat 2011; Todd et al. 2008; Food
2009).

Presume-se que a dose infeciosa do HAV seja baixa, 10 a 100 particulas virais, embora
a dose exata seja desconhecida (Food 2009). A infecdo pelo HAV pode ser assintomatica ou
sintomética. As infe¢cdes sdo geralmente assintométicas em criangcas menores de 6 anos de
idade e sintomatica em criancas e adultos mais velhos (EFSA 2011a; WHO 2000). Os sintomas

associados a infecdo por HAV incluem febre, anorexia, nduseas, vémitos, diarreia, mialgia,



hepatite e, muitas vezes, ictericia, sendo que esta ocorre geralmente 5 a 7 dias apds o inicio
dos sintomas (WHO 2000). Em pacientes sintomaticos, a fase de incubacéo é de cerca de 30
dias, podendo variar de 15 a 50 dias. As particulas virais sdo excretadas em altas densidades
nas fezes de doentes sintomaticos e assintomaticos, podendo estas continuar a ser excretadas
em niveis elevados até 36 dias pods-infecdo (Todd et al. 2008; WHO 2000). A recuperacgdo é
geralmente completa ap6s uma ou duas semanas, embora possa durar até 2 meses em

algumas pessoas.

2.3 Adenovirus humanos

Na familia Adenoviridae, os HAdV pertencem ao género Mastadenovirus que contém 7
espécies: HAdV-A a HAdV-G (Buckwalter et al. 2012). Os HAdV sao virus de tamanho médio
(65-80 nm), sem invélucro, de simetria icosaédrica, com genoma de DNA de cadeia dupla. Mais
de 50 tipos de adenovirus imunologicamente distintos podem provocar infecdes em humanos
(Ghebremedhin 2013).

Os HAdV séo transmitidos por via fecal-oral, através do contacto pessoa-a-pessoa, da
ingestdo de 4gua e alimentos contaminados ou que estiveram em contacto com superficies
contaminadas (EFSA 2011b). Os HAdV também podem igualmente ser transmitidos através de
aguas de recreio, como a agua de piscinas, embora seja uma forma menos comum (WHO
2005).

Os HAdV podem causar uma variedade de doencgas clinicas, que incluem conjuntivite,
gastroenterite, hepatite, miocardite e pneumonia. A maioria destes ocorre em criangcas com
idade inferior a 5 anos e geralmente estas doencas desaparecem espontaneamente sem
tratamento especifico (Pehler-Harrington et al. 2004). Idosos e criangas com um sistema
imunoldgico mais vulneravel, podem ser portadores assintomaticos de infe¢cdes por HAdV e
assim transmitir o virus durante meses por meio das diversas formas de transmissdo (CDC
2015).

Das sete espécies de HAdV referidas, a espécie A estd associada a doengas gerais do
trato gastrointestinal, enquanto as espécies B e C sdo associadas de forma mais comuns a
doencgas do trato respiratério. Por seu lado a espécie D provoca principalmente conjuntivite e a
espécie E estd frequentemente associada a conjuntivites bem como outras infe¢es oculares e
respiratérias. Por fim, as espécies F e G sdo descritas como agentes causadores de
gastroenterite (Buckwalter et al. 2012; Stroparo et al. 2010; Ghebremedhin 2013).

Os HAdV com os serotipos 40 e 41, pertencentes a espécie F, sdo os principais
responsaveis por gastroenterites virais agudas em criancas (Wrigley 2007). Estes serétipos sdo
particularmente dificeis de isolar uma vez que crescem lentamente em cultura celular. A técnica
de PCR em tempo real tem oferecido uma alternativa rapida e sensivel aos métodos de

detecao classicos (Buckwalter et al. 2012; Jothikumar, Cromeans, et al. 2005).



3 Detecéo de virus em alimentos

Existem inUmeros desafios para o desenvolvimento e selecdo de métodos para detetar
virus entéricos em alimentos e amostras ambientais. Os virus presentes em alimentos, cuja
dose infeciosa pode ser reduzida, requerem métodos tanto sensiveis como especificos. A
detecdo de virus tem sido realizada por propagacdo em cultura de células e por detecdo dos
genomas virais alvo por técnicas de biologia molecular, sendo a cultura de células considerada
0 gold standard (Mattison & Bidawid 2009).

3.1 Método classico

Uma vez que o0s virus recorrem a maquinaria das células hospedeiras para se
replicarem, a cultura celular tem sido o método classico usado para a sua dete¢cdo uma vez que
permite 0 aumento do numero inicial de particulas virais facilitando assim a identificacdo da sua
presenca. A cultura celular baseia-se na propagac@o de células animais ou vegetais num
ambiente artificial favoravel. Essas células podem ser diretamente removidas do tecido de
interesse, sendo desagregadas por meios enziméticos ou mecanicos antes da sua propagacao,
ou entéo cultivadas a partir de uma linha celular pré-estabelecida (Kayser et al. 2005; Tortora et
al. 2012). A infecdo de culturas celulares por virus pode ser monitorizada por microscopia 6tica,
coloragd@o imunolégica com um painel de anticorpos, ou por biologia molecular selecionando o
alvo apropriado (Mattison & Bidawid 2009).

Apesar da cultura celular ser um método que permite a multiplicagdo e subsequente
detecdo de virus, existem determinados virus que ndo s&o cultiviveis com sucesso por esta
técnica (Duizer et al. 2004; Straub et al. 2007; Tanaka et al. 2007). Como tal, estes métodos de
cultura celular ndo podem ser utilizados nestes casos especificos em que ndo ha infecdo e/ou

amplificacéo das particulas virais.
3.2 Meétodos com base em biologia molecular

Os virus que contaminam alimentos estdo presentes em baixos niveis nesses alimentos
contaminados e grande parte desses virus ndo é facilmente detetavel por métodos de
propagacdo em células animais. Para além do mais, ndo existem métodos de rotina para a
cultura de alguns desses virus. Os métodos com base em biologia molecular apresentam uma
alternativa que pode e muitas vezes tem de ser usada para detetar acidos nucleicos virais
presentes nessas amostras (Mattison & Bidawid 2009; Nugen & Baeumner 2008; Lépez-
Campos et al. 2012).

A utilizacdo de métodos de biologia molecular, baseados em PCR e PCR associado a
transcricdo reversa (reverse transcriptase PCR ou RT-PCR), permite ultrapassar algumas das
limitagdes dos métodos classicos, para o caso de virus de DNA e de RNA, respetivamente. Nas
Gltimas décadas, estes ensaios permitiram revolucionar a detecdo de acidos nucleicos pela

rapidez, sensibilidade e reprodutibilidade do método. Estes métodos sdo largamente utilizados



no campo da virologia em alimentos e estdo em permanente evolucdo (Koopmans & Duizer
2004; Vasickova et al. 2005; Lépez-Campos et al. 2012).

E essencial que a especificidade, a gama de virus detetaveis, e a sensibilidade dos
ensaios por PCR e RT-PCR sejam demonstradas. Todos estes pontos estéo relacionados e
dependem principalmente das sequéncias alvo de oligonucleétidos iniciadores (primers) e
sondas. Os alvos selecionados devem garantir que o objetivo da detecdo pretendida seja
cumprido, tais como obter a maior especificidade possivel, e atingir o equilibrio entre elevada
sensibilidade, eficiéncia da reacéo, e fiabilidade dos resultados (FAO/WHO 2008).

Embora as técnicas de biologia molecular permitam ultrapassar as limitacdes da cultura
celular, existem ainda assim diversas limitacdes nestas técnicas (L6pez-Campos et al. 2012).
Os obstaculos que podem influenciar essa detecdo de virus em alimentos incluem a baixa
eficiéncia dos procedimentos de extracdo e de concentracdo de acidos nucleicos e a presenca
de inibidores das rea¢6es moleculares nas amostras (FAO/WHO 2008).

O RT-PCR e PCR em tempo real recorrendo a sondas de hidrélise permite fazer em
simultaneo a amplificagdo e a detecdo ou até mesmo a quantificagdo do produto, reduzindo ou
até mesmo eliminando a necessidade da posterior manipulacdo dos produtos amplificados
(Dung et al. 2013; Life Technologies 2012). Contrariamente, a maioria dos ensaios de RT-PCR
e PCR convencionais sdo qualitativos e a quantidade inicial de DNA apenas pode ser estimada
semi-quantitativamente com base no resultado da corrida electroforética associada a um
marcador quantitativo (Mattison & Bidawid 2009). Os resultados de RT-PCR e PCR em tempo
real podem ser obtidos em tempo reduzido, o que torna estas técnicas consideravelmente mais
rapidas que as suas versdes convencionais. O RT-PCR e PCR em tempo real, para além da
rapidez, ttm aumentado consideravelmente a sensibilidade dos métodos de detecdo baseados
em amplificagdes convencionais (Bosch, Sanchez, et al. 2011; Buckwalter et al. 2012; Life
Technologies 2012).

Relativamente ao RT-PCR em tempo real podem seguir-se duas abordagens diferentes.
A primeira inclui o passo de sintese de cDNA e de amplificacdo no mesmo tubo (one-step RT-
PCR). A segunda envolve a sintese de cDNA independente do passo de amplificacdo (two-step
RT-PCR) (Wacker & Godard 2005; Life Technologies 2012). Existem vantagens e
desvantagens para ambas as abordagens que devem ser consideradas antes de se escolher a
melhor. O one-step RT-PCR é mais simples e facil uma vez que envolve menos pipetagens e
passos de manuseamento o que pode reduzir a possibilidade de contaminagfes, mas nao
fornece a flexibilidade e controlo que é possivel com o two-step RT-PCR (Wacker & Godard
2005; Life Technologies 2012).

Para facilitar a aplicacdo de métodos que permitam a detecdo de organismos
patogénicos existem organizacbes que desenvolvem normas com requisitos, especificacdes,
guias e caracteristicas cujo objetivo é garantir que determinado método é adequado a sua
finalidade. A 1SO (International Organization for Standardization) é a maior dessas
organizacbes no mundo, com 164 membros, desenvolvendo normas internacionais que

uniformizam certos métodos de andlises, permitindo desta forma a implementagcao dos mesmos



e a comparacéao de resultados analiticos entre continentes. As normalizacdes e padronizacdes
resultantes da implementacéo destas normas contribuem para facilitar o comércio internacional
uma vez que hoje mais do que nunca, os produtos alimentares cruzam regularmente as
fronteiras das nacdes em todas as fases da cadeia de abastecimento, desde a exploracéo
agricola até ao momento do consumo de alimentos e aguas.

O Unico método normalizado disponivel para a detecdo de virus em alimentos encontra-
se descrito na norma ISO/TS 15216-2:2013 que se destina a detecdo de NoV e HAV em
alimentos como marisco, frutos vermelhos, produtos frescos e aguas engarrafadas (EFSA
Panel on Biological Hazards 2014; ISO 2013b). Esta norma fornece informacdes sobre como
extrair os virus a partir das diferentes matrizes alimentares, como extrair os acidos nucleicos a
partir dos virus extraidos, e quais os métodos a usar para detetar as sequéncias alvo nos
acidos nucleicos extraidos. Apos a extracdo de particulas virais a partir da amostra a ser
analisada, os &cidos nucleicos virais sédo extraidos por lise com agentes caotrdpicos e
subsequente adsor¢do a particulas de silica. As sequéncias alvo no RNA ou no DNA viral séo
amplificadas e detetadas por RT-PCR ou PCR em tempo real (ISO 2013b). Esta abordagem é
também aplicada para a dete¢do de outros virus humanos presentes em alimentos, nas suas
superficies, ou outras superficies seguindo a validacdo adequada bem como o uso de

conjuntos de primers e sondas dirigidos a alvos especificos.

4 Implementacdo de métodos de detecdo de virus em alimentos numa

empresa

Embora doencas de origem alimentar associadas a virus sejam um problema
significativo, os alimentos raramente séo consistentemente testados para contaminacao viral,
sendo estes testes geralmente limitados aos moluscos bivalves (EFSA 2011a; FAO/WHO
2008). Frequentemente existem suspeitas de um surto ser de origem viral, mas devido a falta
de métodos que nos permitam detetar todos os virus de origem alimentar que possam estar
presentes numa amostra, essa suposicdo raramente pode ser confirmada experimentalmente.
Torna-se, portanto, essencial a implementacdo de técnicas de rotina para detetar a presenca
de virus em alimentos (Koopmans & Duizer 2004).

Do ponto de vista de uma empresa que queira apresentar solu¢des de biologia molecular
na area agroalimentar é fundamental o desenvolvimento de métodos que permitam a detecao
destes virus em amostras alimentares de forma rapida e segura. Estes métodos de detecao
podem existir sob a forma de de kit, para que os clientes possam realizar a dete¢éo nas suas
empresas/industrias, ou sob a forma de servico, em que os clientes enviam a amostra a

analisar para um laboratério e recebem os resultados da analise (L6pez-Campos et al. 2012).
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II.  Enquadramento e objetivos do trabalho

Os virus sdo microrganismos de dimensdes reduzidas, geralmente da ordem de
grandeza de um centésimo do tamanho da maioria das bactérias, compostos por um genoma
de DNA ou RNA geralmente envolvido por proteinas. Ao contrario das bactérias, os virus
apenas se conseguem multiplicar no interior das células vivas dos seus organismos
hospedeiros. Muitos virus apresentam uma resisténcia elevada a condigbes ambientais tais
como a temperatura, tanto o calor como o frio, a atividade de agua reduzida e a radiacdo
ultravioleta, podendo, portanto, sobreviver por longos periodos de tempo no meio ambiente, tal
como em alimentos.

Para além dos riscos quimicos, fisicos e nutricionais, os riscos bioldgicos de origem
alimentar, onde os virus se incluem, tém sido um desafio permanente na alimentacdo humana.
Considerada a segunda causa mais comum de surtos de doencas de origem alimentar, a
presenca de certos virus em alimentos representa um problema crescente para a saude
publica mundial uma vez que estes virus podem provocar humerosas doengas, entre as quais
gastroenterites e hepatites. Torna-se por isso essencial desenvolver métodos fiaveis que
permitam identificar a sua presenca em alimentos e aguas.

O desenvolvimento e a selecdo de métodos de diagnostico, rapidos, fiaveis,
tecnologicamente avangados, e que permitam detetar microrganismos reconhecidamente
patogénicos ou considerados patogénicos emergentes, como € o caso dos virus em alimentos
e aguas, é um processo complexo. Para tal, muitas consideracfes devem ser tidas em conta,
tais como o método selecionado, a sua origem, robustez e precisdo, bem como a sua
validacdo. E necessario seguir as melhores praticas nos laboratérios de analises de alimentos
para garantir uma segurancga alimentar eficaz. Os principais fatores que levam a selecdo de um
método de dete¢do dependem de uma combinacdo da sua sensibilidade/especificidade,
repetibilidade, eficiéncia da reacéo, e fiabilidade dos resultados, bem como do seu custo.

O desenvolvimento de novos servigos e produtos revela-se essencial na estratégia de
crescimento e desenvolvimento de uma empresa que analisa alimentos. Desta forma a
presente dissertacdo de mestrado tem como principal objetivo de trabalho o desenvolvimento
de métodos de detecéo de virus em diferentes matrizes alimentares. Para tal, consideram-se
0s seguintes objetivos:

1. Identificacéo, selecéo e recolha de amostras de matrizes alimentares relevantes para o
estudo: bagas e frutos vermelhos, bivalves e aguas de distribuicdo de diferentes locais;

2. Extracdo de particulas virais de diferentes virus, NoV Gl e Gll, HAV e HAdV, das
matrizes alimentares selecionadas;

3. Otimizagéo da extracdo de acidos nucleicos virais dos diferentes virus extraidos a partir

das matrizes alimentares selecionadas;

4. Otimizacdo dos métodos de detegcdo de &cidos nucleicos de NoV Gl e Gll, HAV e
HAdV por PCR /RT-PCR em tempo real e quantificacdo de HAdV por PCR digital
(dPCR).
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[1l. Materiais e Métodos

Parte do trabalho desenvolvido e aqui descrito tem elementos confidenciais. Sempre que
se mostre necessario os contetdos considerados confidenciais serdo remetidos para os

anexos, sendo o anexo correspondente indicado ao longo do texto.
1 Material de referéncia e amostras reais

1.1 Material de referéncia

O material viral de referéncia selecionado foi adquirido ao National Institute for Biological
Standards and Control no Reino Unido (www.nibsc.org). As estirpes de referéncia adquiridas
para representar os NoVs, HAV e HAdV foram as seguintes:

e NoV GI: Human Norovirus Gl Working Reagent for Nucleic Acid Amplification
Testing (NIBSC #08/318-005)

e NoV Gll: Norovirus Gll for Nucleic Acid Amplification Techniques (NIBSC #07/294-
005)

e HAV: Hepatitis A Virus for Nucleic Acid Amplification Techniques (NIBSC #00/562)

e HAdV C, serétipo 2 (HAdVC2): Human Adenovirus serotype 2 for Nucleic Acid
Amplification Techniques (NIBSC #08/114-004)

Foi igualmente adquirido RNA viral sintético quantificado de norovirus ao repositorio de
colegBes de culturas ATCC — American Type Culture Collection (www.atcc.org) e ao CEERAM
(www.ceeram.com) para servir como controlo positivo das reacdes de detecdo por RT-PCR em
tempo real.

NoV Gl:

e Synthetic Norovirus G1 (I) RNA (ATCC® VR-3199SD ™)

¢ Norovirus Gl Quantification Standard (CEERAM #KQNVGI)
NoV Gll:

e Synthetic Norovirus G2 (Il) RNA (ATCC® VR-3200SD™)

e Norovirus Gll Quantification Standard (CEERAM #KQNVGiII)

Para servir como controlo positivo das reacdes de detecdo de HAdV por PCR em tempo
real e dPCR foi igualmente adquirido DNA viral quantificado de adenovirus a empresa Vircell:

e HAdV C, ser6tipo 1 (HAdVC1l): AMPLIRUN® ADENOVIRUS DNA CONTROL
(Vircell #£MBCO001)

o HAdV F, serotipo 41 (HAdVF41): AMPLIRUN® ADENOVIRUS 41 DNA CONTROL
(Vircell #MBC114)

Para servir como controlo positivo das reacdes de detecdo por dPCR, DNA viral
guantificado de HAdV foi gentilmente cedido pela Unidade de Servicos Analiticos do iBET
(Oeiras, Portugal):

¢ HAdV C, serétipo 5 (HAdVC5) quantificado por PCR em tempo real
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Para servir como controlo da eficiéncia do conjunto dos passos de extracédo de particulas
virais de virus e extragao de acidos nucleicos virais foi adquirido um kit de controlo de processo
ao CEERAM:

e Virus Mengo: Mengo Extraction Control (CEERAM #KMG)

1.2 Amostras alimentares

Para testar os métodos de detecdo de virus foram selecionadas e analisadas as
seguintes matrizes alimentares adquiridas numa superficie comercial:
e Framboesas e mirtilos, na categoria de frutos vermelhos e bagas;
¢ Mexilhdo, na categoria de bivalves;

e Agua engarrafada, na categoria de aguas para consumo.
2 Detecéo de virus em amostras alimentares

Para proceder a extracdo de particulas virais de diferentes amostras, a extracdo de
acidos nucleicos (RNA e DNA) a partir dos virus isolados e a detecdo de sequéncias alvo nos
genomas virais foi selecionado como protocolo base o conjunto das especificagbes técnicas
publicadas pela I1ISO. As normas ISO/TS 15216-1:2013 (ISO 2013a) e ISO/TS 15216-2:2013
(ISO 2013b) abordam, respetivamente, o método de quantificacdo e o método de detecado
qualitativa de NoV e HAV em alimentos, usando RT-PCR em tempo real. Estas normas
fornecem informacdes relativamente aos reagentes, materiais e equipamentos a usar, bem
como aos procedimentos a seguir em cada um dos passos: extracdo de particulas virais dos
virus, extracdo de RNA e amplificacdo. Alguns detalhes foram adaptados e modificados de
modo a serem obtidos os melhores resultados. Para a dete¢cdo de HAdV a metodologia
aplicada teve como base o método de detegdo qualitativa descrito na norma ISO/TS 15216-
2:2013 (ISO 2013b) para a parte de extracdo de particulas virais e extracdo de &cidos
nucleicos, recorrendo as necessarias adaptacdes descritas em outros métodos (Buckwalter et
al. 2012) para a parte da detecao das sequéncias alvo, uma vez que os virus de DNA nao

fazem parte desta norma.
2.1 Virus de controlo de processo: virus Mengo

De modo a poder controlar a eficiéncia de extracdo de particulas virais e extracdo de
acidos nucleicos virais foi utilizado um kit de controlo de processo (Mengo Extraction Control —
#KMG, CEERAM). O kit foi usado conforme as instru¢Bes fornecidas pelo fabricante.
Resumidamente, uma quantidade conhecida de virus Mengo é adicionada a cada amostra
antes de qualquer tipo de processamento. Apdés o completo processamento da amostra,
determina-se a quantidade de virus Mengo recuperado, compara-se com uma quantidade
idéntica de virus Mengo que nao foi submetido a nenhum processamento, definindo assim a

eficiéncia de recuperacao da totalidade do processo. A utilizacdo deste controlo permite avaliar
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em simultaneo a presenca de inibidores na reacdo de amplificacdo recorrendo a analise em

paralelo de amostras de acidos nucleicos puros e decimalmente diluidos.
2.2 Extracao de particulas virais de virus

Todo o trabalho referente ao extracdo de particulas virais foi desenvolvido segundo as
indicacdes da norma ISO/TS 15216-2:2013 (ISO 2013b) que descreve métodos de extracdo de
particulas virais para as seguintes matrizes alimentares: superficies de alimentos, vegetais
para saladas, frutos vermelhos e bagas, aguas engarrafadas, e moluscos bivalves. As matrizes
alimentares contempladas nessa norma ndo requerem a validacdo prévia dos métodos a usar
para a extracdo de particulas virais. Os protocolos referentes & extracdo de particulas virais a
partir de cada tipo de matriz e as adaptagfes necessarias aos mesmos encontram-se descritos
na sua totalidade no Anexo la.

As matrizes alimentares selecionadas foram artificialmente contaminadas com a
totalidade dos 4 virus em estudo, NoV GI, NoV GlI, HAV e HAdV, juntamente com o virus de
controlo de processo, o virus Mengo. Os virus foram isolados de cada uma dessas amostras,
independentemente, em triplicado.

2.3 Extragdo de acidos nucleicos virais

Apés a extracdo de particulas virais especifico das particulas virais para cada tipo de
matriz alimentar, segue-se 0 processo de extracdo de acidos nucleicos que é comum a todas
as matrizes.

De modo a poder selecionar o melhor kit de extracdo de acidos nucleicos virais que
levaria a obtencdo dos melhores resultados (maior quantidade de acidos nucleicos em
simultdneo com o mais elevado grau de pureza possivel), foram testados no total cinco kits. As
marcas e modelos destes kits encontram-se descritos no Anexo Ib (ver || .

Para testar os diferentes kits foram utilizadas as amostras de referéncia de cada um dos
virus em estudo. Os protocolos de cada kit de extracdo de &cidos nucleicos virais foram
executados seguindo as instrugfes fornecidas pelos fabricantes. A quantificacdo dos acidos
nucleicos extraidos e avaliacdo da sua qualidade para cada um dos métodos de extracédo
testados foi realizada espectrofotometricamente recorrendo ao espectrofotometro NanoDrop
1000 (Thermo Fisher Scientific). A sele¢do do kit mais adequado para a extragdo de acidos
nucleicos virais foi realizada recorrendo a técnica de PCR/RT-PCR em tempo real, cujas

condicdes se encontram descritas no ponto seguinte.
2.4 Detecdo de virus por PCR e RT-PCR em tempo real

Os métodos de detecdo por PCR/RT-PCR foram selecionados, aplicados e adaptados
individualmente para cada virus, consoante as exigéncias de cada ensaio, e encontram-se
descritos nos pontos seguintes. A avaliacdo dos resultados dos ensaios de PCR/RT-PCR em

tempo real foi baseada na interpretacdo dos graficos obtidos no programa de andlise
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correspondente ao equipamento utilizado (iQ5 Real-Time PCR Detection Systems, Bio-Rad),

recorrendo aos valores de fluorescéncia detetados.
2.4.1 Métodos de detecao de norovirus e hepatite A por RT-PCR em tempo real

As reacdes de detecdo qualitativa por RT-PCR em tempo real foram efetuadas com base
na norma ISO/TS 15216-1:2013 (ISO 2013b). As reacdes de transcricdo reversa e de
amplificacéo foram efetuadas recorrendo a um kit especifico (ver [ JJJll no Anexo Ic) que
cumpre os pré-requisitos indicados na norma: o uso de sondas tipo Tagman e a realizacéo da
reacao de transcrigdo reversa e amplificagdo em um Unico passo.

O processo de sele¢cdo dos conjuntos de primers e sonda tipo Tagman para cada virus a
ser detetado encontra-se descrito nos pontos seguintes. Todas as sequéncias de primers e
sondas para detetar cada virus em estudo, bem como as diferentes concentragfes dos
mesmos e as condicdes de amplificacdo testadas, encontram-se nos Anexos Id a lg. Foi
sempre selecionado o conjunto de primers e sonda, concentracdes dos mesmos e condi¢cdes
de amplificacdo que permitiram a obtencdo dos melhores resultados, sendo estes definidos
como a dete¢é@o do controlo positivo para o menor threshold cycle (Ct) possivel em simultaneo
com a maior fluorescéncia final. O Ct é o numero do ciclo de amplificacdo em que a
fluorescéncia formada proporcional & acumulacdo do produto de reacado ultrapassa o limiar de
fluorescéncia, um sinal de fluorescéncia significativamente acima da fluorescéncia de fundo. No
Ct existe uma quantidade detetavel do produto amplificado sendo este gerado durante o inicio
da fase exponencial da reagcdo. Trata-se de uma medida relativa da concentragcdo do alvo na

reacdo de PCR.
2.4.1.1 Norovirus

Para otimizar a reacdo de detecdo de NoV Gl e GIlI foram usados os RNA virais

sintéticos quantificados previamente mencionados (l1l- 1.1).
Norovirus Gl

Nas experiéncias com o RNA viral sintético de NoV Gl (#VR-3199SD™) e nas
experiéncias com o controlo positivo quantificado (CEERAM — Norovirus Gl Quantification
Standard / #KQNVGI), foram testados trés conjuntos diferentes de primers e sonda: a) o
conjunto referido na norma ISO/TS 15216-2:2013 (ISO 2013b); b) o conjunto referido no
conjunto de especificagdes técnicas EPA/600/R-10/181 (Fout et al. 2012), publicado pela U.S.
Environmental Protection Agency; e ¢) um outro conjunto constituido por um primer encontrado
na literatura (Miura et al. 2013), um primer da norma ISO/TS 15216-2:2013 (ISO 2013b) e a
sonda da norma EPA/600/R-10/181 (Fout et al. 2012).

Para cada conjunto de primers e sonda foram testadas diferentes concentracbes (ver

I B - B o Anexo Id) e diferentes condicbes das reacdes de
transcriptase reversa e de amplificacao (ver || | |}, I < B o Anexo Id).
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Norovirus Gl

Para as experiéncias com o RNA viral sintético de NoV GlI (#VR-3200SD™) e para as
experiéncias com o controlo positivo quantificado (CEERAM — Norovirus GIlI Quantification
Standard / [#KQNVGII), foi testado o conjunto de primers e sonda referido na norma ISO/TS
15216-2:2013 (ISO 2013b).

Foram testadas diferentes concentracdes (ver |l no Anexo le) e diferentes
condicdes das reacdes de transcriptase reversa e de amplificagéo (ver |l no Anexo le)

para o conjunto de primers e sonda selecionado.
2.4.1.2 Hepatite A

Foi utilizado um controlo positivo de HAV para testar o conjunto de primers e sonda
descritos no método BAM 26B (Wiliams-Woods et al. 2013). Testaram-se diferentes
concentragdes de primers e sonda (ver [l no Anexo If) e diferentes condigdes das
reacOes de transcriptase reversa e de amplificacdo (ver I o Anexo If) de forma a

definir o melhor método de detecéo.
2.4.2 Método de detecdo de adenovirus por PCR em tempo real

Para o desenvolvimento e a otimizacdo deste método de detecédo foram usados os dois
controlos positivos adquiridos a Vircell: um contendo DNA viral quantificado de HAdVCL1 (Vircell
#MBCO001) e outro DNA viral quantificado de HAdVF41 (Vircell #MBC114). Para amplificar as
amostras de DNA nas reac¢des de PCR em tempo real foi utilizado um kit especifico, descrito
como tendo uma elevada estabilidade na presenca de eventuais inibidores da reacéo (ver
Tabela 9 no Anexo Ic).

Para o desenvolvimento do método foi utilizado um conjunto de primers e sonda
descritos na literatura (Kishida et al. 2014) e posteriormente adaptados (ver Tabela 20 no
Anexo Ig). Foram testadas diferentes concentracdes de primers e sonda (ver Tabela 20 no
Anexo Ig) e diferentes condi¢fes da reacdo de amplificacédo (ver

Tabela 21 no Anexo Ig) de forma a selecionar a melhor combinacao final.
2.5 Qualificacdo dos métodos de detecao

A qualificacdo dos diferentes métodos de detecdo foi efetuada determinando os
seguintes parametros: limite de detecdo (limit of detection, LOD), especificidade e

reprodutibilidade dos métodos.
2.5.1 Limite de detecédo (LOD)

Os LODs do passo de amplificagcao por PCR/RT-PCR dos métodos de detecédo para NoV
Gl, NoV GIl e HAdV foram estimados a partir de 3 determinacdes independentes em que foi

detetada a amplificacdo da sequéncia alvo. Estas determinacdes do LOD foram realizadas
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recorrendo aos materiais de referéncia quantificados previamente mencionados: NoV Gl e NoV
Gll, adquiridos ao CEERAM, e HAdVC1 e HAdVF41, adquiridos a Vircell.

2.5.2 Especificidade

Foi testada a especificidade de cada conjunto de primers e sonda, especifico a cada
método de detecao viral, contra trés alvos virais ndo especificos para esse método. Cada teste
de especificidade foi efetuado com acidos nucleicos de cada um dos virus indicado e repetido

em triplicado.
2.5.3 Reprodutibilidade em equipamentos diferentes

Os métodos de detecdo por PCR/RT-PCR em tempo real, especificos para cada um dos
virus, foram testados em triplicado em quatro termocicladores diferentes: iQ5 Real-Time PCR
Detection Systems (Bio-Rad), 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems),
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) e PikoReal Real-Time PCR System

(Thermo Scientific).
2.6 Aplicacdo do método de detecdo de virus a amostras reais

De modo a poder determinar a presenca de virus em amostras reais foi aplicado o
processo de extracdo de particulas virais, extracdo de acidos nucleicos, e os métodos de
detecdo por PCR/RT-PCR em tempo real, previamente qualificados, as diferentes amostras
alimentares anteriormente descritas (Il - 1.2). A amplificacdo das regides alvo foi efetuada no
termociclador 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Foram utilizadas as diluicbes
10° e 10" dos triplicados de extracdo de cada tipo de matriz para a detecdo de NoV Gl, NoV
Gll, HAV e HAdV.

A andlise da eficiéncia dos processos de extracdo de particulas virais e extracdo de
acidos nucleicos foi realizada recorrendo ao kit de controlo de processo adquirido ao CEERAM,

seguindo o procedimento descrito pelo fabricante.
3 Detecédo e quantificacédo de adenovirus por PCR digital

3.1 Selecdo do conjunto de primers e sondas

O conjunto de primers e sondas foi desenvolvido para que fosse possivel detetar por
dPCR todos os ser6tipos de HAdV descritos na literatura até a data da realizacao pratica desta
parte do trabalho (abril 2015). As propriedades termodindmicas e estruturais dos primers e
sondas selecionados foram verificadas usando o programa online OligoAnalyzer 3.1 (IDT 2016)
para garantir uma Tm (melting temperature) correta e evitar a existéncia de hairpins,

autodimeros e heterodimeros. A Tm é a temperatura a qual metade da sequéncia de bases de
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determinada molécula de DNA, esta desnaturada. O conjunto final de primers e sondas foi
adquirido & IDT (Coralville, EUA) e encontra-se descrito na ||| ] Jll no Anexo 1h.

3.2 Método de detecao e quantificacao de adenovirus por PCR digital

Para a detecdo e quantificacdo de HAdV foram utilizados os seguintes replicados de
cada amostra: um controlo positivo de HAdVC1 quantificado por PCR em tempo real que foi
adquirido a Vircell, em quadruplicado; DNA de concentracdo desconhecida extraido de
HAdVC2, adquirido a NIBSC, no ambito deste trabalho; um controlo positivo de HAdVC5
guantificado por PCR em tempo real que foi fornecido pela Unidade de Servigcos Analiticos do
iBET (Oeiras, Portugal), em duplicado; um controlo negativo (no template control, NTC), em
quadruplicado.

Para a detecdo de HAdV em cada amostra, as misturas reacionais para cada
experiéncia de dPCR foram preparadas de acordo com a Tabela 1. Foram testados quatro
conjuntos diferentes de concentracdes e proporcdes de primers e sondas (ver | no
Anexo |h) e diferentes condicdes da reacdo de amplificacdo (ver |l no Anexo Ih) de

forma a selecionar a melhor combinagéo final.

Tabela 1: Composicdo da mistura reacional para cada experiéncia de dPCR. O conjunto
de primers e sondas é constituido por uma mistura de um primer forward, dois primers

reverse e duas sondas tipo Tagman, todos degenerados, referidos na Tabela 22 do

Anexo |h.
Componentes da reacéo de dPCR Volume (uL)
QuantStudio 3D digital PCR MasterMix (2x) 8,00
Conjunto Primers/Sondas (10x) 1,60
Amostra” 6,40

Para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizado o sistema QuantStudio 3D Digital
PCR (Thermo Fisher Scientific). Em comparagcdo com outros sistemas de dPCR, este tem a
vantagem de se basear numa tecnologia que requer menos passos de pipetagem e que reduz
a possibilidade de contaminacdo pds amplificagdo. Resumidamente, a mistura de reagdo é
carregada num chip com 20 000 particdes com o auxilio do equipamento QuantStudio 3D
Digital PCR Chip Loader (Thermo Fisher Scientific). As moléculas alvo presentes na amostra
sdo distribuidas aleatoriamente nas particdes do QuantStudio 3D Digital PCR 20K Chip,
podendo cada particdo receber nenhuma, uma, ou mais moléculas alvo. Foram testadas
diferentes condicdes de amplificacdo num termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems) de modo a selecionar o programa mais adequado e com o qual se obteriam os
melhores resultados (ver | no Anexo 1h).

Apo6s a amplificacdo num termociclador, a fluorescéncia resultante da amplificacdo em
cada particdo é lida no sistema QuantStudio 3D Digital PCR (Thermo Fisher Scientific) e
analisada com o auxilio do programa online QuantStudio 3D AnalysisSuite (Thermo Fisher

Scientific). Os dados foram entdo processados com o mddulo de quantificacdo relativa do

1 . . - .
Nos controlos negativos (no template control, NTC) o volume de amostra foi substituido por agua nuclease-free.
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programa online QuantStudio 3D AnalysisSuite (versdo 3.0.3). Com base na proporcdo das
particdes com e sem amplificacdo de moléculas alvo presentes, o programa permite a andlise
estatistica dos resultados fornecendo os valores da quantificacdo absoluta em cépias/ul (Conte
et al. 2015). Este programa permite a andlise estatistica das experiéncias podendo ser
definidos o intervalo de confianca, a precisdo e o algoritmo de quantificagdo a aplicar aos
resultados. Nas andlises realizadas foram mantidos os valores por defeito do programa:
intervalo de confianca de 95 %, precisdo de 10 % e a distribuicdo de Poisson como algoritmo
de quantificacdo. Os resultados da quantificagdo absoluta das moléculas alvo sao

apresentados em copias/pl na mistura reacional em analisada.
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V. Resultados e discussao

Um dos objetivos deste trabalho centrou-se no desenvolvimento de metodologias que
permitam a extragdo de particulas virais e detecdo de NoV GI, NoV GlIl, HAV e HAdV em
amostras alimentares. De modo a alcancar esse objetivo, desenvolveram-se numa primeira
etapa os métodos de detecdo por PCR e RT-PCR em tempo real especificos para cada um dos
virus. Numa segunda etapa, e com base no conhecimento adquirido anteriormente, procedeu-
se a selecdo de um kit de extracéo de acidos nucleicos. Por ultimo, aplicaram-se os métodos
de detecao desenvolvidos para cada virus as matrizes em estudo (bagas e frutos vermelhos,
bivalves e agua de consumo). Este trabalho teve igualmente como objetivo o desenvolvimento
de um método de dPCR que permitisse em simultaneo a detecéo e quantificacdo de todos os

serotipos de HAdV descritos.

1 Selecao dos métodos de detecdo de virus por PCR/RT-PCR em tempo

real e selecdo do kit de extracéo de acidos nucleicos

A abordagem escolhida para o desenvolvimento deste trabalho baseou-se nas técnicas
de PCR e RT-PCR em tempo real recorrendo a um sistema de primers e sondas de hidrélise do
tipo Tagman. Neste sistema é essencial que a sonda marcada e o conjunto de primers tenham
como regido alvo de amplificagdo uma zona conservada do genoma a ser detetado. As
sequéncias desses primers e sondas devem obedecer a varios critérios de modo a serem
utilizados nas técnicas de PCR e RT-PCR em tempo real. Os critérios comuns a ambos 0s
oligonucleétidos sdo um contetldo em nucleétidos guanina (G) e citosina (C), G+C, entre 35 e
65%, ndo possuir mais de 3 Gs consecutivas e nado ter mais do que 2 Gs e/ou Cs nos 5
nucleétidos finais. Os requisitos especificos para os primers incluem ter idealmente uma Tm
entre 58 e 62°C e o tamanho do produto de amplificac&o final ndo exceder os 150 pares de
bases (bp). No caso das sondas, a Tm deve situar-se idealmente entre 68 e 70°C, a sequéncia
nao deve ter o nucledtido G na extremidade 5’ e deve possuir um maior conteddo em C do que
G (IDT 2016).

Os conjuntos de primers e sondas utilizados neste trabalho foram analisados de forma a
confirmar a sua concordancia com os critérios previamente descritos. Sempre que necessario
esses conjuntos foram adaptados para permitir o desenvolvimento de trés métodos de detegdo
de virus de RNA por RT-PCR em tempo real (NoV GI, NoV GIl e HAV) e um método de
detecdo de virus de DNA por PCR em tempo real (HAdV). As condigBes de amplificacdo e as
concentragdes dos conjuntos de primers e sonda dos quatro métodos desenvolvidos foram
selecionadas de acordo com as necessidades especificas de cada alvo a detetar, de forma a
obter os melhores resultados para a detecdo dos controlos positivos (menor Ct possivel em

simultdneo com a maior fluorescéncia final).
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1.1 Métodos de detecdo de norovirus e adenovirus por PCR/RT-PCR em tempo

real
1.1.1 Norovirus Gl

Nas experiéncias com RNA viral sintético de NoV Gl (#VR-3199SD™),
independentemente das diferentes combinacbes de concentracfes de primers e sonda
referidos na norma ISO/TS 15216-1:2013 (ISO 2013b) e das diferentes condi¢cdes de
transcricdo reversa e amplificacdo testadas, nunca a amplificacdo do alvo mostrou ser
eficiente, existindo amplificacdo nos controlos negativos. Uma andlise in silico dos
oligonucledtidos usados nesta amplificacdo mostrou a existéncia de uma elevada auto-
complementaridade entre primers e sonda, bem como da sonda com ela prépria, permitindo
justificar os problemas de amplificacdo observados (Figura 1). Assim, foi necessario testar
outro conjunto de primers e sonda de modo a eliminar as amplificacdes inespecificas dos
controlos negativos e a esclarecer se a ineficiéncia de amplificagdo no controlo positivo era
causada pelo conjunto de primers e sonda descritos na norma utilizada ou se o RNA sintético
de NoV GI também estaria de alguma forma implicado. Para tal utilizou-se um conjunto de
primers e sonda descrito no conjunto de especificacdes técnicas EPA/600/R-10/181 (Fout et al.
2012) e um terceiro conjunto constituido por um primer encontrado na literatura (Miura et al.
2013), um primer da norma ISO/TS 15216-2:2013 (ISO 2013b) e a sonda da norma
EPA/600/R-10/181 (Fout et al. 2012). Independentemente das diferentes condi¢des testadas, o
RNA viral sintético de NoV Gl proveniente da ATCC continuou a mostrar uma amplificacao

pouco eficiente do alvo.
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Figura 1: Exemplo de curvas de amplificagdo de experiéncias de otimizacdo das condi¢cfes para a detegdo de
acidos nucleicos de NoV GI. Curvas a trago cheio preto: condi¢cdes 6timas selecionadas utilizando o controlo
proveniente do CEERAM (#KQNVGI); curvas a trago cheio cinzento: exemplos de outras condi¢cdes testadas
utilizando o controlo proveniente do CEERAM (#KQNVGI); curva com tracejado preto: controlo negativo
utilizando as condi¢des 6timas selecionadas; curvas com tracejado a cinzento: amplificagdo inespecifica nos
controlos negativos com uso dos primers e sonda referidos na norma ISO/TS 15216-2:2013 (ISO 2013b).

Para permitir a selecdo do conjunto de primers e sonda mais adequado, foi entdo testado
um outro controlo positivo quantificado (CEERAM — Norovirus Gl Quantification Standard /
#KQNVGI). Usando esse controlo proveniente do CEERAM foi possivel selecionar o conjunto

mais adequado de primers e sonda, a sua concentragdo (ver Tabela 25 no Anexo lla) e as
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condicdes de amplificagdo mais convenientes (ver Tabela 30 no Anexo IlIb) para a detecdo de
NoV Gl (Figura 1). A composicao das reacdes de RT-PCR encontra-se no Anexo llb (Tabela
29). A utilizacdo apropriada do controlo positivo do CEERAM nas reacfes de otimizacao

permitiu demonstrar que o controlo positivo da ATCC néo é adequado para esta finalidade.

1.1.2 Norovirus GlI

Para a otimizacdo do método de detecdo de NoV GIl foram utilizados os controlos
positivos adquiridos a ATCC (#VR-3200SD™) e ao CEERAM (CEERAM — Norovirus Gll
Quantification Standard / #KQNVGII), de forma a selecionar as condi¢des que permitam a
obtencéo dos melhores resultados. Recorrendo a estes controlos foi possivel selecionar a
melhor concentracdo de primers e sonda (ver Tabela 26 no Anexo lla) e as melhores condicdes
de amplificacdo (ver Tabela 30 no Anexo Ilb) para detecdo de NoV Gl (Figura 2). A

composicao das reagdes de RT-PCR encontram-se no Anexo IlIb (Tabela 29).
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Figura 2: Exemplo de curvas de amplificagdo de experiéncias de otimizagcdo das condi¢cfes para a detegdo de
acidos nucleicos de NoV Gll com duas concentragcdes de amostra ([A] e 100x[A]) utilizando como controlo
positivo o controlo proveniente do CEERAM (#KQNVGII). Curvas a trago cheio preto: condi¢cGes Otimas
selecionadas; curvas a trago cheio cinzento: exemplo de outras condi¢cées de amplificacdo testadas; curva a
tracejado: controlo negativo.

1.1.3 Adenovirus

N&do havendo nenhuma norma de referéncia que definisse um conjunto de primers e
sonda para ser usado na detecdo de HAdV, procedeu-se a uma pesquisa bibliografica de um
método que permitisse executar essa detegado.

Foi encontrado na literatura um conjunto de primers e sondas descrito como permitindo a
detecdo de forma eficiente de todos os serétipos de HAdV descritos até a data da publicagao
do manuscrito (Buckwalter et al. 2012). Uma analise in silico permitiu confirmar que este
conjunto de oligonucledtidos apresentava a universalidade necessaria para também detetar
todos os ser6tipos descritos posteriormente a data de publicacdo deste manuscrito. As sondas
descritas nessa publicacdo s&o, no entanto, um tipo de sondas de hibridacdo especialmente
adaptadas a um Unico equipamento, o LightCycler da Roche Diagnostics. De modo a tornar o
método compativel com os termocicladores em tempo real com maior expressao no mercado, a

sonda foi adaptada para uma sonda tipo Tagman que pudesse ser usada juntamente com 0s

22



primers descritos. Desta forma, assegura-se o desenvolvimento de um método que tem a
possibilidade de ser comercializado a um amplo leque de clientes.

A semelhanca do que foi feito nos métodos descritos anteriormente, apdés as
experiéncias de otimizacdo do método de detegdo com essa nova sonda tipo Tagman
adaptada, foi possivel selecionar a melhor concentracéo de primers e sonda (ver Tabela 28 no
Anexo lla) e as melhores condi¢Bes de amplificacdo (ver Tabela 32 no Anexo Ilb) para detecéo
de HAdV (Figura 3). A composicdo das reacdes de PCR encontram-se no Anexo Ilb (Tabela
31). Para a otimizacdo do método foram utilizados os dois controlos positivos adquiridos a
Vircell contendo DNA viral quantificado de HAdVC1 e HAdVF41.
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Figura 3: Exemplo de curvas de amplificacdo de experiéncias de otimizagédo das condi¢gdes para a detegdo do
controlo positivo de HAdVF41 da Vircell. Curvas a trago cheio preto: condi¢gdes 6timas selecionadas; curvas a
traco cheio cinzento: exemplo de outras condi¢gbes de amplificacdo testadas; curva a tracejado preto: controlo
negativo.

1.2 Selecgao do kit de extragdo de acidos nucleicos

Para a determinac@o do melhor kit de extracdo de &cidos nucleicos foram utilizados os
métodos de detecdo de NoV Gl e NoV Gll por RT-PCR e HAdV por PCR em tempo real
previamente otimizados e descritos no ponto IV - 1.1. Apés a utilizagdo dos kits selecionados,
0s acidos nucleicos extraidos foram analisados espetrofotometricamente e apds amplificacéo
por RT-PCR e PCR em tempo real. A selecdo do kit baseou-se nas seguintes caracteristicas:
a) andlise por espectrofotometria, b) andlise dos resultados da amplificagdo dos acidos

nucleicos e c) andlise das caracteristicas de cada kit (magnético, coluna ou automatico).
1.2.1 Extracdo de acidos nucleicos

Em relacdo & extracdo de &cidos nucleicos virais, a norma ISO/TS 15216-2:2013 (1SO
2013b) refere a necessidade de proceder a um método que garanta a obtencédo de acidos
nucleicos puros, isentos de inibidores. Para tal € sugerido o uso do agente caotrdpico tiocianato
de guanidina e de uma matriz de silica capaz de adsorver os 4cidos nucleicos virais, permitir a
sua lavagem e a sua posterior recuperacdo. Adicionalmente, o uso de kits na extracdo de
acidos nucleicos virais ajuda a uma maior uniformizagéo de tratamento de amostra que outros

métodos podem nédo garantir.
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Esta norma recomenda o uso do sistema de extracdo de acidos nucleicos NucliSens
system da bioMérieux. Neste sistema a extracdo de acidos nucleicos virais (DNA/RNA) é
realizada com base em particulas de silica magnética, em conjunto com o agente caotropico
tiocianato de guanidina, e associado a um equipamento especifico que permite uma
automatizacdo parcial do processo de extracdo. Sendo o kit de extracdo de acidos nucleicos
uma componente essencial do método de detecdo de virus, a independéncia de um
equipamento especifico para efetuar essa extracdo € importante para a sua futura
comercializagdo, o que tornou necessario encontrar um sistema alternativo.

Para tal, foram entdo extraidos os &cidos nucleicos do material de referéncia de NoV Gl
(NIBSC #08/318-005), NoV GII (NIBSC #07/294-005) e HAdVC2 (NIBSC #08/114-004) com os
kits A, B, C, D, e E (ver Tabela 8 no Anexo Ib). O kit A apresenta uma versdo em que a
extracdo de acidos nucleicos virais (DNA/RNA) é realizada com base em particulas de silica
magnética, em conjunto com o agente caotrépico tiocianato de guanidina. Os kits B e C, de
marcas diferentes, utilizam uma coluna com particulas de silica que, para além do
recomendado agente caotrépico tiocianato de guanidina, incluem um segundo agente
caotropico, o hidrocloreto de guanidina. Para os kits B e C foi igualmente testado o efeito da
ndo adicdo do composto carrier RNA. Este composto faz parte de alguns kits e o seu uso tem
como objetivo aumentar a recuperacdo de &cidos nucleicos que existam em pequenas
quantidades na amostra. No entanto, este carrier RNA pode ao mesmo tempo reduzir a
eficiéncia do passo de transcriptase reversa necessario para a amplificacdo de RNA viral. No
kit D, a extragdo de &cidos nucleicos virais é realizada utilizando uma coluna com particulas de
silica em conjunto s6 com o0 agente caotrépico tiocianato de guanidina. O kit E é baseado na
utilizac@o de particulas magnéticas, mas associado a um sistema automatizado de extracao.
Embora fosse Uutil selecionar um método que nado fosse dependente de um sistema
automatizado, este sistema pode ser (til uma vez que a empresa para a qual foi desenvolvido
este projeto tem este equipamento e poderia utiliza-lo como servico.

Os resultados da analise dos acidos nucleicos extraidos por espetrofotometria

encontram-se descritos no ponto seguinte.
1.2.2 Analise por espectrofotometria dos acidos nucleicos extraidos

A razdo entre a absorvancia a 260 nm e a 280 nm de uma amostra de acidos nucleicos,
DNA de cadeia simples ou dupla e RNA de cadeia simples, permite avaliar a sua pureza, sendo
que uma razéao 260/280 de ~2,0 é geralmente aceite para RNA “puro” e de ~1,8 para DNA
“puro”.

Os resultados obtidos para as amostras de RNA e DNA analisadas por espetrofotometria
mostraram raz8es 260/280 muito fora da gama esperada, o que sugere RNA e DNA com
presenca de algum tipo de contaminante (ver Tabela 2).

Enquanto que uma razdo 260/280 alta pode néo ser indicativa de um problema, uma
razéo 260/280 baixa pode indicar a presenca de interferentes como proteinas, fenol, guanidina

ou outros contaminantes que ou sao componentes ou sao libertados pelo protocolo de extragédo
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e que absorvem fortemente a 280 nm ou proximo desse comprimento de onda. Uma razéo
260/280 baixa pode ainda ser consequéncia de uma concentragcdo muito baixa de acidos
nucleicos (<10 ng/ul).

Tabela 2: Valores da concentracdo e da razdo entre a absorvancia a 260 nm e a 280 nm
dos &cidos nucleicos extraidos de amostras de referéncia de NoV GI, NoV GIl e HAdV,
pelos métodos dos kits A (magnético), B (coluna), C (coluna), D (coluna) e E (magnético

automatico).

. . = . [acidos nucleicos] Abs
Virus Método de extracao Replicado (ng/uL) 260/280

Kit A 1 139,85 2,84

Kit A sem carrier RNA 1 23,37 1,37

NoV Gl Kit B 1 48,27 2,99

Kit B sem carrier RNA 1 1,96 1,42

Kit C 1 10,63 1,42

. 1 55,00 3,50

oV Gl KitA 2 25,00 347

Kit D 1 201,57 3,47

2 225,99 3,45

Kit A 1 55,52 2,95

Kit D 1 163,26 3,35

HAdV Kit E 1 11,05 1,47

2 15,04 1,43

A analise das curvas de absorvancia obtidas por espectrofotometria (Figura 4) sugere a
presenca de contaminantes no RNA e no DNA extraidos. No espectro de uma solugao “pura”
de &cidos nucleicos existe um vale situado a ~230 nm e um pico a ~260 nm. A presenca de
contaminantes pode ser identificada por um aumento da absorvancia entre os 220 nm e
240 nm, bem como por alteracdes na regido entre os 260 nm e 280 nm. Os residuos de
guanidina sdo um exemplo deste tipo de contaminantes uma vez que podem contribuir para um
aumento da absorvancia perto dos 230 nm, provocando entdo uma alteracéo ou deslocacgéo do
vale nessa regido.

Pelos perfis espectrais consegue-se verificar que os &cidos nucleicos de NoV Gl
extraidos pelo kit A (seguindo o procedimento do fabricante) e os acidos nucleicos de NoV GlI
extraidos pelos kits A e D tém contaminantes porque o vale esta ligeiramente deslocado na
regido entre 220 nm e 240 nm. Os &cidos nucleicos de NoV Gl extraidos pelo kit C e os &cidos
nucleicos de HAdVC2 extraidos pelo kit E ndo possuem vale na zona entre 230 nm e 240 nm e
0 pico esta deslocado mostrando também a possivel presenca de contaminantes. O facto de se
retirar o passo de adicdo do carrier RNA do procedimento de extragdo de acidos nucleicos de
NoV GI com os kits A e B também influenciou a analise provocando alterag8es nos espectros.

Embora a analise dos &cidos nucleicos extraidos ndo correspondesse aos valores de
pureza esperados decidiu-se utilizar os mesmos nas reacfes de RT-PCR e PCR em tempo
real. Os indices de pureza e perfis espectrais sdo indicadores importantes de qualidade da
amostra e foram tidos em consideracdo em conjunto com os resultados da amplificagdo por
RT-PCR e PCR em tempo real para a selecdo do kit mais adequado, descritos no ponto

seguinte.
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Figura 4: Grafico da curva da absorvancia (no eixo das ordenadas) em funcdo do comprimento de onda (no
eixo das abcissas) dos acidos nucleicos extraidos de amostras de referéncia de NoV GI, NoV GIl e HAdVC2,
pelos métodos correspondentes aos kits A, B, C, D e E. (*) Procedimento seguindo o método experimental
descrito pelo fabricante ou (**) Procedimento omitindo a adicdo de carrier RNA, no caso desta adicao fazer
parte do procedimento.

1.2.3 Selecao do kit de extragcdo de acidos nucleicos

Mesmo com uma aparente pureza reduzida, provavelmente devida a presenca de algum

tipo de contaminante, verificou-se uma correta amplificacdo dos acidos nucleicos extraidos em
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todas as reacbes de RT-PCR e PCR em tempo real (Figura 5). A selecdo do kit foi entdo
principalmente baseada na interpretacdo nos perfis de amplificacdo, analisando-se o Ct e a
fluorescéncia maxima detetada.

Os écidos nucleicos de HAdVC2 extraidos pelo kit E foram os que apresentaram o ciclo
de amplificacdo mais tardio (Figura 5C). Por ser um kit que requer um sistema automatizado,
tal como o sistema de extracdo de acidos nucleicos NucliSens system da bioMérieux, torna-se
uma op¢ado menos recomendavel para esta finalidade, tendo-se decidido, portanto excluir este
kit. Os acidos nucleicos de HAdVC2 (Figura 5C) e NoV GlI (Figura 5B) extraidos pelo kit D
apresentam curvas de amplificacdo ligeiramente menos eficientes do que os acidos nucleicos
destas mesmas amostras extraidos pelo kit A, tendo igualmente também sido excluido. Os
acidos nucleicos de NoV Gl (Figura 5A) extraidos pelos kits A, B e C apresentam ciclos de
amplificagdo muito semelhantes, no entanto a fluorescéncia final no kit A mostrou ser superior
a fluorescéncia apresentada pelos acidos nucleicos extraidos pelos kits B e C. Como a adi¢éo
ou exclusdo do carrier RNA do procedimento de extragdo pelos kits A e B néo influenciou os
resultados de amplificagdo ou florescéncia, decidiu-se seguir o protocolo do fabricante uma vez
que este carrier RNA aumenta a recuperacdo de &cidos nucleicos que possam existir em
pequenas quantidades na amostra.

Dos cinco kits inicialmente testados (kit A, B, C, D e E) o método de extracdo
selecionado foi o kit A, seguindo o procedimento do fabricante (com adigdo de carrier RNA).
Este kit € também o método que apresenta mais semelhancas com o kit sugerido na norma
ISO/TS 15216-2:2013 (ISO 2013b), uma vez que a extragdo de &cidos nucleicos virais
(DNA/RNA) é também realizada com base em particulas de silica magnética, em conjunto com
0 agente caotropico tiocianato de guanidina. Para além do mais, o kit A ndo requer nenhum
equipamento automatizado especifico tornando-se entdo uma mais-valia para as empresas que

nao possuem o sistema e que pretenderiam adquirir uma versdo comercial deste método.

27



Norovirus Gl A

1000

8

2 —_— =it A
2

wv

g 750 "4 e it A s/carrier RNA
3 / <
t | e Kjt B
k-] 500 |

(4]
2 Kit B s/carrierRNA
©

[T} gz
€ 20 r 4 Kit C
g i
-TE’ 0 seamzzsaTan . 4/’ eeeeee NTC
o 15 20 25 30 35 40 45

Ciclo de amplificagdo (CT)
Norovirus Gll B

8 2000

Q

[~

2 K

g 1500 / 7 —kitA
3 / /

[T

S 1000 / - = KitD
2 /

8 /

U 500 essese NTC
o

r /

© /

B 0 4

j=

=] 15 20 25 30 35 40 45

Ciclo de amplificagdo (Ct)

HAdVC2
1500 C

1000 5
'’
/’ — - it D

500 / ----- Kit E
/ eeee e NTC

15 20 25 30 35 40 45
Ciclo de amplificagdo (Ct)

—

Unidade Relativa de Fluorescéncia

Figura 5: Curvas de amplificacdo de alguns replicados das extrac6es de acidos nucleicos de NoV Gl (Figura
5A), pelos kits A, B, e C, de NoV GlIlI (Figura 5B) pelos kits A e D, e de HAdVC2 (Figura 5C) pelos kits A, D e E. A
extragdo de acidos nucleicos realizou-se seguindo o procedimento experimental descrito pelo fabricante ou
omitindo a adicdo de carrier RNA, no caso desta adi¢gao fazer parte do procedimento.

1.3 Método de detecdo de virus da hepatite A por RT-PCR em tempo real

Para a otimizacdo do método de detecdo de HAV por RT-PCR em tempo real néo foi
encontrado comercialmente disponivel nenhum controlo positivo que permitisse a amplificagédo
da zona alvo com o conjunto de primers e sonda selecionado. Apés a escolha do melhor
método de extracdo de acidos nucleicos virais procedeu-se a extragcdo de acidos nucleicos do
material de referéncia NIBSC #00/562 (HAV) que foi entdo utilizado como controlo positivo na
otimizacdo do método de detecao de HAV.

A norma ISO/TS 15216-2:2013 (ISO 2013b) tem descrito um conjunto de primers e
sonda para a detecdo de HAV. A sonda descrita nesta norma inclui na sua extremidade 3’ um
ligando minor groove binder (MGB). Para além de servir de quencher do fluoréforo, esse
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ligando também tem como funcdo a estabilizacdo da sonda quando hibridada no seu alvo,
aumentando de forma eficiente a sua Tm. As sondas de hidrélise com um ligando MGB tém a
vantagem de poderem ser mais curtas que as sondas de hidrdlise tradicionais, 0 que as torna
mais adequadas para regides ricas em nucleétidos adenina (A) e timina (T). No entanto os
ligandos MGB sao patenteados por uma empresa, a Applied Biosystems, que detém todos os
direitos de producdo. Sendo a sonda um componente essencial do método e a independéncia
de fornecedores Unicos fundamental para a sua futura comercializagdo no formato de servigo
ou kit, foi necessério encontrar uma alternativa.

A Food and Drug Administration (FDA), 6rgdo governamental dos Estados Unidos da
América responsavel pelo controlo de alimentos (tanto para humanos como para animais) entre
outros produtos, disponibiliza um conjunto de procedimentos usados nos seus laboratérios para
detecéo de agentes patogénicos (bactérias, virus, parasitas e fungos) e de toxinas microbianas
em produtos alimentares e cosmeéticos (Williams-Woods et al. 2013). No manual analitico
bacterioléogico (BAM — Bacteriological Analytical Manual) da FDA, o método BAM 26B
(Williams-Woods et al. 2013) descreve um método para a detecdo de HAV em alimentos e
apresenta um conjunto de primers e sonda alternativos ao descrito na norma ISO/TS 15216-
2:2013 (1SO 2013b).

Uma andlise in silico (Figura 6) permitiu identificar a zona alvo deste novo conjunto de
primers e sonda, estando esta localizada a cerca de 200 nucleétidos de distancia da zona alvo
do conjunto indicado na norma ISO/TS 15216-2:2013 (ISO 2013b).

A

BN

BN

U

176bp ——m >

Regido 1 Cmmmmmmmmees

89 bp >
Regido 2

Figura 6: Alinhamento multiplo de sequéncias (MSA - multiple sequence alignment) de (Figura 6A) uma selegao
de 4 genomas completos de HAV (~7,5 kb de comprimento) e (Figura 6B) detalhe de 500 bp da sequéncia que
contem as zonas alvo dos conjuntos de primers e sonda descritos na norma ISO/TS 15216-2:2013 (ISO 2013b) e
no método BAM26B (Williams-Woods et al. 2013). Aos nameros 1, 2, 3, e 4 correspondem genomas completos
de HAV com os numeros de acesso no GenBank do NCBI M14707.1, M16632.1, K02990.1 e M20273.1,
respetivamente. Na Figura 6B, a regido 1 corresponde a zona alvo para dete¢do de HAV descrita na norma
ISO/TS 15216-2:2013 (ISO 2013b) e a regido 2 & zona alvo para dete¢do de HAV descrita no método BAM26B
(Williams-Woods et al. 2013).

Apés as experiéncias de otimizacdo do método de detecdo de HAV, com os &cidos
nucleicos extraidos do material de referéncia NIBSC #00/562 (HAV) pelo kit previamente
selecionado (IV - 231.2), foi possivel selecionar a melhor concentracédo de primers e sonda (ver

Tabela 27 no Anexo lla) e as condigcbes de amplificacdo (ver Tabela 30 no Anexo llb) que
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permitiram a detecéo de HAV (Figura 7). A composicao das reacdes de RT-PCR encontram-se
no Anexo llb (Tabela 29).
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Figura 7: Exemplo de curvas de amplificagdo de experiéncias de otimizagao das condi¢fes para a detegdo de
acidos nucleicos de HAV com trés concentracdes de amostra ([B], 10x[B] e 100x[B]). Curvas a trago cheio

preto: condigBes oOtimas selecionadas; curvas a trago cheio cinzento: exemplo de outra condigcdo de
amplificagdo testada; curva a tracejado preto: controlo negativo.

1.4 Qualificacdo dos métodos de detecao
1.4.1 Limite de detecéo (LOD)

No caso de métodos de detecdo de sequéncias especificas de &cidos nucleicos
recorrendo as técnicas de PCR/RT-PCR, o LOD pode ser definido como sendo o menor
namero de copias de sequéncia alvo presente numa amostra que pode ser detetada, porém
nao necessariamente quantificada, sob as condi¢des experimentais estabelecidas.

O LOD para os métodos previamente determinados de RT-PCR em tempo real para a
detecdo de NoV Gl e NoV Gll e de PCR em tempo real para a detecdo de HAdV encontram-se
na Tabela 3. A determinacdo do LOD foi efetuada usando material de referéncia quantificado
adquirido ao CEERAM (NoV Gl e NoV Gll) e a Vircell (HAdVC1 e HAdvF41).

Tabela 3: LOD, em cépias gendémicas por reacdo de amplificacdo, para os métodos de
detecdo montados para NoV GI, NoV Gll e HAdV.

Método de detecdo para o alvo LOD (c6pias genémicas/reacao de amplificagéo)
NoV Gl 1000
NoV GlI 10
HAdVC1 100
HAdV HAdVF41 100

N&o foi determinado o LOD para o método de detecdo de HAV uma vez que nao foi
encontrado comercialmente disponivel nenhum controlo positivo quantificado de RNA que

permitisse a amplificagdo quando usado com o conjunto de primers e sonda selecionado.
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1.4.2 Especificidade

A especificidade pode ser definida como a capacidade de o método detetar apenas
aquilo para o qual foi concebido, ou seja, um método é tdo mais especifico quao menor o
namero de falsos positivos.

Os métodos de detecdo de cada virus, e seu conjunto de primers e sonda, mostraram
ser especificos para os seus alvos correspondentes (ver Tabela 4).

Tabela 4: Resultados da especificidade de cada método de detecdo de virus. Cada teste
de especificidade foi efetuado com acidos nucleicos de cada um dos virus indicados e
repetido em triplicado. (+): amplificacdo em cada um dos triplicados; (-): sem

amplificagdo em nenhum dos triplicados.

Método de detegdo para o alvo Virus testados Amplificagéo

NoV Gl +

NoV Gll -

NoV G Ay —

HAdV -

NoV Gl

NoV GlI +

NoV GlI HAV

HAdV -

NoV Gl -

HAV NoV GlI

HAV +

HAdV -

NoV Gl —

HAQV NoV GlI -

HAV

HAdV +

1.4.3 Reprodutibilidade dos métodos de detecao

A reprodutibilidade refere-se a capacidade de duplicar uma experiéncia obtendo o
mesmo resultado quando se utiliza 0 mesmo método de ensaio sobre uma mesma amostra.
Fazendo-se variar certos parametros, tais como diferentes laboratérios (intra ou
interlaboratorial), diferentes operadores, diferentes equipamentos, e/ou épocas diferentes,
pode-se avaliar a reprodutibilidade referente a cada um desses parametros.

Os métodos de detecdo de cada um dos virus por RT-PCR e PCR em tempo real
testados permitiram a amplificagdo do LOD para todos os alvos em estudo em todos o0s
termocicladores testados, mostrando serem suficientemente robustos para permitir a sua

aplicacdo em diferentes termocicladores (Tabela 5).
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Tabela 5: Resultados da reprodutibilidade dos métodos de detegdo de cada um dos virus
em diferentes termocicladores. Cada teste foi efetuado com acidos nucleicos de cada um
dos virus indicados e repetido em triplicado nos termocicladores iQ5 Real-Time PCR
Detection Systems, 7500 Real-Time PCR System, e PikoReal Real-Time PCR System, e
em duplicado no termociclador StepOnePlus Real-Time PCR System. (+): amplificacdo

em um dos replicados.

Termocicladores testados Método de detegdo para o alvo:
NoV Gl NoV GlI HAV HAdV
iQ5 Real-Time PCR Detection Systems +++ +++ it it
7500 Real-Time PCR System +++ +,++ +++ +++
PikoReal Real-Time PCR System +;+;+ + it it it
StepOnePlus Real-Time PCR System ++ ++ ++ ++

2 Aplicacdo do método de detecdo de virus por PCR/RT-PCR a amostras

reais

2.1 Extragdo de particulas virais

A detegdo de particulas virais em matrizes alimentares envolve, como primeira etapa, a
extracdo dessas mesmas particulas das respetivas matrizes alimentares alvo. Essa primeira
etapa é essencial porque, por um lado, os alimentos sdo matrizes de elevada complexidade
gue podem conter substéancias capazes de inibir o passo de amplificacdo de &cidos nucleicos
e, por outro lado, as particulas virais-alvo podem estar presentes nessas matrizes em
concentragdes muito reduzidas. Torna-se entdo necessario proceder a uma separagdo e/ou
concentracdo das particulas virais, especificamente indicadas para cada tipo de matriz
alimentar, de modo a obter material com as caracteristicas necessérias para 0s subsequentes
passos do processo.

Resumidamente, para a extracdo de particulas virais de frutos vermelhos e bagas, as
particulas virais presentes nessas matrizes sdo colocadas em suspensao com a ajuda de um
tampéo especifico. Apos diversos passos de clarificagdo e precipitacdo com polietilenoglicol
(PEG)/NaCl, o sobrenadante contendo as particulas virais pode entdo ser usado para a
extracdo de &cidos nucleicos. No caso de bivalves o primeiro passo envolve a recuperacdo de
uma determinada quantidade de glandulas digestivas do bivalve em estudo. Apdés
homogeneizacdo das glandulas digestivas e diversas incubacfes e tratamentos com uma
solugdo de proteinase K, o homogenato é centrifugado, o sobrenadante é descartado e o
sedimento resultante é clarificado, podendo entédo proceder-se a extragdo de acidos nucleicos.
No caso de aguas para consumo, estas matrizes sdo filtradas por um filtro carregado
positivamente que tem como fungdo reter as eventuais particulas virais. Essas particulas virais
retidas no filtro sdo colocadas novamente em suspensdo com a ajuda de um tampéo
especifico. Os virus isolados sdo de seguida concentrados recorrendo a um concentrador,

posteriormente clarificados, podendo entao proceder-se a extragdo de acidos nucleicos.
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2.2 Virus de controlo de processo

Durante a totalidade do protocolo de detecdo de particulas virais, nas etapas quer de
extracdo de particulas virais das particulas virais da amostra quer da extracdo de acidos
nucleicos, podem ocorrer perdas de material alvo. De modo a controlar essas perdas, adiciona-
se as amostras no inicio do seu processamento uma quantidade definida de um virus de
controlo de processo. A percentagem de recuperacdo desse virus de controlo de processo
adicionado é determinada para cada amostra, permitindo assim definir as perdas devidas ao
seu processamento.

O virus selecionado para uso como controlo de processo deve ser cultivavel, ter uma
resisténcia fisico-quimica comparavel nas diferentes matrizes em estudo e uma dimenséo
semelhante a dos virus alvo a serem detetados, ser geneticamente distinto dos virus alvo de
modo a néo interferir com o passo de detecdo por amplificagcdo, e ndo deve estar naturalmente
presente nas amostras a analisar. A norma ISO/TS 15216-2:2013 (ISO 2013b) recomenda a

utilizacdo do virus Mengo como controlo de processo. O virus Mengo € um virus murino
pertencente a familia Picornaviridae. A estirpe MCO deste virus Mengo é um virus
recombinante com propriedades de crescimento em cultura idénticas ao da estirpe selvagem,

mas com um fenétipo avirulento em modelos animais.
2.2.1 Curva padrdo de RNA do virus de controlo de processo

De modo a estimar a eficiéncia do processo de extracdo de particulas virais e extracdo
de &cidos nucleicos seguiu-se o procedimento descrito pelo fabricante do kit, que por sua vez
segue as recomendagOes propostas pela norma ISO/TS 15216-2:2013 (ISO 2013b). Nesta
norma esté definido que a curva padrdo de RNA do virus Mengo tem de ser sempre repetida a
cada vez que se realiza uma nova extracéo e que requer pontos de um minimo de 3 diluicbes
decimais com um coeficiente de correlacdo de Pearson r* 20,98.

Para a construcdo da curva padrdo utilizaram-se os ciclos de amplificacdo de diluicdes
decimais seriadas de RNA do virus Mengo. Na Figura 8 estao apresentados trés exemplos das
curvas de calibracdo de eficiéncia de processo, e respetivos coeficientes de correlaco, obtidos
durante a analise de amostras correspondentes a diferentes matrizes alimentares. Todas as
curvas padréo utilizadas para calcular a eficiéncia de recuperagdo em cada matriz tiveram um
coeficiente de correlacdo de Pearson r’ 20,98. Cada curva padrdo representada na Figura 8
apresenta variacBes na ordenada na origem, ndo havendo, no entanto, variacdo do declive.
Essas variagbes podem dever-se a variabilidade das estimativas de Ct inerentes a técnica de
PCR em tempo real bem como ao facto de cada umas dessas curvas ser proveniente de uma
aliquota de virus Mengo distinta. Cada aliquota de virus Mengo pode ter sido submetida a
diferentes ciclos de congelamento/descongelamento e por isso ndo conter exatamente a

mesma quantidade inicial de material genético.
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Figura 8: Exemplo de curvas padrdo de amplificacéo de diluicdes decimais seriadas (10°, 107, 102, 10®) de RNA
do virus Mengo e respetivo coeficiente de correlagdo de Pearson (r?). Curvas padrdo obtidas durante os

ensaios de determinacdo da eficiéncia de recuperagcdo nas seguintes matrizes: bivalves (<>), aguas de
consumo (), e frutos vermelhos e bagas ().

2.2.2 Eficiéncia da totalidade do processo de extracdo de acidos nucleicos

virais a partir de diferentes matrizes alimentares

De modo a calcular a eficiéncia da totalidade do processo de extracdo de &cidos
nucleicos virais a partir de diferentes matrizes alimentares, compararam-se os resultados do Ct
do virus Mengo adicionado a cada amostra, e que seguiu a totalidade do processamento, com
a curva padrdo de amplificagdo previamente descrita. Apos correcao dos valores obtidos tendo
em conta os necessarios fatores de diluicio especificos para cada processo de extragcao
(matriz alimentar e amostra), foram calculadas desta forma as eficiéncias da totalidade do
processo de extracdo de &cidos nucleicos a partir das diferentes matrizes alimentares em
estudo (Tabela 6). Para o céalculo da eficiéncia da totalidade do processo foi utilizada a diluicao
D™ dos acidos nucleicos extraidos do virus Mengo de cada um dos replicados de cada amostra
dos diferentes tipos de matrizes alimentares, uma vez que na diluicdo D° dificilmente se
conseguiram amplificacbes consistentes. Esta inibicdo na amplificacdo, quando utilizada a
amostra pura, foi possivelmente provocada devido a presencga de interferentes provenientes
dos passos de extracdo de particulas virais e extragdo de &cidos nucleicos.
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Tabela 6: Fator de diluicao, eficiéncia e respetivo coeficiente de variagdo do processo de
extracdo de particulas virais e extragdo de acidos nucleicos virais para os replicados de
diferentes amostras nos diferentes tipos de matrizes alimentares em estudo: aguas para
consumo, frutos vermelhos e bagas, e bivalves. A eficiéncia do processamento das
matrizes foi obtida recorrendo ao kit de controlo de processo adquirido ao CEERAM. O
fator de diluicdo tem em conta as diluicbes provenientes do processo de extracdo de

particulas virais e de extracdo de acidos nucleicos.

Matriz Alimentar Replicado Fator de diluicdo Eficiéncia %
Engarrafada ; ggg 51966]? 29,82
Agua de Set #1 3 625 10.95 (+21,19)
consumo Engarrafada , ’
Set #2 1 4,38 4,86 4,86
1 5,00 15,08
Frut Framboesas 2 6,25 17,5 (142131)
vermr:Ir?SS e 3 2,25 12,03 -
bagas 1 1,00 102,46 134,57
Mirtilos 2 1,00 135,17 * 31’ 81)
3 1,00 166,07 -
Mexilh&o L 6,00 4.4 3,53
Set #1 2 6,00 3,72 (+ 0,99)
Bivalves 3 6,00 2,46 -
Mexilh&o L 6.25 8,48 6,62
Set #2 2 5.25 1,52 (*4,47)
3 7,50 9,85 7

Os valores da eficiéncia da totalidade do processo de recuperagdo de acidos nucleicos a
partir de cada matriz alimentar demonstram uma grande variabilidade entre diferentes
categorias de matrizes, entre os diferentes tipos de amostra dentro de uma mesma categoria
de matriz, e em alguns casos entre replicados do mesmo processo.

A variabilidade dos resultados observados pode ser devida a diversos fatores que afetam
a totalidade do processo de recuperacao de acidos nucleicos. Cada amostra analisada dentro
de cada categoria de matriz alimentar tem carateristicas especificas que podem levar a uma
diferenca na eficiéncia do processo (e.g. framboesas vs. mirtilos na categoria frutos vermelhos
e bagas). Além disso, o passo de extracdo de particulas virais especifico para cada categoria
de matriz alimentar é distinto o que pode igualmente afetar a eficiéncia do processo para
categorias de matrizes diferentes (e.g. 4gua de consumo vs. frutos vermelhos e bagas vs.
bivalves). E de igual forma, a totalidade do processo de obten¢éo de acidos nucleicos virais a
partir de matrizes alimentar € composto por numerosas etapas distintas que por efeito
cumulativo podem levar a variabilidade observada.

As matrizes alimentares contempladas na norma ISO/TS 15216-2:2013 (ISO 2013b) néo
requerem validac@o prévia dos métodos usados para a extracdo de particulas virais. Esta
norma apenas faz referéncia a eficiéncia da totalidade do processo, determinando que se esta
for <1% os resultados obtidos das amostras ndo séo validos e a amostra tem de ser novamente
testada (com a excecdo do caso em que, mesmo com uma eficiéncia <1%, existe um distinto
sinal positivo de detecéo do genoma viral alvo).

Independentemente da variabilidade de eficiéncia de processo observada, a totalidade

dos replicados testados correspondentes as diferentes amostras de matrizes alimentares em
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estudo obtiveram uma eficiéncia superior a 1%. Todas as amostras analisadas foram assim
consideradas validas e o método de extracdo de particulas virais e extracdo de acidos

nucleicos adequado as matrizes em estudo.

2.3 Detecdo de genomas virais em matrizes alimentares artificialmente

contaminadas

Apés confirmacdo que todas as amostras a analisar correspondentes a diferentes
matrizes alimentares eram consideradas validas em relagdo a eficiéncia da totalidade do
processo, procedeu-se entdo a detegcdo por PCR e RT-PCR em tempo real dos diferentes
genomas virais usados para contaminar artificialmente essas amostras.

Para a detecéo dos genomas virais de HAdV, HAV, NoV GlI, e NoV GlI, recorreu-se aos
métodos de detecdo previamente desenvolvidos, descritos no ponto IV - 1.1 e IV - 1.3. Os
resultados da detecdo das sequéncias virais alvo em diferentes matrizes alimentares
encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7: Resultados dos replicados da detecdo das sequéncias alvo de NoV GI, NoV GlI,
HAdV e HAV nas matrizes alimentares em estudo: agua engarrafada, framboesas,
mirtilos, e mexilhdes. Para cada replicado: (+) sequéncia viral alvo detetada; (-)

sequéncia viral alvo néo detetada.

Matriz alimentar NoV GI NoV GlI HAV HAdV

Agua de consumo Engarrafada #1 - = - = - = - ==
Engarrafada #2 - - - -

Frutos vermelhos e bagas Framboesas — rot Lt —

Mirtilos - = + + + + 4+ B

Bivalves Mex?lha}o #L — —— —

Mexilhdo #2 - == - == - == - ==

Como é possivel observar na Tabela 7, apenas se conseguiram detetar os genomas
virais de NoV GIl e HAV na matriz alimentar de frutos vermelhos e bagas. No entanto nesta
mesma matriz ndo se conseguiu obter amplificacdo para os outros virus em estudo, NoV Gl e
HAdV. Os métodos de dete¢do otimizados ao longo deste trabalho para detecdo de NoV Gl e
HAdV apenas conseguem detetar a partir de 1000 cépias gendmicas por reacdo para NoV Gl e
100 copias gendémicas por reacdo para HAdV. O material de referéncia utilizado para
contaminar artificialmente cada amostra ndo contém qualquer informacédo relativa a sua
concentracao. Torna-se por isso impossivel saber previamente se a quantidade inicial de cada
virus utilizada para contaminar as amostras é suficiente para permitir a sua detecao. Existe a
possibilidade que a quantidade de genomas virais de NoV Gl e HAdV estejam abaixo do LOD
do método e que por isso ndo sejam detetados no passo de amplificagdo por PCR e RT-PCR
em tempo real. A complexidade da matriz pode igualmente ser responséavel pela interferéncia
diferencial nos métodos especificos de detecdo de acidos nucleicos para os diferentes virus.

Na matriz de bivalves, nas amostras de mexilhdo do conjunto 1 a baixa quantidade inicial
de virus usada para contaminar as amostras pode justificar o facto de ndo se ter conseguido
detetar genomas virais. No entanto, mesmo com um aumento na quantidade inicial de virus

usada para contaminar as amostras de mexilhdo do conjunto 2 também ndo se conseguiu
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detetar genomas virais em nenhuma das amostras neste conjunto. A quantidade de virus
utilizada para contaminar as amostras em ambos 0s conjuntos, o fator de diluicdo, e o facto das
amostras desta matriz apresentarem uma eficiéncia muito baixa na recuperacdo do virus
Mengo pode justificar a incapacidade de detetar os genomas virais alvo.

No caso da matriz das aguas de consumo, as amostras de agua engarrafada do
conjunto 1 apresentam fatores de diluicdo e eficiéncias semelhantes ou superiores as amostras
de framboesas na matriz de frutos vermelhos e bagas. No entanto, nestas amostras ndo se
consegue detetar nenhum dos genomas virais adicionados. A possivel presenca de inibidores
nos acidos nucleicos provenientes do protocolo de extracdo de particulas virais de aguas de
consumo pode afetar diferencialmente as reac6es de amplificacdo dos virus, em que é usada
uma mastermix especifica, e as reagfes do virus Mengo que tém outra mastermix diferente.
Outra possivel explicagcdo prende-se com a quantidade de genomas virais de NoV GI, NoV GlI,
HAV e HAdV que podera estar muito proxima do LOD dos métodos de detecdo,
impossibilitando a detecdo no passo de amplificacdo por PCR e RT-PCR. Na amostra de
framboesas, por exemplo, ja existe um replicado em que ndo se obteve amplificagdo para NoV
Gll, o que pode justificar essa proximidade do LOD. No conjunto 2, a quantidade utilizada para
contaminar a amostra de agua engarrafada foi muito superior as quantidades utilizadas nas
outras amostras da mesma matriz, mas esta amostra apresenta em simultaneo uma eficiéncia
de recuperacgéo de virus Mengo muito baixa e um fator de diluigdo ligeiramente mais elevado.
Estes factos podem tornar dificil a dete¢do dos virus uma vez que a quantidade de virus alvo
na reacao final, apds todo o processo de extracdo de particulas virais e extracdo de &cidos

nucleicos, pode ser muito pequena ndo permitindo a sua detecéo.
3 Detecédo e quantificacdo de adenovirus humanos por PCR digital

3.1 PCRdigital

O dPCR é uma nova abordagem alternativa ao PCR quantitativo (qPCR) em tempo real,
permitindo a detecdo e quantificacéo absoluta de Acidos nucleicos alvo sem necessidade de
recorrer a uma curva de calibracdo (Dong et al. 2015). O gPCR em tempo real € uma técnica
usada em rotina para a detecdo e quantificagdo de agentes patogénicos em amostras de
alimentos e aguas mas que pode ser sensivel a inibidores presentes nessas mesmas matrizes
(Coudray-Meunier et al. 2015). Por seu lado, a quantificagdo por dPCR é menos sensivel a
inibidores, uma vez que a quantificacdo nao depende da eficiéncia da rea¢cdo como é o caso no
gPCR, e proporciona uma contagem absoluta dos alvos pesquisados sem a necessidade de

material de referéncia (Coudray-Meunier et al. 2015).
3.2 Estratégia para a detecdo e quantificacdo de adenovirus humanos

Na literatura, encontra-se descrito um método para a detecdo e quantificacdo em
simultéaneo dos serétipos 40 e 41 de HAdV por dPCR (Kishida et al. 2014). Torna-se relevante
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e interessante desenvolver um método que permita, para além dos serétipos 40 e 41, a
detecdo e quantificacdo por dPCR de todos os outros 69 serétipos de HAdV descritos até a

data do desenvolvimento desta parte do trabalho (Abril de 2015).
3.2.1 Identificagdo das regides conservadas

Para a identificacdo de eventuais regides conservadas nos genomas dos diferentes
serétipos de HAdV, genomas completos de cada um desses serétipos, uma sequéncia para
cada ser6tipo, foram selecionados e importados das bases de dados de nucleétidos (GenBank,
NCBI) utilizando o programa bioinformatico UGENE (Okonechnikov et al. 2012). O alinhamento
multiplo de todas as 69 sequéncias selecionadas foi realizado utilizando o programa MAFFT
(Versdo 7) dentro do programa bioinformatico UGENE. No alinhamento multiplo foram
identificadas regides com niveis de conservacdo acima de 95%. Uma dessas regides, que
contém o gene que codifica para a proteina do hexao (proteina Il da capside que se localiza na
unidade transcricional L3), foi selecionada por ter a maior extensdo com um nivel mais elevado
de conservacao entre todas as regides conservadas dos genomas de HAdV (ver Figura 11 no
Anexo lld).

3.2.2 Selecédo de primers e sondas

Apesar da regido selecionada apresentar uma elevada conservagdo no alinhamento
multiplo, a totalidade das sequéncias pertencentes a essa regido ndo sdo idénticas. Um
conjunto Unico de dois primers e uma sonda, degenerados ou ndo degenerados, com as
caracteristicas necessarias para satisfazer os requisitos da quimica desta técnica ndo permitiria
detetar a totalidade das sequéncias alvo por existirem, no alinhamento mdltiplo, demasiadas
posicbes ndo conservadas. De modo a garantr um maximo de uma UOnica nao
complementaridade entre os nucleétidos de cada primer e sonda e a sequéncia alvo foi entdo
selecionado um conjunto constituido por um primer forward, dois primers reverse, e duas
sondas em que a sequéncia desses primers e sondas foi degenerada em alguns nucleétidos.

O conjunto de primers e sondas foi desenhado com sucesso in silico de modo a ser
usado para a detecao e quantificagdo por dPCR de todos os tipos de HAdV descritos até a data

do desenvolvimento deste trabalho (ver Tabela 33 no Anexo lle).
3.3 Detecdo e quantificacdo de adenovirus por PCR digital

De forma a otimizar o método de detecdo e quantificacdo de HAdV por dPCR foram
testadas diferentes combinacdes de concentracdes e proporcdes de primers e sondas, tal
como diferentes condi¢gbes de amplificacéo.

As melhores condicbes de amplificacdo e as melhores concentragdes e proporgdes do
conjunto de primers e sondas foram selecionadas de forma a otimizar a discriminacdo entre
populacdes de amplificagcéo positivas e negativas (ver

Tabela 34 no Anexo IId). Na
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Figura 9 é possivel observar que se consegue uma maior discriminacdo entre as

populacdes com e sem amplificacdo ao aumentar o nimero de ciclos do PCR.

A B (o4

Figura 9: Graficos da dispersdo da fluorescéncia atribuida a cada pogo de um chip em que se procedeu a
amplificacdo de amostra de HAdVC1. O sinal correspondente ao fluor6foro FAM encontra-se no eixo das
ordenadas e o sinal correspondente ao fluor6foro VIC no eixo das abcissas. Exemplo de diferencas na
discriminagao entre populag6es com (+) e sem (-) amplificagdo, quando efetuadas leituras ao ciclo 35 (A), ciclo
40 (B) e ao ciclo 45 (C), ao longo do programa de dPCR para a quantificagdo da amostra em questéo.

O método desenvolvido foi utilizado com sucesso para detetar e quantificar trés amostras
diferentes de HAdV (Figura 10). Este método tem um erro associado de detecdo de falsos
positivos de 0,58 (+£0,23) copias/pl. Uma das possiveis causas para a existéncia de falsos
positivos nos controlos negativos pode prender-se com a existéncia de ruido na imagem obtida
através do sistema de leitura, o que pode levar um poco do chip a ser considerado positivo
apos processamento dos resultados pelo programa de analise.

No processo de otimizacdo deste método utilizou-se o controlo positivo HAdVC1, e
testaram-se 3 condi¢bes diferentes de propor¢cdes e concentracdes de primers e sondas (ver
I o anexo |h), bem como 4 temperaturas de annealing distintas (ver || I no
anexo lh) para as diferentes condicbes de amplificagdo. Para um total de 7 condicdes
diferentes testadas obteve-se um coeficiente de variacdo de 8,86% (483,37 + 42,8 copias/pl). O
método de dPCR desenhado para a quantificacdo de HAdV mostrou ser muito robusto para as
diferentes propor¢Bes e concentracdes de primers e sondas testados, bem como para as

diferentes condi¢Bes de amplificagdo aplicadas.
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Figura 10: Detecdo e quantificagdo de HAdV por dPCR, em coépias/ul, nas amostras seguintes: (*) Controlo
positivo de HAdV serétipo 1, quantificagdo realizada em quadruplicado; (**) DNA de concentragéo
desconhecida extraido de HAdV serétipo 2 com o kit Maxwell 16 Viral Total Nucleic Acid Purification
quantificacdo realizada com um replicado; (***) Controlo positivo de HAdV tipo 5 fornecido pela Unidade de
Servigcos Analiticos do iBET (Oeiras, Portugal), quantificagédo realizada em duplicado; (****) Controlo negativo
(NTC), experiéncia realizada em quadruplicado.

Os resultados obtidos revelaram uma inconsisténcia entre o numero de cdépias
determinado por este método de quantificacdo (dPCR) e o valor nominal atribuido ao material
de referéncia quantificado testado (quantificacdo realizada por gPCR em tempo real). Esta
inconsisténcia foi descrita anteriormente com diferencas nas quantificagbes entre qPCR e
ddPCR (droplet dPCR) que variam de 10 a 60% (Henrich et al. 2012). No caso da técnica de
ddPCR, estas varia¢des podem ser devidas a etapa da particdo da reacéo (passo de formacao
de goticulas) que pode ser extremamente varidvel. As goticulas tém a mesma fungdo que os
pocos de um chip, particionando a reagdo em muitas reacdes de PCR individuais. Uma mé&
particho da reagdo pelos varios pogos/goticulas pode influenciar o resultado final da
quantificacdo o que ndo acontece na quantificacdo por qPCR uma vez que esta ndo é
particionada.

Por outro lado, um aspeto importante a ter em conta é o facto de que todos os padrdes
quantificados utilizados no dPCR serem quantificados por gPCR ou por espectrofotometria. Isto
faz com que a andlise dos resultados obtidos por dPCR dependa, em algum passo, de uma
comparacao com padrfes cuja quantificacdo pode estar afetada pelas limitacdes dessas outras
técnicas. Seria importante o desenvolvimento de padrbes quantificados por dPCR que
pudessem servir de controlo interno, sendo desta forma independentes de outros métodos ou

técnicas de quantificacéo.
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V. Conclusao e perspetivas futuras

O consumo de agua e alimentos contaminados continua a representar um problema para
a saude humana. A contaminacdo de alimentos pode ocorrer ao longo da cadeia de producédo
alimentar, quer durante a sua colheita ou preparagédo por manipuladores infetados bem como
pelo contacto com aguas improprias para consumo, tal como agua de esgoto ou poluida. O
namero de casos de surtos alimentares com origem viral tem vindo a crescer devido ao
aumento da populagdo, a escassez de agua prépria para consumo, a mudanca de habitos
alimentares, mas também devido a um aumento do comércio internacional onde alimentos
produzidos num determinado local podem ser consumidos longe da sua origem. Apesar da
principal via de contagio por virus responsaveis por gastroenterites humanas ser feita pessoa-
a-pessoa, os alimentos também constituem um veiculo muito significativo na transmisséo
destes microrganismos. As gastroenterites virais tém sido subestimadas ao longo dos anos,
principalmente por falta de meios de diagnéstico. A utiliza¢éo de técnicas de biologia molecular
na pesquisa de virus em alimentos podera certamente contribuir para o reconhecimento da
importancia de certos grupos de virus como organismos patogénicos veiculados por alimentos.

Um dos objetivos deste trabalho foi a implementacdo de metodologias com base em
biologia molecular que permitissem a detec¢é@o de alguns dos virus prioritarios descritos como
responsaveis pela contaminagdo de alimentos. Para tal foram desenvolvidos e otimizados
métodos de detecdo de NoV GI, NoV GlI, HAV e HAdV por RT-PCR e PCR em tempo real. Os
métodos de dete¢do de cada virus, e seu conjunto de primers e sonda selecionados,
mostraram ser especificos para os seus respetivos alvos e reprodutiveis quando testados em
guatro termocicladores diferentes. Para os métodos de NoV GI, NoV Gl e HAdV foi possivel
determinar o LOD correspondente. O desenvolvimento destes métodos permitiu selecionar o kit
de extragdo de acidos nucleicos mais adaptado para essa finalidade, que foi posteriormente
usado na extracdo de particulas virais a partir de diferentes amostras alimentares.

Os métodos de extracdo de particulas virais e extracdo de acidos nucleicos aplicados as
diferentes matrizes alimentares foram considerados validos, segundo as regras sugeridas na
ISO/TS 15216-2:2013, uma vez que todas as amostras apresentaram uma eficiéncia de
recuperacdo superior a 1%. No entanto existe uma variabilidade consideravel na eficiéncia de
recuperacdo de processo observada entre diferentes categorias de matrizes, entre o0s
diferentes tipos de amostra dentro de uma mesma matriz, e em alguns casos entre replicados
do mesmo processo. Esta variabilidade pode explicar o facto de néo ter sido possivel detetar
genomas virais de nenhum dos virus em estudo nas matrizes de aguas de consumo e bivalves,
e de apenas se ter conseguido detetar NoV Gll e HAV na matriz de frutos vermelhos e bagas.
Apesar dos resultados obtidos estarem incluidos na variabilidade associada ao método, estes
também revelaram a importancia de otimizar os métodos existentes ou de encontrar métodos

alternativos que demonstrem ser mais robustos para o objetivo em causa.
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No decorrer deste trabalho foi igualmente desenvolvido com sucesso um método de
dPCR para a detecdo e quantificacdo em simultdneo de todos os serétipos de HAdV descritos
até a data da realizacdo da parte experimental correspondente.

Os resultados obtidos neste trabalho revelam que algumas questdes pertinentes ainda
ficaram em aberto.

Seria relevante existirem comercialmente disponiveis particulas infeciosas virais
guantificadas para todos os virus em estudo que permitissem determinar o LOD da totalidade
do método de detecéo e ndo apenas do passo de amplificagdo por PCR e RT-PCR. O limite de
detecdo deve estar em linha com o que constitui uma dose infeciosa média e idealmente ser
<10 particulas virais, por isso, seria igualmente importante e essencial encontrar métodos para
todos os virus em estudo que permitissem baixar o LOD.

Outro critério que seria desejavel obter seria o desenvolvimento de um método mais
rapido entre o processamento da amostra e a obtencdo de resultados. Esse acréscimo de
rapidez poderia ser benéfico para as autoridades competentes encarregadas de realizar
andlises em alimentos.

Também seria interessante avaliar quais 0s passos do processo existente para a
extracdo de particulas virais a partir de diferentes matrizes em que ocorrem a maior parte das
perdas, influenciando entdo o subsequente passo de detecdo. Também seria interessante a
otimizagdo do processo existente para essa extracdo de particulas virais ou o desenvolvimento
de um processo alternativo que permitisse a recuperagéo de particulas virais mais eficiente e
de forma mais robusta.

Apesar do aumento da sensibilidade dos métodos quantitativos de RT-PCR e PCR em
tempo real para a dete¢éo de virus, os resultados que indicam a presenc¢a do alvo pesquisado
podem né&o significar diretamente um forcoso risco de infegdo, isto porque as coépias virais
detetadas por PCR nao estéo diretamente relacionadas com particulas infeciosas virais (EFSA,
2011). O risco associado ao consumo de alimentos cuja analise revelou a presenca do alvo
viral pesquisado ndo é direto. Para solucionar este problema, alguns estudos sugerem a
utilizac@o de PMA (propidium mono azide) e EMA (ethidium bromide monoazide) permitindo a
descriminacao entre particulas infeciosas e particulas néo infeciosas (Kim et al. 2011; Kim & Ko
2012; Parshionikar et al. 2010; Henrich et al. 2012; Sanchez et al. 2012).

Por outro lado, deveria haver em simultdneo uma avaliacdo continua dos procedimentos
de producdo e preparacdo de alimentos tais como inspecdes sanitarias, formacao, auditorias e
outros métodos para verificar as praticas agricolas e as praticas de higiene utilizadas (incluindo
as praticas de higiene de manipuladores de alimentos). A avaliacdo de sistemas de
monitorizagao das aguas utilizadas nas regas e na producgéo de bivalves deve ser priorizada.

Por fim seria importante aplicar estes métodos sob a forma de kit ou servico em
empresas que realizam analises alimentares e que investigam a influéncia do consumo de

alimentos contaminados com virus na saude publica.
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Atingir todos estes critérios descritos seria desejavel. No entanto, a realizacdo de
qualquer um destes critérios ou de uma combinacao deles sera um avanco significativo sobre a
metodologia até agora desenvolvida. A melhoria dos métodos de detecdo dos virus podera
entao permitir uma monitorizacdo mais eficaz destes agentes nos alimentos e ajudar a reforcar
a seguranca do consumo dos produtos alimentares mais associados a viroses transmitidas por

alimentos.
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