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Resumo

A manipulacdo e armazenamento inadequados de presuntos podem torna-
los potenciais transmissores de gastroenterites alimentares. Dentro deste
contexto, Norovirus (NoV) é responsavel por pelo menos 50% dos surtos
de gastroenterite no mundo inteiro, em que apenas poucas particulas (1-
100) sdo suficientes para causar doenca. Atualmente, a deteccéo deste
patdgeno em alimentos € realizada primariamente por métodos
moleculares, uma vez que ainda ndo ha um método padronizado disponivel
para deteccdo de NoV nestas matrizes. Norovirus murino (MNV-1) é
morfoldgica e geneticamente similar a NoV humano, sendo testado como
controle do processo de deteccdo de NoV em algumas amostras de
alimentos. Desta forma, este trabalho objetivou avaliar metodologia de
recuperacao de NoV Gll e MNV-1 a partir de amostras de presunto
baseada no uso do polimero polietilenoglicol (PEG) e detecgéo destes virus
por gRT-PCR. Amostras de presunto obtidas do comercio local foram
artificialmente contaminadas com a inoculacéo direta de 250pl de
suspensao fecal quantificada de NoV, bem como com aproximadamente
107 copias gendmicas de MNV-1. Para cada concentracdo viral avaliada,
foram realizados ensaios em triplicata e controles negativos foram
incluidos em todos os experimentos. As amostras de presunto (25g) foram
lavadas com tampao de eluicdo (Tris-Glicina pH 9.5) incluindo 3% de
extrato de carne e concentradas com solucéo de polietilenoglicol (PEG
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6000). Para extracdo do genoma viral, foi utilizado o kit QIAmp kit mini
viral (Qiagen, Valencia, CA, EUA) de acordo com as instrucoes do
fabricante. Transcricdo reversa (RT) foi realizada utilizando-se iniciadores
randdmicos, cujo DNA complementar foi aplicado na deteccédo de NoV e
MNV-1 por gRT-PCR de acordo com protocolo descrito em Kageyama et
al. (2003) e Baert et al. (2008), respectivamente. Usando precipitacdo por
PEG, a eficiéncia de recuperacdo de NoV GlI variou de 0,06% a 0,37%, e
de 0,14% a 1,29% para recuperacao de MNV-1. As taxas de recuperacédo
inferiores a 5% s&o muito provavelmente devido a componentes inibidores
tais como lipidios e polissacaridios presentes na propria matriz alimentar,
que parecem desenvolver um papel importante na eficicia de deteccédo de
virus. Embora a identificacdo de virus em alimentos seja um desafio, outras
metodologias serdo testadas minimizando a liberacdo de inibidores de PCR,
visando recuperar este patdgeno.
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