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1 I n t r o d u c t i o n

H u m a n s m a y b e e x p o s e d t o p a t h o g e n s t h r o u g h m a n y d i f f e r e n t r o u t e s in c l u d i n g w a s t e , w a t e r
,

a i r
,

s o i l
,
f o o d s

,
v e c t o r s

,
o r f o m i t e s . A m o n g t h e e s t i m a t e d 3 8 . 6 m i l l i o n i l ln e s s e s c a u s e d b y

k n o w n p a t h o g e n s e a c h y e a r i n t h e U n i t e d St a t e s
,

a n e s t i m a t e 1 3 8 m i l l i o n i l l n e s s e s (3 6 %)

r e s u l t f r o m f o o d b o m e t r a n s m i s s i o n (M e a d
,
S l u t s k e r e t a l . 19 9 9 ) I t i s a l s o e s t i m a t e d t h a t

a r o u n d 7 o f e v e r y 1 0 f o o d b o m e i l l n e s s e s o f k n o w n e t i o l o g y a r e c a u s e d b y v i r a l p a t h o g e n s

(M e a d , S lu t s k e r e t a l . 1 9 9 9 ) . E s t i m a t e s f o r t h e n u m b e r o f v ir a l f o o d b o m e o u t b r e a k s a r e u s e d

b e c a u s e ; 1 ) o n l y a f r a c t i o n o f f o o d b o m e o u t br e a k s a r e r e p o r t e d a n d i n v e st i g a t e d (O l s e n
,

M a c K i n n o n e t a l . 2 0 0 0 ) ; a n d 2 ) a l t h o u g h t e c h n o l o g y e x i s t s f o r d e t e c t i n g n o n - c u l t i v a b l e v i r u s e s

b y p o ly m e r a s e c h a i n r e a c t i o n (P C R ) ,
t h e a p p l i e d u s e o f t h a t t e c h n o l o g y t o d e t e c t v i r a l

p a t h o g e n s in f o o d b o m e o u t br e a k s i s s e l d o m u s e d— r e s u l t i n g i n c o n f u s i n g la b e l i n g o f v i r u s e s

a s
"
u n k n o w n a g e n t s

"
o r

"
n o n - b a c t e r ia l p a t h o g e n s .

"
T h i s w r o n g f u l l a b e l i n g d e - e m p h a s i z e s t h e

im p o r t a n c e o f v ir u s e s i n f o o d bo m e o u t b r e a k s , a n d l e a d s r e g u l a t o r s t o m a k e d e c i s i o n s w i t h o u t

k n o w i n g a l l t h e f a c t s . T h e d a t a p r e s e n t e d a b o v e b y M e a d a n d c o l l e a g u e s s h o w s d i s e a s e c a u s e d

b y k n o w n p a t h o g e n s
, b u t l o o k i n g a t t h e d a t a f r o m t h e p o in t o f v i e w o f u n k n o w n p a t h o g e n s

y i e l d y e a r l y e st i m a t e s o f 6 2 m i l l i o n (8 2% ) i l l n e s s e s a n d 3
,
4 0 0 (6 5 % ) d e a t h s d u e t o a c u t e

g a s t r o e n t e r i t i s c a u s e d b y u n k n o w n f o o d b o m e a g e n t s (M e a d
,
S lu t s k e r e t a l . 1 9 99 ) . F r o m t h i s

,

o n e g o v e rn m e n t e m p l o y e e c o m m e n t s t h a t t h e p o s s ib l e e c o n o m i c c o s t s o f d e a t h s d u e t o
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u n k n o w n a g e n t s i s s o l a r g e ( a r o u n d $17 b i l l i o n p e r y e a r )
"
t h a t i n c r e a s e d e f f o r t s t o i d e n t i f y t h e

c a u s a l a g e n t s a r e w a r r a n t e d
"

(F r e n z e n 2 00 4 ) .

C o n t r o l l i n g f o o d b o m e o u t b r e a k s a r e im p o r t a n t f o r o t h e r r e a s o n s t h a n t o m a i n t a i n p u b l i c h e a l t h

T h e r e i s a n u n k n o w n
,
b u t h i g h c o s t a s s o c i a t e d w i t h m o s t f o o d b o m e o u t b r e a k s . P a t i e n t s m a d e

i l l b y f o o d b o m e o u t b r e a k f a c e e c o n o m i c r e p e r c u s s i o n s o f t h e i r i l l n e s s i n c l u d i n g l o s s o f

w o r k d a y s ,
r e d u c e d q u a l i t y o f l i f e

,
h o s p it a l v i s i t s ,

a n d i n s o m e c a s e s d e a t h . F a rm s , d i s t r i b u t o r s ,

r e s t a u r a n t s a n d c a t e r e r s a l s o s u f f e r e c o n o m ic l o s s e s f r o m f o o d bo m e o u t b r e a k s t r a c e d t o t h e i r

o p e r a t i o n . I n f a c t , o n ly 1 in 5 r e s t a u r a n t s e v e r r e c o v e r e c o n o m i c a l l y f r o m s u s p e c t e d f o o d b o m e

o u t b r e a k s (Je n k i n s 2 0 04 ) ,
s o e v e n

"
f a l s e a l a r m s

"
h a v e g r a v e i m p a c t o n r e s t a u r a n t e u r s a n d

p o s s i b ly o t h e r s i n t h e c h a i n o f f o o d p r o du c t i o n a n d s a l e . C r e a t i n g t h e c a u s a t i v e l i n k b e t w e e n

f o o d s a n d d i s e a s e a l s o a p p l i e s t o o t he r fi e l d s s u c h a s f o o d s a f e t y , b i o t e r r o r is m , a n d fo r e n s ic

c r i m i n o l o g y . S u c h w a s t h e c a s e w i t h t h e p u r p o s e f u l S a l m o n e l l a c o n t a m in a t i o n o f s a l a d b a r s

b y a r e l i g i o u s c u l t i n O r e g o n (T o r o k
,
T a u x e e t a l . 1 9 9 7 ) .

M e t h o d s t o r e c o v e r a n d d e t e c t p a t h o g e n i c v i r u s e s i n t h e e n v i r o n m e n t a r e c o m p l i c a t e d b y l o w

n u m b e r s o f v i r u s e s t h a t a r e d i s p e r s e d n o n - r a n d o m l y in m a t r i c e s n o t e a s i l y a m e n a b l e t o v i m s

r e c o v e r y a n d d e t e c t i o n . G i v e n t h e s e c h a l l e n g e s , s c ie n c e h a s m a d e p r o g r e s s o n e n t e r i c v i r a l

i n f e c t i o n
, r e p l i c a t i o n , f a t e , t r a n s f e r , a n d d i s in f e c t i o n . I n la b o r a t o r y b e n c h e x p e r i m e n t s

,
H A V

a n d M S2 , a s s i n g l e - s t r a n d e d R N A v im s e s
,
m a y a c t a s m o d e l s f o r o t h e r s i n g le

- s t r a n d e d f e c a l l y

a s s o c i a t e d v i m s e s p o t e n t i a l l y c o n t a m in a t i n g f o o d s . R e s e a r c h s h o w s p a t h o g e n i c v ir u s e s r e a c h

h u m a n h o s t s v i a t h e f e c a l o r a l r o u t e
,
a n d f e c a l l y c o n t a m i n a t e d fo o d s a r e a s i g n i fi c a n t m o d e o f

t r a n s m i s s i o n p r o v i d in g v i r u s e s a c c e s s t o a h o s t (F a n k h a u s e r , N o e l e t a l . 1 9 9 8 ) . O n c e
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c o n t a m i n a t e d f o o d s a r e i n g e s t e d ,
d a t a s u g g e s t s 1- 1

,
0 0 0 v i r u s p a r t i c l e s a r e n e e d e d t o c a u s e a n

i n f e c t i o n , u s i n g N o r o v i r u s a s a m o d e l e n t e r i c v ir u s (C D C - C a l i c iN e t ; M o e
, R h o d e s e t a l . 1 9 9 8 ;

M o e
,
S o b s e y e t a l 1 9 9 9 ) . W i t h t w o c o m m o n f o o db o m e v i r a l p a t h o g e n s , i n f e c t e d i n d i v i d u a l s

c a n d e v e l o p s y m p t o m s o f a c u t e g a s t r o e n t e r i t i s i n t h e c a s e o f N o r o v i r u s
, a n d v i r a l h e p a t it i s

f r o m H A V I n s y m p t o m a t i c a n d p o s s ib l y s o m e a s y m p t o m a t i c i n f e c t i o n s , v i r u s e s a r e s h e d i n

l e v e l s a s h i g h a s 1 0
^
p a r t i c l e s o f H A V p e r g r a m o f f e c e s a n d 10

^
p a r t i c l e s o f N o r o v i r u s p e r

g r a m o f f e c e s (K o o p m a n s a n d D u i z e r 2 0 0 4 ) ; (H o U i n g e r ,
D i e n s t a g e t a l . 1 9 9 1 ; K n ip e a n d

H o w l e y 199 1 ) . S e c o n d a r y a n d t e r t ia r y c a s e s a r e c o mm o n a n d o ft e n d e v e l o p w h e n a n in f e c t e d

h o s t s p r e a d s v i r u s p a r t i c l e s t h r o u g h e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e c o n t a m i n a t i o n a n d p e r s o n - t o - p e r s o n

t r a n s m i s s i o n (L o v e , J ia n g e t a l . 2 0 0 2 ) . I n t h e e v e n t t w o o r m o r e u n r e l a t e d i n d iv i d u a l s b e c o m e

i l l f r o m p r e s u m a b l y t h e s a m e s o u r c e , e p i d e m i o l o g i s t s l a b e l t h e e v e n t a n o u t b r e a k .

D u r in g a f o o d b o m e o u t b r e a k
,
a l o c a l p u b l i c h e a l t h d e p a r t m e n t m a y i n i t i a t e a n o u t b r e a k

i n v e s t i g a t io n ( Je n k i n s 2 00 4 ) .
I n f o o d b o m e o u t b r e a k in v e s t i g a t i o n s , a n e p i d e m i o l o g i s t

w i l l i n t e r v i e w p e o p l e i n v o l v e d i n t h e o u t b r e a k t o d e t e r m i n e i n d i v i d u a l c a s e h i s t o r i e s
,

d i s e a s e s t a t e , a n d f o o d s c o n s u m e d (C D C - F o o d b o m e O u t b r e a k ; J e n k in s 2 0 04 ) .

D e p e n d i n g u p o n a v a i l a b l e t e c h n o l o g y , v i r a l p a t h o g e n s , l i k e N o r o v i r u s e s , m a y b e

r e c o v e r e d a n d d e t e c t e d i n a p a t i e n t s
'

s t o o l u s i n g m o l e c u l a r m e t h o d s (J i a n g ,
W a n g e t a l .

19 9 2 ) . Se c o n d a r y a n d t e r t i a r y o u t br e a k c a s e s c a n t h e n b e l in k e d t o p r im a r y c a s e s b y

m a t c h i n g t h e c l i n i c a l c a s e h i s t o r y ,
s e r o l o g ic a l d a t a

,
o r g e n e t i c s e q u e n c e s o f t h e v i r u s

r e c o v e r e d f r o m p a t ie n t s . E p i d em i o l o g i st s a l s o u s e c l i n ic a l d a t a a n d l a b o r a t o r y t e s t s t o

i d e n t i f y t h e c a u s a t iv e a g e n t
,
bu t o f t e n o n l y u s e s t a t i s t i c a l m e t h o d s t o i d e n t i fy

c o n t am i n a t e d f o o d s . A n i m p o r t a n t a n d w e a k l y c h a r a c t e r i z e d l in k i n t h e c a u s a t i v e c h a i n
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o f t r a n s m i s s i o n i s t h e m i c r o b i o l o g i c a l c o n t e n t o f t h e s u s p e c t e d f o o d
,
w h i c h i s r a r e l y

i d e n t i f i e d i n t h e c a s e o f v ir a l l y c o n t a m i n a t e d f o o d s . T h i s f a c t u n d e r s c o r e s w h y

d e v e l o p i n g e f f e c t i v e m e t h o d s t o r e c o v e r a n d d e t e c t l o w c o n c e n t r a t i o n s o f v i r a l p a t h o g e n s

i n f o o d m a t r i c e s i s s o i m p o r t a n t . W i t h m e t h o d s d e s i g n e d s p e c i fi c a l l y t o r e c o v e r e n t e r i c

v i r u s e s f r o m f o o d s
,

r e s e a r c h e r s w i l l e x p o s e t h e e t i o l o g y a n d t a x o n o m y o f m a n y

"
u n k n o w n a g e n t s

"
i n f o o d b o m e o u t b r e a k s .

1 . 1 G e n e r a l O b j e c t i v e s

T h e g e n e r a l o bj e c t i v e s o f t h i s s t u d y w e r e t o d e v e l o p a n d e v a l u a t e n ew a n d i m p r o v e d m e t h o d s

t o r e c o v e r a n d d e t e c t h e p a t i t i s A v i r u s (H A V ) a n d
,
f o r c o m p a r i s o n ,

a n i n d i c a t o r v i r u s (F + R N A

c o l ip h a g e M S2 ) f r o m c o m p l e x f o o d s
,
i n c l u d i n g o y s t e r s ,

s t r a w b e r r y s a u c e a n d t o m a t o s a u c e .

T h e g o a l w a s t o r e c o v e r a n d c o n c e n t r a t e t h e s e v i r u s e s b y im p r o v e d a c id - a d s o r p t i o n e l u t i o n

m e t h o d s . T h e r e c o v e r e d v i r u s e s w e r e d e t e c t e d a n d q u a n t i fi e d b y m o l e c u l a r m e t h o d s f o r

n u c l e i c a c i d s u s i n g n e w t e c h n i q u e s a n d c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e k it s f o r c h em i c a l e x t r a c t i o n o f

r i b o n u c l e i c a c i d (R N A ) . T h e g o a l w a s f o r H A V g e n o m i c R N A t o b e d e t e c t e d a n d q u a n t i f i e d

u s i n g n e s t e d a n d r e a l t im e R T - P C R f o r s p e c i fi c a n d s e n s it i v e d e t e c t i o n a t v i r u s l e v e l s (w i t h l o w

d e t e c t i o n l i m i t s ) .
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1 . 2 S p e c i f i c O b j e c t i v e s

T h e s p e c i f i c o b j e c t i v e s o f t h i s s t u d y w e r e a s f o l l o w s :

• T o i d e n t i f y t h e be s t m e t h o d f o r r e c o v e r y o f H A V a n d M S 2 f r o m o y s t e r s by e lu t i o n i n a

c o m p a r i s o n o f 4 d i f f e r e n t c a n d i d a t e e l u t i o n bu f f e r s .

• T o d e t e r m i n e a n d o v e r c o m e t h e e x t e n t o f f o o d m a t e r i a l i n h i b it i o n o f H A V d e t e c t i o n i n

o y s t e r s
,
t o m a t o s a u c e , s t r a w b e r r i e s p r o c e s s e d b y i n it i a l e l u t io n a n d a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n —

w h e n a s s a y e d b y c e l l c u l t u r e i n f e c t i v i t y a n d r e a l t i m e o r c o n v e n t i o n a l R T - P C R .

• T o c o m p a r e r e c o v e r y o f H A V f r o m t o m a t o s a u c e b y a c i d - a d s o r p t i o n m e t h o d s
,
w i t h

sp e c i f i c e x a m i n a t i o n o f t h r e e k e y m e t ho d p a r a m e t e r s : a d s o r p t i o n a n d e l u t i o n p H l e v e l s ,

c e n t r i f u g a t i o n c o n d i t i o n s
,
a n d s a m p l e c o n d u c t i v i t y .

• T o e v a l u a t e t h e u s e o f a m e d i u m v o l u m e R N A e x t r a c t i o n k i t t o c o n c e n t r a t e a n d

c h e m i c a l ly e x t r a c t H A V g e n o m ic R N A f r o m l a r g e r s i z e s o f f o o d s a m p l e s p r o c e s s e d b y a c i d -

a d s o r p t i o n e l u t i o n a n d e l u t i o n m e t h o d s .

• T o v a l i d a t e a n d c h a r a c t e r i z e t h e p e r f o r m a n c e o f s t a n d a r d p r o c e d u r e s i n s e m i ¬

q u a n t i t a t i v e r e a l t i m e R T - P C R d e t e c t io n o f H A V R N A in f o o d s .

• T o s u c c e s s f u l l y in c o r p o r a t e s e m i -

q u a n t i t a t i v e r e a l t i m e R T - P C R o r n e s t e d R T - P C R

a s a n im p r o v e d m e t h o d fo r s e n s it i v e d e t e c t io n a n d q u a n t i f i c a t i o n o f H A V R N A i n f o o d

s a m p l e s p r o c e s s e d b y t h e a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d .
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1 . 3 E x p e r i m e n t a l D e s i g n

T h i s p r o j e c t a i m s t o d e v e l o p i m p r o v e d m e t h o d s t o r e c o v e r , d e t e c t a n d q u a n t i f y h e p a t i t i s A

v i r u s (H A V ) a n d f o r c o m p a r i s o n a f e c a l i n d i c a t o r v i r u s , M S 2 , f r o m f o o d s c o m m o n l y

a s s o c i a t e d w it h f o o d b o m e v i r a l g a s t r o e n t e r i t i s a n d v i r a l h e p a t it i s . T h e c o m p l e x f o o d s c h o s e n

f o r e v a l u a t i o n i n t h i s s t u d y w e r e , o y s t e r s , t o m a t o s a u c e , a n d s t r a w b e r r i e s , w h i c h h a v e

r e p r e s e n t a t i v e p r o p e r t i e s o f m a n y o t h e r c o m p l e x f o o d m a t r i c e s
,
in c l u d i n g s a m p l e c o n s i s t e n c y ,

p H ,
m o i st u r e c o n t e n t

,
f a t

, p r o t e i n ,
a n d c a r b o h y d r a t e c o n t e n t .

T h e s p e c i fi c l o c a t i o n o f v i r a l c o n t a m i n a t i o n i n f o o d s i s t h e p r i m a r y de t e r m i n a n t o f t he

r e c o v e r y m e t h o d e m p l o y e d . F o r e x a m p l e , s u r f a c e c o n t a m i n a t i o n o f p a t h o g e n s o n f r u it s o r

v e g e t a b l e s c o u l d b e d e t e c t e d b y e l u t in g t h e p a t h o g e n f r o m t h e s k i n o r s u r f a c e a n d t h e n

a s s a y i n g t h e r e s u l t i n g e l u a t e . H o m o g e n i z i n g a s u r f a c e - c o n t a m in a t e d f o o d w o u l d n o t b e

a dv i s e d f o r s im p l e a n d e f fi c i e n t v ir u s r e c o v e r y . T h i s w o u l d u n n e c e s s a r i ly i n c r e a s e t h e s am p l e

s i z e , r e d u c e t h e s a m p l e q u a l it y , a n d e f f e c t i v e l y h i d e t h e p a t h o g e n w i t h i n a m a s s o f b le n d e d

f o o d t i s s u e . H o w e v e r
,
i n t e r n a l l y c o n t a m i n a t e d f o o d s , s u c h a s p r o c e s s e d f o o d s , s a l a d b a r f o o d s ,

o y s t e r s ,
o r p r o c e s s e d f r u i t s a n d v e g e t a b l e s c a n n o t b e a s s a y e d b y s u r f a c e e lu t i o n t e c h n i q u e s .

T h e r e f o r e
,
i n t e r n a l l y c o n t a m i n a t e d f o o d s m u st b e h o m o g e n i z e d ,

o r o t h e r w i s e p u l v e r i z e d t o

e x p o s e t h e c o n t a m i n a t e d p a r t s a n d t h e ir a s s o c i a t e d v i r u s e s . A f t e r t h e v i r u s e s a r e e x p o s e d

w i t h i n t h e f o o d m a t r i x
,
t h e v i r u s c a n t h e n b e e lu t e d

,
c o n c e n t r a t e d

, p u r i fi e d
,
a n d d e t e c t e d .
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I n t h e p r e s e n t s t u d y ,
2 5 t o 3 0 g r a m s o f i n t e r n a l l y c o n t a m i n a t e d f o o d s a m p l e s w e r e e m p l o y e d .

T h e s e r e l a t i v e l y s m a l l s a m p l e a m o u n t s w e r e u s e d a s p r o o f o f c o n c e p t f o r m e t h o d s

d e v e l o p m e n t
,
b u t w e r e t y p ic a l f o o d s a m p l e p o r t i o n i n g e s t e d b y a n i n d i v i d u a l . A l t h o u g h , i n

f o o d b o m e v i r a l o u t b r e a k i n v e s t i g a t i o n
,
i t m a y b e p r e f e r a b le t o a s s a y r e p l ic a t e 5 0 t o 1 00 g r a m

s a m p l e s , b e c a u s e v i r a l c o n t a m i n a t i o n i s u s u a l l y a t l o w c o n c e n t r a t i o n s a n d m a y n o t b e

r a n d o m l y d i s t r i b u t e d w i t h a b a t c h o r l o t o f f o o d . I n b e n c h l a b o r a t o r y e x p e r i m e n t s
,
f o o d

s a m p l e s w e r e s e e de d w i t h v i r u s (H A V a n d / o r M S 2) a n d h o m o g e n i z e d t o d is t r i b u t e t h e v i r u s

e v e n l y a n d t o l i q u e f y t h e s a m p l e . F o o d s a m p l e s w e r e p r o c e s s e d s o a s n o t t o d e g r a d e o r r u p t u r e

t h e v i r u s c a p s i d u n t i l t h e R N A e x t r a c t i o n s t e p w a s t o b e a p p l i e d t o a p u r i f i e d a n d c o n c e n t r a t e d

s a m p l e .

E f f o r t s t o r e c o v e r v ir u s e s f r o m h o m o g e n i z e d f o o d s f o c u s o n t w o c o m m o n l y e m p l o y e d t y p e s o f

m e t h o d s : 1 ) e l u t i o n o f t h e v i r u s u s i n g a n a l k a l i n e b u f f e r ; a n d 2 ) a c i d - a d s o r p t i o n o f t h e v i r u s

o n t o f o o d s , f o l l o w e d b y e l u t i o n u s i n g a n a l k a l i n e b u f f e r . I n e a c h m e t h o d , a s t e p w i s e

a n a l y t i c a l a p p r o a c h w a s e m p lo y e d t o d e t e r m i n e t h e e f f i c i e n c y o f e a c h s t e p o f e l u t i o n ,

c o n c e n t r a t i o n
,
a n d t h e i n f l u e n c e o f s a m p l e q u a l it y t h r o u g h o u t t h e s t e p s o f t h e p r o c e du r e .

W i t h i n i n v e s t i g a t i o n o f t h e e lu t i o n s t e p ,
e x p e r im e n t s w e r e d e s i g n e d t o a s s e s s 4 e lu e n t s f o r t h e i r

a b i l i t y t o r e c o v e r y v i r u s e s (H A V a n d M S2 ) f r o m o y s t e r s , t o m a t o s a u c e
,
a n d s t r a w b e r r i e s . T h e

e l u e n t m e d i a a n d m e t h o d b e s t s u i t e d f o r r e c o v e r i n g v i r u s w a s i d e n t i f i e d f o r f u r t h e r

e x p e r im e n t s . N e x t , t h e e f f e c t o f s a m p l e q u a l it y o f t h e f o o d e l u a t e o n v i r u s d e t e c t i o n w a s

i n v e s t i g a t e d by m a k i n g s e r i a l t e n f o l d d i l u t io n s o f t h e s a m p l e i n w a t e r o r p h o s p h a t e b u f f e r e d

s o l u t i o n (P B S) a n d t h e n a s s a y i n g f o r v i r u s e s b y c e l l c u l t u r e a n d r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n -
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p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n (R T - P C R ) . T h e fi n a l s a m p l e q u a l it y m u s t be c o m p a t i b l e w it h t h e

m e t h o d o f v i r u s d e t e c t i o n . E f f o r t s w e r e m a d e t o a c h i e v e a d e q u a t e q u a l i t y o f t h e s a m p l e a t

in t e r m e d i a t e st e p s i n s am p l e p r o c e s s i n g q u a l i t y in o r d e r t o c h e c k f o r t h e e ffi c i e n c y o f v i r u s

r e c o v e r y a t e a c h c r it i c a l p r o c e s s in g s t e p i n t h e m e t h o d . A f t e r r e s o l v i n g q u e s t i o n s o n t h e

e f f e c t s o f a lt e r n a t i v e p r o c e s s i n g o n s a m p l e q u a l i t y ,
t h e d e t e c t i o n l i m i t o f t h e v i r u s (H A V a n d

M S2 ) i n t h e p r o c e s s e d f o o d s a m p l e w a s d e t e r m i n e d u s i n g t h e d e v e l o p e d e l u t i o n m e t h o d .

A n a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d f o r v i r u s r e c o v e r y , c o n c e n t r a t i o n a n d p u r i fi c a t i o n w a s

i n v e s t i g a t e d i n a s i m i la r m a n n e r a s f o r t h e e l u t io n m e t h o d . T h e v i r u s r e c o v e r y a n d d e t e c t i o n

e f fi c i e n c y o f s t e p s i n t h e a c i d a d s o r p t io n m e t h o d w a s c h a r a c t e r i z e d
,

a n d a lt e r n a t iv e

e x p e r im e n t a l m e t h o d s w e r e t h e n d e s i g n e d t o im p r o v e u p o n p o o r v i r u s r e c o v e r y o r s m a l l

s a m p l e s i z e s o f e x i s t in g m e t h o d s . S p e c i fi c a l l y ,
t h e a b i l i t y o f v i r u s e s t o b e e f fi c i e n t l y a d s o r b e d

t o t o m a t o s a u c e w a s s t u d i e d i n d e p t h . V a r i a b l e s i n v e s t i g a t e d f o r t h e i r e f f e c t s o n v i r u s

a d s o r p t i o n a n d e l u t i o n i n c l u d e d p H a n d c o n d u c t i v it y o f s a m p l e s , t h e g e o m e t r y o f t h e

c e n t r i f u g a t i o n t u b e (c o n i c a l bo t t o m o r r o u n d b o t t o m ) , a n d c e n t r i f u g a t i o n f o r c e u s e d t o s e p a r a t e

t h e s a m p l e a n d r e c o v e r v i r u s e s in o n e o f t h e r e s u lt i n g s e p a r a t e d ph a s e s (s e d i m e n t e d s o l i d s o r

o v e r l y i n g s u p e r n a t a n t l i q u id ) . V i r u s c o n c e n t r a t io n f r o m t h e r e s u l t i n g s u p e r n a t a n t u s in g

p o l y e t h y l e n e g l y c o l (P E G ) p r e c ip it a t i o n w a s i n v e s t i g a t e d a n d c o n d it i o n s o f t h i s p r o c e s s in g

s t e p w e r e o p t i m iz e d f o r v ir u s r e c o v e r y . S u b s e q u e n t e x t r a c t io n o f H A V R N A f r o m t h e

r e s u s p e n d e d PE G p r e c i p i t a t e w e r e i n v e s t i g a t e d f o r t h e a b i l i t y t o p r o c e s s l a r g e f o o d s a m p l e

v o l u m e s u s i n g s i l i c a - b a s e d s p in c o l u m n s . . E f f o r t s w e r e m a d e t o d e t e r m in e t h e e f f e c t s o f

s a m p l e q u a l i t y o n v ir u s r e c o v e r y a n d d e t e c t i o n by r e a l t im e R T - P C R . D e t e c t i o n a n d

q u a n t i fi c a t i o n o f v i r a l R N A b y t h i s m e t h o d w a s c o m p a r e d t o t h a t o f n e s t e d R T - P C R . T h e

e n t i r e a c i d - a d s o r p t i o n m e t h o d d e v e l o p e d b y t h e s e i n v e s t i g a t i o n s w a s t h e n b e u s e d t o d e t e r m in e
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t h e l o w e r d e t e c t i o n l i m i t o f H A V r e c o v e r y a n d d e t e c t i o n i n t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r y

s a m p l e s . E f f o r t s t o f u l l y c h a r a c t e r i z e t h e p e r f o r m a n c e o f t h e s e m e t h o d s f o r H A V d e t e c t i o n i n

la r g e s a m p l e s i z e s o f o y s t e r s w e r e a l s o i n v e s t i g a t e d .
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2 L i t e r a t u r e R e v i e w

2 .
1 I n t r o d u c t i o n t o t h e L i t e r a t u r e R e v i e w

T h e l i t e r a t u r e r e v i ew i s a r r a n g e d i n f o u r m a j o r s e c t i o n s . S e c t i o n 2 . 2 d e s c r ib e s e n t e r i c v i r u s e s

a n d f e c a l in d i c a t o r b a c t e r i o p h a g e s im p o r t a n t i n f o o d b o m e o u t b r e a k s a n d f o o d s a f e t y r e s e a r c h .

T w o im p o r t a n t f o o d b o m e e n t e r i c v i r u s e s , H A V a n d N o r o v ir u s , a n d o n e f e c a l i n d i c a t o r v i r u s
,

F + c o l i p ha g e M S2 a r e d e s c r ib e d i n d e t a i l . S e c t i o n 2 . 3 p r e s e n t s a g e n e r a l r e v i e w o f f o o d b o m e

o u t b r e a k s , a n d d e s c r i b e s l a b o r a t o r y m e t h o d s f o r r e c o v e r i n g e n t e r i c v i r u s e s a n d f e c a l i n di c a t o r

v im s e s f r o m c o n t a m i n a t e d f o o d s . S e c t i o n 2 . 4 i s a n i n d e p t h r e v i e w o f s h e l l fi s h
,
h i g h l i g h t i n g

h o w s h e l l fi s h c a n a c t a s a m o d e l f o r f o o d s a f e t y r e s e a r c h a n d r e g u l a t i o n s . S e c t io n 2 . 5 i s a

s u m m a r y o f t h e l i t e r a t u r e r e v i e w .

2 . 2 V i r u s e s

2 . 2 . 1 I n t r o d u c t i o n

V i r u s e s a r e o b l i g a t e i n t r a c e l l u l a r p a r a s it e s t h a t i n f e c t a h o s t c e l l f o r p u r p o s e s o f r e p l i c a t i o n a n d

i n s o m e c a s e s r e p r i e v e . V i r u s e s c o n t a i n a n u c l e i c a c id c o r e ; s u r r o u n d e d b y a p r o t e i n c a p s i d ,

a n d i n s o m e c a s e s a l i p i d e n v e lo p e .
V i r a l g e n e t i c m a t e r i a l m a y b e i n t h e f o r m o f

d e o x y r i b o n u c l e i c a c i d s (D N A ) o r r i b o n u c l e ic a c id s (R N A ) i n s i n g l e o r d o u b l e s t r a n d e d

c o n fi gu r a t io n s .
T h i s h e r e d i t a r y i n f o r m a t io n i s e n c a p s u l a t e d in a s y m m e t r i c a l o r v a r i a b l e
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p a tt e r n o f c a p s o m e r e s a r r a n g e d t o f o r m t h e c a p s i d . V i r u s e s m a y b e t r a n s m i t t e d f r o m h o s t t o

h o s t , r e s e r v o i r t o h o s t , o r f r o m t h e e n v i r o n m e n t t o a h o s t . V ir a l i n f e c t i o n s p r o d u c e a w id e

r a n g e o f e f f e c t s , f r o m a s y m pt o m a t i c i n f e c t i o n s t o l o c a l o r c h r o n i c m o r b i d i t y ,
a n d e v e n

m o r t a l it y . H o s t m e d i a t e d a n t i b o d y d e f e n s e s e r v e s a s a c t i v e p r o t e c t i o n f r o m v i r a l i n f e c t i o n i n

s o m e o r g a n i s m s O f i n t e r e s t t o f o o d b o m e s a f e t y a r e f e c a l ly a s s o c i a t e d v ir u s e s t h a t a r e

c o m m o n ,
h a r m f u l

, a n d e a s i l y t r a n s m i s s i b l e t o h u m a n s . T w o s u c h e n t e r i c f o o d b o m e v i r u s e s
,

H A V a n d N o r o v i r u s
,

a r e r e v i e w e d b e l o w . T h e s t r u c t u r a l m o r p h o l o g y ,
c l i n i c a l s y m p t o m s

,

i n f e c t i o u s d o s e
,

r i s k g r o u p s
,

a n d d o c u m e n t e d o u t b r e a k s a r e e x p l a i n e d f o r e a c h v i r u s .

B a c t e r i o p h a g e s , o r v i r u s e s i n f e c t i n g b a c t e r ia , a r e a l s o d e s c r ib e d w i t h a d e t a i l e d s e c t i o n o n

C o l i p h a g e M S2 , a f e c a l in d ic a t o r v i r u s .

2 . 2 . 2 H e p a t i t i s A V i r u s

2 . 2 . 2 . 1 H e p a t i t i s A V i r u s S t r u c t u r e

H e p a t it i s A (H A V ) i s a v i r u s i n t h e H ep a t o v i r u s g e n u s
,
c o n t a in e d w it h i n t h e P i c o r n a v i r i d a e

f a m i l y o f n o n - e n v e l o p e d , p o s i t i v e s e n s e s i n g l e s t r a n d e d R N A v i r u s e s . H A V w a s fi r st

c l a s s i f i e d a s E n t e r o v i r u s t y p e 7 2 , b u t d u e t o d i f f e r e n c e s i n n u c l e o t i d e s e q u e n c e
, p o o r g r o w t h i n

c e l l c u l t u r e
,

a n d r e s i s t a n c e t o c o n d it i o n s t h a t w o u l d i n a c t i v a t e o t h e r p i c o m a v i r u s e s
,

s o m e

a u t h o r s w o u l d w i s h f o r t h e r e c l a s s i fi c a t i o n o f H A V a s a s e p a r a t e g e n u s (K n i p e a n d H o w l e y

199 1 ) . O t h e r s p e c i e s w it h i n t h e P i c o r n a v i r id a e f a m i ly a r e i n c l u d e d i n t h e g e n e r a R h i n o v i r u s

a n d E n t e r o v i r u s . H A V w a s fi r st v i s u a l i z e d ,
a n d t h u s f o r m a l l y i d e n t i f i e d i n 19 7 3 b y F e i n s t o n e

a n d c o l l e a g u e s (F e i n s t o n e
,
K a p i k i a n e t a l . 1 9 73 ) . T h e h e p a t it i s v i r i o n i s 2 7 - 3 2 n m in d i a m e t e r

a n d h a s a n u c l e o t i d e s e q u e n c e 7 . 5 k b l o n g . T h e H A V g e n o m e h a s a s i n g le o p e n r e a d i n g f r a m e
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e n c o d i n g f o r t h e s t r u c t u r a l p r o t e i n s V P l
, V P 2

,
V P 3

,
a n d V P 4 a n d t h e n o n - s t r u c t u r a l p r o t e i n s

,

s u c h a s R N A d e p e n d e n t R N A p o ly m e r a s e , a s s o c i a t e d w i t h v i r u s s y n t h e s i s a n d r e p l i c a t i o n

(F i g u r e 2 . 2 . 1 ) (C o s t a - M a t t i o l i e t a l .

,
2 0 0 3 ) . T h e r e a r e e l e v e n w e l l - c h a r a c t e r i z e d s t r a i n s o f

H A V c o l l e c t e d f r o m p r i m a t e s a n d h u m a n s , w i t h o n e , H M 17 5 (A u s t r a l i a , 1 9 7 6 ) u s e d in t h i s

st u d y (K n i p e a n d H o w l e y 199 1 ) .

F i g u r e 2 . 2 . 1 H e p a t i t i s A g e n o m e a l o n g w i t h s t r u c t u r a l a n d n o n - s t r u c t u r a l p r o t e i n s .

\ r * v n V P 2 W l ■ H HH H ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ H r c r K
p o i i t A )

9 0 0 n u c l« w i dM

V P J V P l

V P i C l e n n r i m o V P l N i c t m i Ma V T l - J A j u n c Jk m

(J 0 6 n a c t «o «i d e * ) ( [ 7 1 s u d e o d i te j ) { ! 6 « n B c l « i «K l a >

P i c t u r e t a k e n f r o m (C o st a - M a t t i o l i e t a l .

,
2 0 0 3 )

2 . 2 . 2 . 2 E n v i r o n m e n t a l S t a b i l i t y

H A V i s s t a b l e a t p H 1 . 0 fo r 2 h o u r s a t r o o m t e m p e r a t u r e , a n d w i l l r e t a i n s i t s in f e c t i v i t y f o r u p

t o 5 h o u r s . O t h e r P i c o m a v i r u s e s d o n o t f a i r s o w e l l , a n d l o s e i n f e c t i v i t y a f t e r 2 h o u r s a t p H

1 . 0 . H A V i s r e s i s t a n t t o s o m e l e v e l a n d d u r a t i o n o f h e a t . T h e v i r u s i s r e s i s t a n t a t 6 0
°

C f o r 1

h o u r
, p a r t i a l l y i n a c t iv a t e d a t 1 0 - 1 2 h o u r s ((P e r r y a n d M o r t im e r 1 9 84 ; S ie g l , W e it z e t a l . 1 9 84 ) ,

a n d i n a c t i v a t e d i n m i n u t e s a t 9 8 - 1 0 0
° C (P r o v o s t

,
W o l a n s k i e t a l . 1 9 7 5 ) . I n l o n g e r t e r m t r i a l s

,

H A V r e t a i n s i n f e c t iv i t y w h e n d r i e d a n d s t o r e d a t 2 5 ° C a n d 42 % hu m i d i t y f o r 1 m o n t h

(M c C a u s t l a n d , B o n d e t a l . 19 82 ; S o b s e y , S h i e l d s e t a l . 1 9 8 8 ) ,
a n d m a y r e m a i n i n f e c t i v e

i n d e fi n i t e l y w h e n s t o r e d a t - 2 0 ° C (K n i p e a n d H o w l e y 19 9 1) . N a t u r a l e n v i r o n s w h e r e H A V

m a y s u r v i v e f o r m o n t h s o r l o n g e r a r e i n a r t i fi c i a l l y c o n t a m i n a t e d f r e s h w a t e r ,
s e a w a t e r ,
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w a s t e w a t e r , s o i l s , m a r i n e s e d i m e n t s , l i v e o y s t e r s , a n d c r e m e - fi l l e d c o o k i e s (S o b s e y , Sh i e l d s e t

a l . 1 9 88 ) . H A V i s i n a c t i v a t e d b y a v a r i e t y o f c h e m ic a l s o r m e c h a n i s m s i n c lu d i n g u l t r a v io l e t

r a d i a t i o n
,
a u t o c la v i n g ,

f o r m a l i n
,
i o d i n e

,
o r c h l o r i n e

,
w i t h s p e c i f i c t h r e s h o l d s f o r d u r a t i o n a n d

i n t e n s it y (K n i p e a n d H o w l e y 19 9 1) . I n a c t i v a t i o n b y c h l o r i n e i s o f p a r t ic u l a r i n t e r e s t b e c a u s e

w a t e r t r e a t m e n t p la n t s o ft e n u s e c h l o r i n e t o r e d u c e t h e p a t h o g e n l o a d i n d r i n k i n g w a t e r . I n a

r e v i e w a r t i c l e i t w a s n o t e d H A V r e q u i r e s 1 0 - 1 5 p p m o f r e s i d u a l c h l o r i n e o v e r 3 0 m i n
,
f r e e

r e s i d u a l c h l o r i n e a t 2 . 0 - 2 . 5 m g / L f o r 1 5 m i n u t e s (C o u l e p i s , A n d e r s o n e t a l . 1 9 8 7 ) .

2 . 2 . 2 . 3 C l i n i c a l

V i r a l h e p a t i t i s , c a u s e d b y H A V , c o n t a i n s f o u r d i s t i n c t c l i n i c a l p h a s e s : 1 ) i n c u b a t i o n ; 2 )

p r e i c t e r i c s t a g e ; 3 ) i c t e r i c p h a s e ; a n d 4 )c o n v a l e s c e n t p e r i o d (K n ip e a n d H o w l e y 19 9 1 ) . V i r a l

h e p a t it i s h a s a m e d i a n in c u b a t i o n o f r o u g h l y o n e m o n t h
,
b u t r a n g e s f r o m 15 - 5 0 d a y s (C h i n ,

C C D M a n u a l) . I n c u b a t i o n p e r i o d m a y d e c r e a s e w it h a h i g h d o s e o f v i r u s (P a u l , H a v e n s e t a l .

1 9 4 5 ) . I n f e c t i o n l a st s 1 - 2 w e e k s i n m i l d c a s e s , a n d i n s e v e r e c a s e s i s d i s a b l i n g f o r m o n t h s

(C h i n 2 0 0 0 ) . S y m p t o m s o f v i r a l he p a t i t i s i n c l u de a n o r e x i a
,
n a u s e a

,
m a la i s e

,
f e v e r

,
a b d o m i n a l

d i s c o m f o r t , a n d h e a d a c h e s . Pa t i e n t s m a y a l s o d e v e l o p a sy m p t o m a t i c c a s e s
,
t e r m e d i n a p p a r e n t

o r s u b - c l i n i c a l h e p a t i t i s , p r o d u c in g n e i t h e r sy m p t o m s n o r j a u n d i c e (K n i p e a n d H o w l e y 19 9 1) .

A l t h o u g h t w o - t h i r d s o f c l i n i c a l c a s e s h a p p e n i n c h i l d r e n a n d y o u n g a d u l t s , a r o u n d 7 0% o f

d e a t h s f r o m t h e d i s e a s e o c c u r i n i n d iv i d u a l s > 5 0 y r s (K n i p e a n d H o w l e y 199 1 ) .
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2 . 2 . 2 . 4 T r a n s m i s s i o n

H e p a t i t i s A i s a c o m m o n c a u s e o f v ir a l h e p a t i t i s ,
a c c o u n t i n g f o r n e a r ly t w o - t h i r d s o f a l l v i r a l

h e p a t it i s c a s e s (C D C 199 9 a ) .
T h e C D C e s t i m a t e s 3 1% o f p e o p l e in t h e U S h a v e e v e r b e e n

i n f e c t e d w it h H A V (C D C 199 9 b ) . I n t h e U S , a n e st i m a t e d 2 7 0
,
0 0 0 H A V in f e c t i o n s h a v e

o c c u r r e d a n n u a l l y f r o m 19 80 t o 1 9 99
,
w h ic h i s 1 0 . 4 t i m e s g r e a t e r t h e n u m b e r o f c a s e s t h a n

w a s a c t u a l l y r e p o r t e d (A r m s t r o n g a n d B e l l 2 0 02 ) . R a t e s o f v i r a l h e p a t i t i s a r e h i g h e r i n

d e v e l o p i n g c o u n t r i e s w it h c r o w d e d l i v i n g c o n d i t i o n s a n d p o o r s a n i t a t i o n ,
w it h 1 0 0% o f

c h i l d r e n a c q u i r i n g i m m u n i t y a t a n e a r l y a g e (K n ip e a n d H o w l e y 19 9 1) . A lt h o u g h H A V i s

e n d e m i c i n m u c h o f t h e d e v e l o p i n g w o r l d , a s s a n i t a t i o n a n d h y g i e n e i m p r o v e , H A V i n f e c t i o n

i s d e l a y e d (K n ip e a n d H o w l e y 19 9 1 ) . I n t h e U S
,
a h i g h p r o p o r t i o n o f t h e p o p u l a t i o n i s

s u s c e p t ib l e t o H A V i n f e c t io n .

T he m o s t i m p o r t a n t m o d e o f t r a n s m i s s i o n o f H A V i s t h o u gh p e r s o n - t o - p e r s o n c o n t a c t (C D C

19 9 9 b ) . I n o n e m o d e l o f H A V t r a n s m i s s i o n
,

o f e v e r y 10 0 c a s e s o f v i r a l h e p a t it i s i n 6 - 1 1 y e a r

o l ds
,
4 7 s e p a r a t e s e c o n d a r y i n f e c t i o n s w o u l d o c c u r w it h in h o u s e h o l d s (M e y e r h o f f a n d J a c o b s

2 0 0 1) f r o m p e r s o n - t o -

p e r s o n c o n t a c t . H A V i s s p r e a d p r e d o m i n a n t l y t h r o u g h t h e f e c a l - o r a l

r o u t e
,
a n d c a n b e c o n s i d e r e d a n e n t e r i c a l l y t r a n s m it t e d d i s e a s e (K n i p e a n d H o w l e y 19 9 1) .

F r o m 2 t o 7 w e e k s p o s t - e x p o s u r e a n d be f o r e c l i n i c a l s y m p t o m s b e g i n ; t h e v ir u s i s p r e s e n t i n

t h e s t o o l o f i n f e c t e d i n di v i d u a l s—a t m o s t 1 0 v i r i o n s p e r g r a m f e c e s . (H o U i n g e r , D ie n s t a g e t

a l . 19 9 1 ; K n i p e a n d H o w l e y 19 9 1 ) . S h e d d in g o f H A V i n s t o o l m a y l a s t f o r m o n t h s a ft e r

c l i n i c a l s y m p t o m s h a v e h a l t e d (Y o t s u y a n a g i , K o i k e e t a l . 19 9 6 ) .
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F o o db o m e t r a n s m i s s i o n i s a l s o w e l l d o c u m e n t e d . F o o d b o m e i n f e c t io n s h a v e a r i s e n f r o m

fi e l d - c o n t a m i n a t e d p r o d u c e (R o s e n b l u m
,
M i r k in a t a l . 1 9 90 ; C a l d e r

,
S i m m o n s e t a l . 2 0 0 3 ) ,

v i r u s u p t a k e b y s h e l l fi s h (D i e n st a g ,
G u s t e t a l . 1 9 76 ; D e s e n c l o s e

,
K l o n t z e t a l 1 9 9 1 ; X u

,
L i e t

a l . 1 9 9 2 ; A n o n y m o u s 1 99 7 ; B o s c h , S a n c h e z e t a l . 2 0 0 1) , a n d f r o m i n f e c t e d f o o d h a n d l e r s

c o n t a m i n a t i n g i t e m s l i k e s a l a d (H o o p e r , Ju e l s e t a l . 1 9 7 7 ) , b r e a d (W a r bu r t o n
,
W r e g h it t e t a l .

1 9 9 1) m e a t s a n d c h e e s e s (G u s t a f s o n
,
H u t c h e s o n e t a l . 1 9 83 ; P a r k in

,
M a r z i n s k y e t a l . 1 9 83 ) . I n

o n e s t u d y , l e t t u c e w a s e x p e r im e n t a l l y c o n t am in a t e d b y a v o l u n t e e r
'

s fi n g e r p a d . O f a 1 . 2 9 X

10
^
p l a q u e f o r m i n g u n i t s (P F U ) o f H A V fi n g e r p a d i n o c u l u m

,
7 % o r r o u g h l y 9 0 0 0 P F U w a s

t r a n s f e r r e d a n d r e c o v e r e d f r o m l e t t u c e s a m p l e s (B i d aw i d , F a r b e r e t a l . 2 0 00 a ) .
V ir u s t r a n s f e r

w a s r e d u c e d 3 0 - f o ld w i t h t h e u s e o f t o p i c a l a g e n t s o r a l c o h o l b e t w e e n fi n g e r p a d

c o n t a m i n a t i o n a n d l e t t u c e i n o c u l a t i o n (B i d a w i d , F a r b e r e t a l . 2 0 0 0 a ) .

T h o u g h p r e s e n t ,
H A V t r a n s m i s s i o n t h r o u g h b l o o d i s r a r e , a s i s w a t e r b o m e t r a n s m i s s i o n ,

e x p o s u r e t o u r i n e , n a s o p h a r y n g e a l s e c r e t io n s , a n d b y b i t in g i n s e c t s (y e t u n c o n fi r m e d ) (K n ip e

a n d H o w l e y 19 9 1 ; C u t h b e r t 2 0 0 1) .

2 . 2 . 2 . 5 I n f e c t i o u s d o s e

E a r l y s t u d i e s o n t h e in f e c t i o u s d o s e o f H A V w e r e c a r r i e d o u t i n t h e m i d d l e o f t h e l a s t c e n t u r y

d u r i n g h u m a n do s i n g s t u d i e s i n p r i s o n e r p o p u l a t i o n s , a n d m e n t a ll y d i s a b l e d c h i l d r e n
'

s

i n s t i t u t i o n s . S i n c e t h e n
,
h u m a n do s i n g t r i a l s o f H A V h a v e b e e n d e e m e d u n e t h i c a l a n d t h e o n l y

i n f o r m a t i o n a v a i l a b le t o e s t im a t e i n f e c t i o n s do s e i s f r o m a n i m a l m o d e l s a n d s o m e

c i r c u m s t a n t i a l o u t b r e a k in f o r m a t i o n .
.
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I n a n i m a l m o d e l s
,
r o u t e s o f e x p o s u r e a n d i n f e c t i v it y o f H A V w e r e i n v e s t i g a t e d i n 2 s p e c i e s o f

p r i m a t e s
,
s h o w i n g w i l d - t y p e H A V w a s 10

' * ^
- f o l d l e s s i n f e c t i o u s b y t h e o r a l r o u t e c o m p a r e d t o

i n t r a v e n o u s d o s in g ,
t h u s 1 0 - f o l d m o r e v ir u s w a s n e e d e d t o in f e c t b y t h e o r a l r o u t e (P u r c e l l

,

W o n g e t a l . 2 0 0 2 ) . T h e s e r e s u l t s h i g h l i g h t a n i n t e s t i n a l b a r r i e r t o i n f e c t i o n f r o m H A V i n

p r i m a t e s
,

a n d p o s s i b l y h u m a n s (P u r c e l l
,
W o n g e t a l . 2 0 02 ) . S im i l a r l y , in e x p e r i m e n t a l ly

i n f e c t e d c h i m p a n z e e s , t h e o n s e t a n d d u r a t i o n o f v i r e m i a w a s r e l a t e d t o q u a n t it y o f in n o c u l u m

(B o w e r , N a i n a n e t a l . 2 0 0 0 ) . T h e s e d a t a r e la t e t h e h y p o t he s i z e d d o s e - d e p e n d e n t r e l a t i o n s h ip

f o r H A V i n f e c t io n s i n h u m a n a n d a n i m a l m o d e l s U s i n g c ir c u m s t a n t i a l o u t b r e a k i n f o r m a t i o n

a n i n v e r s e r e l a t i o n s h i p w a s f o u n d b e t w e e n t h e n u m b e r s o f s a n dw i c h e s c o n s u m e d a n d t h e

i n c u b a t i o n p e r i o d f o r i l l in d i v i d u a l s d u r i n g a n o u t b r e a k o f H A V a t a p i c n i c c a u s e d b y

c o n t a m i n a t e d t u n a s a n d w i c h e s (I s t r e a n d H o p k i n s 19 85 ) .

O t h e r w o r k a t t e m p t s t o i n f e c t n o n - h u m a n p r i m a t e s w i t h h u m a n s t o o l s a m p l e s . P o l i s h a n d

c o l l e a g u e s q u a l ifi e d t he a m o u n t o f H A V p r e s e n t i n h u m a n s t o o l b y r a n k i n g s a m p l e s a s

p o s i t i v e o r n e g a t i v e w i t h v a r i o u s m o l e c u l a r d e t e c t i o n t o o l s ( 1 9 9 9 ) (T a b l e 2 . 2 . 1) . S a m p le s

s c o r e d a s h i g h l y ,
m o d e r a t e ly a n d w e a k ly r e a c t i v e w e r e d o s e d t o T a m a r i n s

,
a s p e c i e s o f

p r i m a t e , w i t h v a r y i n g r e s p o n s e s (T a b l e 2 . 2 . 1) . O n ly h i g h l y r e a c t i v e h u m a n s t o o l s a m p l e s

p r o d u c e d i n f e c t i o n s i n t e s t a n i m a l s (P o l i s h , R o b e r t s o n e t a l . 1 9 9 9 ) .
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T a b le 2 . 2 . 1 R e l a t i o n b e t w e e n H A V p o s i t i v i t y f r o m h u m a n s t o o l a n d i n f e c t i o n i n

a n i m a l s .

S c a le o f H A V

R e a c t i v i t y

D e t e c t i o n s ig n a l

i n h u m a n s t o o l

E IA P C R - E T B r

I n f e c t io u s r e s p o n s e in T a m a r in s (# 1 - 6 )
d o s e d w i t h h u m a n s t o o l

1 2 3 4 5 6

H ig h ly r e a c t iv e

M o d e r a t e ly r e a c t i v e

W e a k ly r e a c t iv e

+ S t r o n g ly +

We a k ly +

+ = p o s it i v e fo r d e t e c t i o n o r i n f e c t io n

- = n e g a t i v e fo r d e te c t i o n o r i n fe c t i o n

T a b l e c o m p i l e d fr o m d a t a i n (P o l is h
,
R o be r t s o n e t a l 19 9 9 )

2 . 2 . 2 . 6 A t r i s k g r o u p s

M o r e t h a n h a l f o f p a t i e n t s i n f e c t e d w it h h e p a t i t i s A c a n b e c a t e g o r i z e d i n t o o n e o r m o r e g r o u p s

w i t h r e c o g n i z a b l e r i s k f a c t o r s (C D C 199 6 ) . A t r i s k g r o u p s g i v e n a s a p e r c e n t o f a l l r e p o r t e d

i n f e c t i o n s i n a 1 99 3 s t u d y s h o w t h a t 2 2% o f c a s e s a r e f r o m p e r s o n a l c o n t a c t w i t h H A V

i n f e c t e d p a t i e n t ; 5% f r o m h o m o s e x u a l a c t i v it y ; 16% f r o m c h i l d/ e m p l o y e e a t d a y - c a r e o r

c o n t a c t w it h o n e ; 6 % f r o m I n t e r n a t i o n a l t r a v e l ; 2 % f r o m f o o d o r w a t e r b o m e r o u t e s 2 % f r o m

I V d r u g u s e (C D C 199 6 ) . I n a r e v i e w a r t i c l e o n H A V r i s k f a c t o r s
,
F r a n c o a n d c o l l e a g u e s

r e c o m m e n d t h e f o l l o w i n g g r o u p s b e v a c c i n a t e d :
"
b l o o d t r a n s f u s io n r e c ip i e n t s ,

t r a v e l e r s , t h e

m i l i t a r y ,
h e a l t h c a r e w o r k e r s

, s e w a g e w o r k e r s , f o o d h a n d l e r s
,

d a y c a r e a s s i s t a n t s
,

i n s t it u t i o n a l i s e d s u bj e c t s , b l o o d t r a n s f u s i o n r e c ip i e n t s ,
d r u g a d d i c t s ,

h o m o s e x u a l s , p r i s o n e r s

a n d o t h e r r i s k g r o u p s s u c h a l i v e r t r a n sp l a n t e e s
"

(F r a n c o
,
G i a m b i e t a l . 2 0 0 3) .
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2
.
2 . 2 . 7 H e p a t i t i s A o u t b r e a k s a s s o c i a t e d w i t h f o o d s

H A V h a s b e e n l i n k e d t o v i r a l h e p a t i t i s o u t br e a k s i n v o lv i n g m a n y t y p e s o f f o o d s s u c h a s :

s h e l l fi s h
,
fi n fi s h , p r o du c e

,
b a k e d g o o d s ,

m e a t s
,
d a i r y p r o d u c t s , a n d m i x e d f o o d s (T a b l e 2 2 . 2 ) .

C o n t a m i n a t i o n o f f o o d s w it h H A V m a y o c c u r a t a n y l e v e l f r o m 1) g r o w i n g ; 2 ) h a r v e s t i n g ; 3 )

p r o c e s s i n g , p r e p a r a t i o n
,
a n d v a lu e a d d e d -

p r o d u c t i o n . E n v i r o n m e n t a l c o n t a m in a t i o n o f H A V i n

s h e l l fi s h , a n d s p e c i fi c a l l y fi lt e r - f e e d in g b i v a lv e m o l l u s k s i s w e l l d o c u m e n t e d (D i e n s t a g ,
G u s t

e t a l . 1 9 7 6 ; D e s e n c l o s e , K l o n t z e t a l . 1 9 9 1 ; X u , L i e t a l . 1 9 9 2 ; A n o n y m o u s 1 9 97 ; B o s c h
,

Sa n c h e z e t a l . 2 0 0 1) . B i v a l v e m o l l u s k s m a y a c c u m u l a t e v i r u s e s i n h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s t h a n

i n a m b i e n t g r o w i n g w a t e r s , d u e t o b o t h a n a d v a n c e d s y s t e m f o r c a p t u r i n g p a r t i c l e s in

s u s p e n s i o n
,
i n c l u d i n g v i r u s a s s o c i a t e d p a r t i c l e s , (T a b l e 2 . 2 . 2 ) (H e d st r o m a n d L y k e 19 6 4 ; H o f f ,

Ja k u b o w s k i e t a l . 1 9 6 5 ; M e t c a l f a n d S t i l e s 196 5 ; M i t c h e l l
,
P r e s n e l l e t a l . 1 9 6 6 ) ,

a n d a n a b i l i t y

t o fi l t e r h u n d r e d s t o t h o u s a n d s o f g a l l o n s w e e k l y (C B F ; V A - D E Q ; S o b s e y a n d J a y k u s 19 9 1 ) .

A st a r t l in g o u t b r e a k o f v i r a l h e p a t it i s in f o o d s w a s d u e t o H A V c o n t a m i n a t i o n i n s h e l l fi s h

a r o u n d S h a n g h a i , C h i n a
,
s i c k e n i n g 3 0 0

,
0 0 0 (X u

,
L i e t a l . 1 9 92 ) . P r o d u c e e a t e n f r e s h s u c h a s

b l u e b e r r i e s o r l e t t u c e o r f r o z e n f r u it s l ik e s t r a w b e r r i e s a n d r a sp b e r r i e s , a n d f o o d s l i g ht l y

c o o k e d l i k e g r e e n o n io n s h a v e b e e n i m p l i c a t e d i n H A V o u t b r e a k s w i t h c o n t a m i n a t i o n o ft e n

o r i g i n a t in g a t t h e f a r m l e v e l (R o s e n b l u m , M i r k i n e t a l . 19 9 0 ; C a l d e r
,
S im m o n s e t a l . 2 0 0 3 ) .

O t h e r o u t br e a k s i n v o l v i n g f r e s h p r o d u c e r e s u lt f r o m f o o d ha n d l e r c o n t a m i n a t i o n d u r i n g f o o d

p r e p a r a t i o n (H o o p e r ,
Ju e l s e t a l . 1 9 7 7 ; L a t h am a n d S c h a b l e 19 8 2 ) . P r e p a r e d f o o d s

,
s u c h a s

h o t - d o g s , b r e a d , p o t a t o s a l a d
,

s a n dw i c h f o o d s
,

a n d o t h e r m i x e d f o o d s c o n t a m i n a t e d b y

f o o d h a n d l e r s h a v e a l s o b e e n i m p l i c a t e d i n H A V o u t br e a k s (O s t e r h o lm
,
K a n t o r e t a l 19 80 ;

G u s t a f s o n
,
H u t c h e s o n e t a l . 1 9 83 ; H a y a s h i , Y a g i e t a l . 1 9 8 8 ; L o w r y ,

L e v i n e e t a l . 1 9 89 ;

W a r b u r t o n , W r e g h i t t , e t . a l . 1 9 9 1 ) .
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T a b l e 2 . 2 . 2 F o o d b o r n e t r a n s m i s s i o n o f H e p a t i t i s A v i r u s b y f o o d t y p e .

R e f e r e n c e L o c a t i o n S o u r c e C a s e s

S h e l l f i s h

B o s c h 20 0 1

A n o n y m o u s 19 9 7 b

X u 19 9 2

D e s e n c l o s e 1 9 9 1

D ie n s t a g 19 7 6

V a le n c i a
,
S p a i n

N S W
,
A u s tr a l i a

S h a n g h a i
,
C h i n a

5 s t a t e s
,
U SA

V ic to r i a
,
A u s t r a l i a

c l a m s fr o m P e r u

O y s t e r s

r a w c l a m s

r a w o y s te r s

in c o m p le te l y c o o k e d m u s s e l s

1 83

5 0 0

30 0
,
0 0 0

6 1

1 0

F in f l s h a n d P r a w n s

A n o n y m o u s 19 9 7a

Is t r e 19 85

S y d n e y ,
A u s t r a l i a

f r o z e n fr e s h - w a te r p r a w n s a t r e s t a u r a n t ,
b u t n o t l i n k e d t o fo o d ha n d le r 2 3

t u n a s a l a d a t a p ic n i c 1 1

P r o d u c e

M M WR
,
2 0 0 3

C a ld e r 2 00 3

D e n t i n g e r 2 0 0 1

H u t i n 19 9 9

N iu 19 9 2

Ro s e n b l u m 19 9 0

Re id 19 8 7

La t h a m 19 8 2

H o o p e r 19 77

S e v e r a l s t a t e s
,
U S A

N e w Z e a l a n d

O hio
,
U SA

M ic h ig a n a n d M a i n e
,

U SA

m u lt i - s t a t e , U SA

K e n t u c k y ,

U SA

A be r d e e n
,

U K

U ta h
,
U S A

C a l i fo r n i a
,
U S A

g re e n o n io n s 20 7

r a w b lu e b e r r i e s b y p ic k e rs 3 9

g re e n o n i o n s f r o m fa r m 4 3

fr o z e n s t r a w be r r i e s 2 4 2

f r o z e n s t r a w b e r r i e s 2 8

l e t t u c e
,
c o n ta m in a te d b e fo r e d i s t r ib u t io n

f r o z e n r a s p b e r r ie s 2 4

g re e n s a l a d fr o m f o o d h a n d l e r 2 3

to s s e d s a l a d & f r e s h g r a p e f r u it fr o m

fo o d h a n d l e r 13 3

B a k e d G o o d s

B e c k e r 19 9 6 E u s k i r c he n
,
G e r m a n y b a k e d g o o d s

W a rb u r to n 19 9 1 C a m b r id g e
,
U K b r e a d c o n t a m in a t e d b y f o o d ha n d l e r

4 9

> 5 0

M e a t s a n d D a i r y

G u s t a f s o n 19 8 3 T e n n e s s e e
,

U SA c o ld m e a ts a n d c he e s e s fr o m f o o d h a n d le r s m a l l #

M u l t i p l e f o o d s

C D C 2 0 0 3

Lo w r y 1 98 9

H a y a s h i 19 8 8

O s t e r ho lm 1 98 0

M a s s a c h u s e t ts ,
U SA

F lo r id a
,
U SA

N a g o y a ,
J a p a n

U n c o o k e d & c o ld fo o d f r o m fo o d ha n d l e r 4 3

g r e e n s a l a d
, p a n t r y f o o d

,
m ix e d d r in k s f r o m

r e s t a u r a n t 10 3

l u n c he s f r o m a s u pp l i e r -

i c e
, p o t a to s a l a d

,
m o lde d s a lm o n

,
& ho t do g s

f r o m fo o d h a n d l e r 10 2

M o d i f ie d f r o m G r a h a m e t a l
,
20 0 0 ; J a y k u s 19 9 7 ; a n d P u b M e d s e a r c h
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A l t h o u g h c o m m o n m a t r i c e s f o r f o o db o m e v i r a l h e p a t it i s o u t b r e a k s a r e u n d e r s t o o d
,
t h e

m o s t l i k e l y s o u r c e s o f f o o d b o m e c o n t a m i n a t i o n ( f a r m - b a s e d
,
e n v i r o n m e n t a l

,
f o o d h a n d l e r

ba s e d ) a r e n o t w e l l c h a r a c t e r i z e d . E n v ir o n m e n t a l c o n t a m i n a t i o n o f s h e l l f i sh c a u s e d t h e

l a r g e s t k n o w n H A V o u t b r e a k
,
b u t f a r m - b a s e d a n d f o o d h a n d l e r - b a s e d t r a n s m i s s i o n s h a v e

c a u s e d s i n g l e o u t br e a k s in v o l v i n g h u n d r e d s o f c a s e s (H o o p e r ,
J u e l s e t a l . 1 9 7 7 ;

O s t e r h o l m
,
K a n t o r e t a l . 1 9 80 ; H a y a s h i , Y a g i e t a l . 19 8 8 ; X u

,
L i e t a l . 1 9 9 2 ; H u t in

,
P o o l

e t a l . 1 9 9 9 ) . R e s o l v i n g t h e r i s k o f s o u r c e - b a s e d a s s o c i a t i o n o f f o o d b o m e c o n t a m i n a t i o n

i s o f c r i t i c a l i m p o r t a n c e f o r t h e r e m e d i a t i o n o f f o o d b o m e o u t b r e a k s . O n e r e a s o n t h e

s c i e n t i fi c c o m m u n i t y h a s d i f fi c u l t y a d d r e s s i n g t h i s q u e s t io n i s t h a t p u b l i s h e d p e e r -

r e v i e w e d a r t i c l e s b l u r t h e l i n e b e t w e e n c a u s a l m o d e s o f p a t h o g e n c o n t a m i n a t i o n a n d

t r a n s m i s s i o n . T o r e s o l v e t h i s ,
v i r a l o u t b r e a k i n v e s t ig a t i o n s s h o u l d i n c l u d e c o m m o n

m e t h o d s T o t h e s e e n d s
,
t h e C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d P r e v e n t i o n (C D C ) h a s

i s s u e d a w e b - b a s e d
"
O u t b r e a k I n v e s t i g a t i o n T o o l k i t

"

p r o v i d in g p r o t o c o l s f o r s a m p l e

c o l l e c t i o n
, c a s e i d e n t i fi c a t i o n , a p a t i e n t q u e st i o n n a i r e

,
a n d a f o r m f o r s t a t e o r l o c a l h e a lt h

d e p a r t m e n t s t o r e p o r t f o o d b o m e o u t b r e a k s (C D C - F o o d bo m e O u t b r e a k ) . U n f o r t u n a t e l y ,

t h e C D C m o d e l l a c k s a d v i c e o n h o w t o c o l l e c t a n d p r o c e s s f o o d s i m p l i c a t e d i n v i r a l

o u t b r e a k s
,
a s d o m a n y s t a t e a n d l o c a l h e a lt h d e p a r t m e n t s (C D C 2 00 3 ) (L o v e

,
S S p e r s o n a l

c o m m u n i c a t i o n ) .
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2 . 2 . 3 N o r o v i r u s

2 . 2 . 3 . 1 N o r o v i r u s S t r u c t u r e

N o r o v i m s e s a r e a n o n e n v e l o p e d , ic o s a h e dr a l v i r u s 2 7 - 4 0 m i c r o m e t e r s (|am ) i n s i z e . A s a

h u m a n C a l i c i v i r u s
,
i t i s w i t h i n t h e f a m i l y C a l i c i v ir i d a e . W i t h i n t h e c a p s i d o f

N o r o v i m s e s r e s i d e s a l i n e a r , p o s it i v e s e n s e , s i n g l e s t r a n d e d R N A g e n o m e . N o r w a l k

v i r u s
,

t h e fi r s t o f m a n y N o r o v i r u s e s d i s c o v e r e d
,
w a s fi r s t v i s u a l iz e d by e l e c t r o n

m i c r o s c o p y (E M ) i n 1 9 7 2 b y K a p i k ia n a n d c o l l e a g u e s (1 9 7 2 ) T h i s v i r u s st r a i n w a s

c o l l e c t e d 3 y e a r s e a r l i e r i n a n o u t b r e a k a t a s c h o o l in N o r w a l k , O h i o (A d l e r a n d Z i c k l

1 9 6 9 )— t h u s t h e v i r u s
'

s n a m e s a k e . EM w a s e m p l o y e d i n e a r l y e f f o r t s t o c h a r a c t e r i z e

N o r w a lk v ir u s a n d o t h e r m o r p h o l o g i c a l l y r e c o g n i z a b l e v i r u s e s . I t w a s a l s o i n t h i s e r a

R o t a v i r u s w a s v i s u a l i z e d u s i n g E M i n du o d e n a l m u c o u s a f r o m c h a l l e n g e d p a t i e n t s

(B i s ho p ,
D a v i d s o n e t a l . 1 9 7 3 ; B i s h o p ,

D a v i d s o n e t a l . 1 9 74 ) .

N o r o v i r u s e s a r e s e p a r a t e d i n t o f o u r g r o u p s
, g e n o g r o u p s I

,
I I

,
I I I

,
a n d I V (G I

,
G i l

,
G U I

,

a n d G I V ) b a s e d o n p h y l o g e n i c a n a l y s i s ,
w it h G i l t h e m o s t c o m m o n i n n o r o v i r u s

o u t b r e a k s . F i g u r e 2 . 2 . 2 s h o w s t h e n u m b e r o f N o r o v i r u s s t r a i n s d i s c o v e r e d e a c h y e a r ,

o v e r a t w e n t y
-

y e a r p e r i o d . T h e p e a k i n t h e n u m b e r o f n e w n o r o v i r u s s t r a i n s d i s c o v e r e d

i n t h e 19 9 0 s i s d u e t o a d v a n c e s i n m o l e c u l a r m e t h o d s i n c lu d i n g g e n o m e c l o n i n g o f

N o r w a l k v ir u s
,
s e q u e n c in g o f a n o r o v i r u s

,
d e t e c t i o n b y r e v e r s e t r a n s c r ip t a s e p o ly m e r a s e

c h a i n r e a c t i o n (R T - P C R ) a n d d e v e l o p m e n t o f g e n o g r o u p s p e c ifi c p r i m e r s (J i a n g , W a n g e t

a l . 1 99 2 ; A n d o , M o n r o e e t a l . 19 9 5 ) .
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F i g u r e 2 . 2 . 2 N o r o v i r u s s t r a i n s d is c o v e r e d o v e r 2 0 y e a r s
,
1 9 6 9 - 1 9 9 8 .

9

• N o r o v i r u s s t r a in

19 6 5 19 7 0 19 7 5 1 9 8 0 1 9 8 5 1 9 9 0 1 9 9 5 2 0 0 0

Y e a r o f d i s c o v e r y

D a t a f r o m F i e l d s V i r o l o gy (K n ip e a n d H o w l e y 1 9 9 1 ).

2 . 2 . 3 . 2 C l i n i c a l

N o r o v i r u s a s s o c i a t e d v ir a l g a s t r o e n t e r i t i s m a y a s s a i l a l l a g e s o f h u m a n s . T h e d i s e a s e

p r e s e n t s it s e l f w it h a c u t e - o n s e t v o m i t i n g i n m o s t c a s e s . O t h e r s y m p t o m s i n c lu d e w a t e r y

n o n - b l o o d y d i a r r h e a , a b d o m i n a l c r a m p s
,

n a u s e a
,

a n d i n o n e - t h i r d t o o n e - h a l f o f a l l

p a t ie n t s , a l o w -

g r a d e f e v e r f o r < 2 4 h o u r s . F u r t h e r s y m p t o m s a r e m y a l g i a ,
h e a d a c h e s

,

c h i l l s
,
a n d g e n e r a l m a l a i s e . I n c u b a t i o n t a k e s 1 - 2 d a y s ,

a n d s y m p t o m s g e n e r a l l y p e r s i s t

f o r 1- 3 d a y s , b u t m a y b e p r o l o n g e d i n e l d e r l y p a t i e n t s . A c o m m o n c o m p l i c a t i o n o f

N o r o v i r u s a s s o c i a t e d g a s t r o e n t e r it i s i s d e h y d r a t i o n ,
e s p e c ia l l y i n e ld e r ly a n d y o u n g

p a t i e n t s . P a t i e n t s g e n e r a l l y m a k e a c o m p l e t e r e c o v e r y w it h n o s e q u e l a e . A s y m p t o m a t i c

in f e c t i o n s o c c u r i n u p t o 3 0% o f in f e c t i o n s . I n n o n - s p e c i fi c c a s e s ( n o n - o u t br e a k o r
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u n r e c o g n iz e d o u t b r e a k c a s e s ) N o r o v i r u s a s s o c i a t e d v i r a l g a s t r o e n t e r it i s i s d i f fi c u l t t o

i d e n t i f y o n c l i n i c a l g r o u n d s o n l y . D ia g n o s i s o f t h e d i s e a s e i s a id e d g r e a t l y b y a n

e p i d e m i o l o g i c a l i n v e s t ig a t i o n t h a t t a k e in t o a c c o u n t t i m e l i n e s s
,
l o c a t i o n

,
t r a n s m i s s i o n

t y p e ,
v i r u s s t r a i n

,
a n d o t h e r s u s p e c t e d l i n k s be t w e e n c a s e s .

2 . 2 . 3 . 3 T r a n s m i s s i o n

N o r o v ir u s i s t r a n s m it t e d f r o m p e r s o n - t o - p e r s o n , f o o d b o m e , w a t e r b o m e , f r o m t h e

e n v i r o n m e n t
,

a n d f r o m f o m i t e s . I n m a n y i n s t a n c e s
,

o u t b r e a k s m a y i n v o l v e m u l t ip l e

p a t h w a y s (L o v e
,
J i a n g e t a l . 2 0 0 2 ) . T h e v i r u s i n f e c t s a t l o w d o s e s

,
h a s a h i g h i n f e c t i o u s

r a t e
,
in f e c t e d in d i v i d u a l s m a y s h e d h i g h a m o u n t s o f v i r u s i n s t o o l (H o h n e a n d Sc hr e i e r

2 0 0 4 ) . N o r o v i r u s h a s a h i g h i n f e c t i o n r a t e , w i t h 8 2 % be c o m i n g in f e c t e d i n a c l i n i c a l

d o s in g t r i a l in v o l v in g 50 p e o p l e (G r a h a m
,
J i a n g e t a l . 1 9 9 4 ) P e r s o n s i n f e c t e d w i t h

n o r o v i r u s m a y s h e d l a r g e q u a n t i t i e s o f t h e v i r u s in s t o o l
,
a s h i g h a s 1 0

^
p a r t i c l e s p e r g r a m

o f f e c e s r e p o r t e d i n a r e v i e w a r t i c l e (K o o p m a n s a n d D u i z e r 2 0 04 ) . V i r u s s h e d d in g

u s u a l l y o c c u r s w i t h t h e o n s e t o f s y m p t o m s (C D C - C a l i c iN e t ) a n d c a n e x t e n d f o r u p t o 2

w e e k s (B r e s e e , W i d d o w s o n e t a l . 2 0 0 2 ) . I t h a s a l s o b e e n s h o w n t h a t s h e d d i n g b e g i n s

be f o r e s y m p t o m s p r e s e n t t h e m s e l v e s
. I n o n e s t u d y , a f o o d h a n d l e r f r e e o f s y m p t o m s

i n f e c t e d 4 8 r e s t a u r a n t p a t r o n s
, y e t d i d n o t b e c o m e i l l h i m s e l f u n t i l a ft e r h i s s h i ft (G a u l i n ,

F r i g o n e t a l . 19 9 9 ) . T h e i s s u e o f s h e d d i n g i s a l s o i m p o r t a n t f o r a sy m p t o m a t i c c a r r i e r s o f

t h e v ir u s .
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2 . 2 . 3 . 4 I n f e c t i o u s d o s e

S c i e n t i f i c lo g i c i a n s a s s u m e 1 v ir u s p a r t i c l e a s a s i n g l e e n t i t y a n d t h e m in im u m q u a n t i t y

r e q u i r e d f o r i n f e c t i n g h u m a n s , b u t t h e e x a c t n u m b e r o f N o r o v i r u s p a r t i c l e s r e q u i r e d t o

i n f e c t h u m a n s i n a d o s e - r e s p o n s e s t u dy i s m u c h h i g h e r a n d r a n g e s w i t h in 2 l o g s . B e f o r e

t h e e a r l y 1 9 90 s a n d t h e a d v e n t o f R T - P C R d e t e c t i o n f o r N o r o v i r u s (J i a n g ,
W a n g e t a l .

1 99 2 ; Ji a n g , W a n g e t a l . 1 9 92 ) , e s t im a t e s o f in f e c t i o u s d o s e o f N o r o v i r u s w e r e a r t i f i c i a l l y

i n f l a t e d d u e t o p o o r s e n s i t i v i t y o f d e t e c t i o n . C u r r e n t e st i m a t e s p r e d i c t a s f e w a s 10 v ir u s

p a r t i c le s a r e n e e d e d f o r i n f e c t i o n (C D C - C a l i c i N e t ) ,
b u t o t h e r s t u d i e s c i t e a h i g h e r

i n f e c t i o u s d o s e U s in g h u m a n v o l u n t e e r s , M o e a n d c o ll e a g u e s r e p o r t 6 0 0 0 v ir u s p a r t i c l e s

(M o e
,
R h o d e s e t a l . 1 9 9 8 ) a n d 10 0 v ir u s p a r t i c l e s (M o e

,
S o b s e y e t a l . 1 9 99 ) a r e n e e d e d

f o r i n f e c t io n — bu t b o t h r e p o r t s a p p e a r e d i n n o n -

p e e r r e v i e w e d f o r u m s . T w o N o r o v i r u s

r e v i e w a r t i c l e s a s c r i b e t o M o e a n d c o l l e a g u e s
' 1 9 9 9 fi n d i n g s (G l a s s

,
N o e l e t a l . 2 0 0 0 ;

B r e s e e , W i d d o w s o n e t a l . 2 0 0 2 ) , a n d p o s s i b l y s t r e n g t h e n i n g t h e c a s e f o r s u c h r e s u lt s .

F u r t h e r w o r k b y M o e (2 0 0 1) g a v e t h e d o s e t o i n f e c t h a l f o f a l l p a t ie n t s (I D - 5 0 ) a s 4 3 0

P C R d e t e c t a b l e u n i t s (P D U ) (M o e 2 0 0 1) . A s t e c h n o l o g y i m p r o v e s ,
I D - 5 0 a n d / o r

in f e c t i o u s d o s e i n p a t i e n t s m a y s t e a di ly d e c l i n e . W i t h p r e s e n t t e c h n o l o g y o n e m a y

a s s u m e t h a t i n f e c t i o u s d o s e m a y b e a s l o w a s 1 a n d 1 , 0 0 0 v i r u s p a r t ic l e s .

2 . 2 . 3 . 5 A t r i s k g r o u p s

N o r o v i r u s m a y i n f e c t a l l a g e s
,
b u t i s o f sp e c i fi c c o n c e r n t o c e r t a i n r i s k g r o u p s . R i s k

g r o u p s a r e s u b s e t s o f a p o p u l a t i o n w it h a h i g h e r t h a n a v e r a g e l i k e l i h o o d o f in c u r r i n g

d is e a s e . R i s k g r o u p s m a y b e a s s o c i a t e d w it h a g i v e n a c t i v i t y ,
l i f e s t y l e , a g e ,

o r a n y o t he r

v a r i a b l e . O n e m e t h o d f o r c h a r a c t e r i z i n g r i s k i n N o r o v ir u s r e l a t e d g a s t r o e n t e r i t i s i s
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t h r o u g h e p i d e m i o l o g i c a l i n v e s t i g a t i o n s . I n a b r o a d s t u d y b y F a n k h a u s e r a n d c o l l e a g u e s
,

9 0 o u t br e a k s o f n o n - b a c t e r i a l g a s t r o e n t e r i t i s o v e r 1 8 m o n t h s w e r e i n v e st i g a t e d u s i n g R T -

P C R w i t h t w o p r i m e r s e t s , G I a n d G i l (A n d o
,
M o n r o e e t a l . 1 9 9 5 ) . N in e t y

- s i x p e r c e n t o f

o u t b r e a k s w e r e c a u s e d b y N o r o v i r u s , a n d c o n s u m p t i o n o f c o n t a m i n a t e d f o o d w a s

i d e n t i f i e d m o st (3 7% ) a s t h e m o d e o f t r a n s m i s s i o n (F a n k h a u s e r
,
N o e l e t a l . 1 9 9 8 ) .

A c t i v it i e s o r l o c a t i o n s t h a t w e r e i m p l i c a t e d i n a h i g h p e r c e n t a g e o f o u t b r e a k s a r e l i s t e d i n

T a b l e 2
.
2

. 3 .
O n e m u s t a l s o n o t e t h e s i z e o f t h e o u t b r e a k a n d t h e n u m b e r o f p e r s o n s a t

r i s k ,
b e f o r e l a b e l i n g a t r i s k g r o u p s . Wh i l e a g r e a t e r p e r c e n t a g e o f o u t b r e a k s o c c u r i n

n u r s i n g h o m e s a n d h o s p i t a l s (4 3 %) t h a n a t o t h e r s e t t i n g s , w h i c h o n a v e r a g e s i c k e n e d 42

p e o p l e a n d p u t 14 7 p e o p l e a t r i s k
,
l e s s c o m m o n

"
v a c a t i o n s e t t i n g

"
o u t b r e a k s (1 1% ) a f f e c t

a n o r d e r o f m a g n it u de m o r e p e o p l e (F a n k h a u s e r
,
N o e l e t a l . 1 9 9 8 ) . A n i n t e r p r e t a t i o n o f

t h e r e s u l t s i n T a b l e 2 . 2 . 3 i s t h a t a n y N o r o v i r u s o u t b r e a k s u ffi c i e n t l y r o b u s t a s t o o c c u r in

m u l t i p l e l o c a t i o n s w i t h i n s im i l a r s u b - s e t s o f a p o p u l a t i o n s h o u l d b e c o n s i d e r e d a r i s k .

T a b l e 2 . 2 . 3 N i n e t y n o n - b a c t e r i a l g a s t r o e n t e r i t i s o u t b r e a k s f r o m 19 9 6 t o 1 99 7 .

T o t a l O u t b r e a k

P e r c e n t a g e

L o c a t i o n o f o u t b r e a k s

N u r s i n g h o m e s a n d h o s p it a l 4 3 %

R e s t a u r a n t a n d c a t e r e d m e a ls 2 6 %

S c h o o l a n d d a y c a r e c e n t e r s 1 1 %

V a c a t io n s e t t i n g in c lu d in g c r u i s e s h ip s 1 1%

O y s t e r c o n s u m p t io n 6 %

O t h e r (p r i s o n a n d h o m e le s s s h e l te r ) 3 %

T o t a l 1 0 0 %

m o d i f ie d f r o m F a n k h a u s e r e t a l 1 9 9 8
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2 . 2 . 3 . 6 N o r o v i r u s o u t b r e a k s a s s o c i a t e d w i t h f o o d s

N o r o v i r u s o u t b r e a k s a r e i n m a n y w a y s s im i la r t o H A V o u t b r e a k s
,
i n t hi a t b o t li a r e n o n -

e n v e l o p e d s i n g l e s t r a n d e d R N A v i r u s e s o f s im i l a r s i z e , a r e t r a n s m it t e d b y t h e f e c a l - o r a l

r o u t e
,
a n d in f e c t a t v e r y l o w c o p y n u m b e r s . N o r o v i r u s h a s a m u c h s h o r t e r i n c u b a t i o n

p e r i o d ( 1- 2 d a y s ) t h a n H A V ( 15 - 6 0 d a y s ) , a n d i s s h e d i n s t o o l a s e a r l y a s 1 5 h o u r s p o s t ¬

i n f e c t i o n w it h a p e a k s h e d d i n g a t 2 5 - 7 2 h o u r s (G r a h a m ,
J i a n g e t a l . 1 9 94 ) . R a p i d

i n f e c t io n a n d s u b s e q u e n t v i r a l r e p l i c a t i o n e n a b l e s a f a s t e r t u r n a r o u n d t i m e f o r r e - i n f e c t i o n

o r t r a n s m i s s i o n t o a n o t h e r h o s t A lt h o u g h in it i a l n o r o v ir u s o u t b r e a k s o ft e n in v o l v e

f o o d b o m e o r w a t e r bo m e t r a n s m i s s i o n
,
i n f e c t e d i n d iv i du a l s t h e n s p r e a d t h e v i r u s q u i c k l y

t o o t h e r s b y p e r s o n - t o - p e r s o n c o n t a c t o r p e r s o n - e n v i r o n m e n t -

p e r s o n c o n t a c t .

N o r o v i r u s o u t b r e a k s m a y o c c u r i n a n y m a t r ix . L i s t e d in T a b le s 2 . 2 . 4 a n d 2 . 2 . 5 a r e r e c e n t

v i r a l g a s t r o e n t e r i t i s o u t b r e a k s f r o m v a r i o u s m a t r i c e s w i t h c a s e s c o n f i r m e d t o b e n o r o v ir u s

p o s it i v e . T r a n s m i s s i o n i s l i s t e d a s f o o db o m e
,
w a t e r bo m e , o r t h e l o c a t i o n w h e r e t he

o u t b r e a k o c c u r r e d , s u c h a s h o t e l s o r r e s t a u r a n t s . T a b l e 2 . 2 . 4 l i s t s t he m a g n it u de o f

o u t b r e a k s a s t h e n u m b e r o f c a s e s . I m p o r t a n t ly ,
f a c i l i t i e s t h a t h o l d l a r g e n u m b e r s o f

in d i v id u a l s a r e a l s o s u s c e p t i b l e t o l a r g e o u t br e a k s
. S u c h i s t h e c a s e i n b o t h 37 8 a n d 5 87

p e r s o n o u t b r e a k s o n c r u i s e s h i p s (M c E v o y , B l a k e e t a l . 1 9 9 6 ; T h o m t o n
,
D a v i e s e t a l .

2 0 0 2 ) ,
a 3 0 0 p e r s o n o u t b r e a k a t a c o n c e r t h a l l (E v a n s

,
M e l d r u m e t a l . 2 0 02 ) ,

a 1 16 p e r s o n

o u t b r e a k a t a h o t e l (L o v e , J i a n g e t a l . 2 0 02 ) , a 1 12 p e r s o n o u t b r e a k a t a r e s t a u r a n t

(M e r t e n s
,
T h ij s e t a l . 2 0 0 2 ) , a n d b o t h 2 8 1 a n d 4 5 0 p e r s o n o u t b r e a k s a t n u r s i n g h o m e s

(M i l l e r , C a r t e r e t a l . 2 0 02 ; F r e t z
,
S c h m i d e t a l . 2 0 0 3 ) . T o a d dr e s s t h e l i k e l i h o o d o f a

n o r o v i r u s r e l a t e d g a s t r o e n t e r it i s o u t b r e a k i n v a r i o u s s o u r c e s
,
C D C a n a l y z e d 34 8
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o u t b r e a k s d u r i n g 1 99 6 - 2 0 0 0
,
a n d f o u n d m o r e o c c u r r e d t h r o u g h f o o db o m e t r a n s m i s s i o n

(3 8 % ) t h a n b y a n y o t h e r m e a n s (F a n k h a u s e r
,
N o e l e t a l . 1 9 9 8 ) . P e r s o n -

p e r s o n c o n t a c t

w a s i d e n t i f i e d in 12 % o f n o r o v i r u s g a s t r o e n t e r i t i s o u t b r e a k s , a n d w a t e r b o m e t r a n s m i s s i o n

i n 3 % o f o u t b r e a k s (F a n k h a u s e r , N o e l e t a l . 1 9 9 8 ) . W it h i n t h e s a m e d a t a s e t
,
o u t b r e a k s

o c c u r r e d m o s t o ft e n i n n u r s i n g h o m e s a n d h o s p i t a l s ( 4 3% ) ,
f o l l o w e d b y r e s t a u r a n t s o r

c a t e r e d m e a l s (2 6 % ) (F a n k h a u s e r
,
N o e l e t a l . 19 9 8 ) . T h i s i n f o r m a t i o n p r o v i d e s a n in s i g h t

i n t o t h e r i sk o f a v i r a l g a s t r o e n t e r i t i s o u t b r e a k o c c u r r in g a m o n g i n s t it u t i o n a l a n d n o n -

i n s t i t u t i o n a l h e a l t h
,
f o o d s e r v i c e

,
a n d r e c r e a t i o n a l s e t t i n g s . F u r t h e r w o r k t o c h a r a c t e r i z e

a n d d o c u m e n t n o r o v i r u s o u t b r e a k s i s o n g o in g a t C D C t h r o u g h p a s s i v e s u r v e i l l a n c e i n

b o t h t h e F o o d b o m e O u t b r e a k R e s p o n s e a n d S u r v e i l l a n c e u n i t a n d C a l i c i N e t
,
a d a t a b a s e

o f n o r o v i r u s s e q u e n c e s u s e d t o l i n k o u t b r e a k s (C D C - C a l i c iN e t ; C D C -

F o o d b o m e O u t b r e a k ) .
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T a b l e 2 . 2 . 4 N o r o v i r u s T r a n s m is s i o n i n R e c e n t V i r a l G a s t r o e n t e r i t i s O u t b r e a k s .

R e f e r e n c e L o c a t i o n

T r a n s m i s s i o n

a n d / o r S o u r c e

N u m b e r o f

o u t b r e a lc s C a s e s

F o o d b o r n e

F u r u t a 2 0 0 3

B e r g 2 0 0 0

S hie h 2 0 0 0

L e G u y a d e r 1 99 6

K o h n 1 99 5

D a n i e ls 2 0 0 0

G i r i s h 2 0 0 2

G r i ff i n 1 98 2

H o lt by 2 0 0 1

G a u l i n 1 99 9

A lm a g r o
,
N i e v a s 2 0 0 3

G o tz 2 0 02

Lo p m a n 2 0 0 3

Lo p m a n 2 0 0 3

Lo p m a n 2 0 0 3

Lo p m a n 2 0 0 3

L o p m a n 2 0 0 3

Lo p m a n 2 0 0 3

H a m a m a t s u C i ty ,
J a p a n

m u l tip l e s t a t e s
,
U SA

C a l i fo r n i a
,
U SA

7 s ta t e s ,
U SA

Na

T e x a s
,
U SA

D e lh i
,
I n d i a

N e w J e r s e y ,
U SA

U K

Q u e b e c
,
C a n a d a

G ra n a d a
,
S p a i n

Sw e d e n

E n g l a n d a n d Wh a le s

E n g l a n d a n d Wh a le s

E n g l a n d a n d Wh a le s

E n g l a n d a n d Wh a le s

E n g l a n d a n d Wh a le s

E n g la n d a n d Wh a le s

C la m s

O y s t e r s

O y s t e r s

O y s te r s

O y s te r s

d e li s a n dw i c h e s

S a l a d s a n d w i c he s

S a l a d

S a l a d

R a s p be r r i e s

W h ip p e d c r e a m

p u m p k in s a l a d

F i s h

M e a t

O y s t e r s

P o u l t ry
s a l a d s a n d

v e g e ta b l e s

O t he r
*

1

3

1

2 5 c l u s t e r s

i n 7 s ta t e s

1

1 r e s t a u r a n t

1

2

1

1

1

3 0 d a y c a r e

c e n t e r s

6

5

2 0

9

17

2 9

2 2

4 1 8

17 1

> 13 0

7 0

2 3

13 0

6 3

6

> 20 0

2 18

19 5

N a

N a

Na

N a

Na

N a

Wa t e r b o r n e

M a r k s 2 0 03

B o c c i a 2 0 0 2

N yg a r d 2 0 04

A n d e r s o n 2 0 0 3

K u k k u l a 19 9 9

S c h v o e r e r 199 9

N a

S o u t he r n Ita ly

N o r w a y

Wy o m in g ,
U S A

H e in a v e s I
,
F i n l a n d

F r a n c e

W a te r v a p o r

D r i n k i n g w a t e r

D r i n k i n g w a te r

w e l l w a t e r

M u n ic ipa l w a t e r

T a p w a te r

1 s c h o o l

1 r e s o r t

13

2 lo dg e s

T o w n

1 h o s p it a l

N a

34 4

N a

3 5

e s t im a t e d

17 0 0 - 3 0 0 0

2 o r m o r e

H o t e l s

L o v e 2 0 0 2 V i r g i n ia ,
U S A

fo o d ; e n v i r o n m e n t ;

pe r s o n - to -

p e r s o n 1 1 16

R e s t a u r a n t s

M o r te n s 2 00 2

P e ip i n s 2 0 02
"

N e t h e r la n d s

V i rg i n i a ,
U SA

p e r s o n - t o -

p e r s o n

F o o d ; p e r s o n - t o -

pe r s o n

2 g r o u p s

M u lt ip le

2 15

4 5

N a = n o t a v a il a b l e
,

* "

o t h e r f o o d s
"

i n c l u d e s f r u it
,
s o u p ,

de s s e r ts
,
a n d s a v o ry s n a c k s

,

* *
s a m p le s f r o m a

r e s ta u r a n t a n d b u i ld i n g s

A s e a r c h o n P u b M e d fo r
"

N o r o v i r u s O u t b r e a k s
"

r e tu r n e d 4 5 2 h i ts Th i s ta b l e r e p r e s e n t s s o m e fi n d i n g s

fr o m th i s s e a r c h
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T a b l e 2 . 2 . 5 p r o v i d e s d a t a o n a s p e c i a l t y p e o f e n v ir o n m e n t a l t r a n s m i s s i o n o f n o r o v i r u s
,

f r o m s e w a g e a n d / o r h u m a n f e c e s p o l l u t i n g s h e l lfi s h g r o w i n g w a t e r s . S h e l l fi s h m a y

a c c u m u l a t e v i r u s e s in g r e a t e r c o n c e n t r a t i o n s t h a n a m b i e n t w a t e r s
,

a n d s h e l l fi s h

c o n t a m i n a t e d w i t h e n t e r i c v i r u s e s m a y c a u s e v i r a l g a s t r o e n t e r i t i s , s u c h a s t h e t h o u s a n d s

o f n o r o v i r u s c a s e s i n T a b l e 2 . 2 . 5 . T h e m e s f r o m T a b l e 2 . 2 . 5 w i l l b e d i s c u s s e d i n m o r e

d e t a i l i n t h e s e c t i o n o n s h e l l fi s h .

T a b l e 2 . 2 . 5 O y s t e r s r e l a t e d o u t b r e a k s d u e t o N o r o v i r u s a n d (p r e - h a r v e s t ) s ew a g e

c o n t a m i n a t i o n .

R e f e r e n c e L o c a t io n D a t e S o u r c e o f S e w a g e C a s e s

A p p le t o n , 1 9 7 7

M u r p h y , 1 9 9 7

G i l l
,
1 9 8 3

K o h n
,
19 9 5

C D C M MWR 1 9 9 4

E n g la n d

A u s t r a l i a

E n g la n d

L o u is ia n a
,

U S A

F lo r id a
,
U S A

C D C M MWR 1 99 5 F lo r id a , U S A

B e r g 19 9 7 L o u is ia n a
,
U S A

C D C , M M WR 1 9 9 7 L o u is ia n a
,
U S A

19 7 6 U n k n o w n 3 3

1 9 7 8 U n k n o w n 2 0 0 0

1 9 8 3 U n k n o w n 13 7

1 9 9 3 o y s t e r h a r v e s t e r 1 9 0

1 9 9 3 o y s t e r h a rv e s t e r 3 0

o y s te r h a rv e s t e r
,

1 9 95 r e c r e a t io n a l b o a t e r s 7 0

19 9 6 O y s te r h a r v e s t e r
,
o i l r ig 7 2

1 9 9 6 o y s t e r h a r v e s t e r 1 5 3

M o d i f ie d f ro m ( B e r g , 2 0 0 0 )

2 . 2 . 4 B a c t e r i o p h a g e s

2 . 2 . 4 . 1 I n t r o d u c t i o n

B a c t e r i o p h a g e s (p h a g e s ) a r e v i r u s e s t h a t i n f e c t b a c t e r i a , a s o p p o s e d t o o t h e r t y p e s o f

v i r u s e s t h a t i n f e c t a n i m a l s o r p la n t s P h a g e s w e r e fi r s t d i s c o v e r e d i n t h e e a r l y 2 0
*

c e n t u r y b y B r i t i s h a n d F r e n c h r e s e a r c h e r s (P e l c z a r , C h a n e t a l 19 8 8 ) . P ha g e s h a v e

s i m i l a r s t r u c t u r a l a n d m o r p h o lo g i c a l c h a r a c t e r i s t i c s t o o t h e r v i r u s e s , n a m e l y , a p r o t e i n

c o a t s u r r o u n d i n g a n u c l e i c a c i d c o r e . P h a g e s m a y c o n t a i n s i n g le s t r a n d e d o r d o u b l e

s t r a n d e d R N A o r D N A (T a b l e 2 . 2 . 6 ) . P h a g e s s e l e c t i v e ly in f e c t h o st s d e p e n d in g u p o n t h e

r e c e p t o r s it e s o n t h e s u r f a c e o f b a c t e r i a (G o y a l
, G e r b a e t a l . 1 9 87 ) . W i t h p h a g e s t h a t
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i n f e c t b a c t e r i a l h o s t E s c h e r i c h i a c o l i , c a l l e d C o l ip h a g e s ,
c l a s s if i c a t i o n o f f a m i l y i s b a s e d

o n t h e m e t h o d s o f v i r a l a t t a c h m e n t . S o m a t ic c o l i p h a g e s a t t a c h t o h o s t c e l l w a l l s ,
w h i l e

m a l e - s p e c i fi c (F
^

) c o l i p h a g e s a t t a c h t o h o s t s e x p i l l i (H s u
,
S h i e h e t a l . 2 0 02 ) . O n c e

c o n f o r m a t i o n b e t w e e n p h a g e s a n d h o st ,
v i r a l r e p l i c a t i o n o c c u r s o n ly i n s i d e m e t a b o l i z i n g

h o s t b a c t e r i a
,
t h r o u g h t h e u s e o f h o s t r ib o s o m e s

,
a m i n o a c i d s

, p r o t e i n s y n t h e s i z i n g

f a c t o r s
,
a n d e n e r g y (G o y a l

,
G e r b a e t a l . 1 9 87 ) .

2 . 2 . 4 . 2 B a c t e r i o p h a g e s a s I n d ic a t o r s

I n e a r l y 2 0
'
C e n t u r y r e s e a r c h e r s a t t em p t e d u n s u c c e s s f u l l y t o u s e b a c t e r i o p h a g e s (p h a g e s )

a s a n t i b a c t e r i a l a g e n t s t o t r e a t b a c t e r i a l d i s e a s e s (G o y a l , G e r b a e t a l . 1 9 87 ) . T h e m a i n

r e a s o n b a c t e r i o p h a g e s a r e s t i l l s t u d i e d t o d a y i s t h e m o r p h o l o g i c a l a n d s t r u c t u r a l

s i m i l a r i t i e s b e t w e e n p h a g e s a n d e n t e r i c v i r u s e s . P h a g e s
,

a n d m o r e s p e c i fi c a l l y

c o l ip h a g e s ,
s e r v e a s a f e c a l i n d i c a t o r v i r u s i n a q u a t i c e n v i r o n m e n t s (H s u

, S h i e h e t a l
.

2 0 02 ) . C r i t e r i a f o r a n id e a l in d i c a t o r o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n a r e 1) a n a p p l i c a b i l i t y t o

s a mp l e m a t r i x ; 2 ) p r e s e n t in f e c e s
,

s e w a g e ,
a n d f e c a l ly c o n t a m i n a t e d s a m p l e s ; 3)

c o r r e l a t e t h e a m o u n t o f p a t h o g e n s in f e c a l l y c o n t a m i n a t e d s a m p l e s ; 4 ) h a s n o r e g r o w t h in

t h e e n v i r o n m e n t ; 5 ) s u r v iv e s a n d p e r s is t s g r e a t e r t h a n o r e q u a l t o p a t h o g e n s ; 6 ) i s e a s i ly

a n d q u i c k ly d e t e c t e d a n d q u a n t i fi e d b y s h o r t l a b t e s t s ; 7 ) i s h a r m l e s s t o h u m a n s a n d

a n i m a l s ; a n d 8 ) t h e n u m b e r o f i n d i c a t o r s r e l a t e t o a r i s k o f e n t e r i c i l l n e s s (S o n d e 19 6 3 ;

B o n d e 19 6 6 ; S o b s e y 2 00 3 ) . A lt h o u g h c o l i p h a g e s d o n o t f u l fi l l a l l r e q u i r e m e n t s o f a n

i d e a l f e c a l i n d i c a t o r
,
t h e y d o a g r e e i n p o i n t s 1

,
2

, 5 ,
6

, 7 , a n d i n c l u d i n g p o i n t 4 f o r m a l e -

s p e c i fi c (F
*

) o n l y . A l i s t o f i m p o r t a n t f a m i l i e s o f p h a g e s t h a t m a y b e u s e d a s f e c a l

i n d i c a t o r s i s l i s t e d i n T a b l e 2 . 2 . 6
.

3 0

NEATPAGEINFO:id=E65579B0-DC1D-4990-AAC4-1C76BD51CFCC



T a b l e 2 . 2 . 6 B a c t e r i o p h a g e s i m p o r t a n t f o r w a t e r q u a l i t y a s s e s s m e n t .

F a m i ly N u c le i c A c i d s T y p ic a l M e m b e r s T a i l

L e v iv i r id a e s s R N A e n t e r o b a c t e r i o p h a g e n o

M S 2 , Q C

In o v i r id a e s s D N A C o l ip h a g e f l , f d , M 1 3 n o

M ic ro v i r id a e s s D N A C o l ip h a g e f X 1 7 4 n o

P o d o v i r id a e d s D N A C o l ip h a g e 1 6 y e s

S ip h o v i r id a e d s D N A C o l ip h a g e T 5 y e s

M y o v i r i id a e d s D N A C o l i p h a g e T 4 y e s

m o d if ie d f r o m (G r a b o w 2 0 0 1 )
d a t a f r o m ( M a n i lo f f a n d A c k e r m a n n 1 9 8 8 ; P e lc z a r , C h a n e t a l 1 9 8 8 )

E n v i r o n m e n t a l m o n i t o r in g s t u d i e s h a v e i n v e s t i g a t e d p h a g e s l i s t e d i n T a b l e 2 . 2
. 6 a s f e c a l

i n d i c a t o r s i n v a r i o u s m a t r i c e s s u c h a s s h e l l fi s h (D o r e a n d L e e s 1 9 95 ; C h u n g ,
Ja y k u s e t a l .

1 9 9 8 ; D o r e ,
H e n s h i l w o o d e t a l . 2 0 0 0 ; F o r m i g a

- C r u z
,
A l l a r d e t a l . 2 0 0 3 ) , g r o u n d b e e f a n d

p o u l t r y (H s u , Sh i e h e t a l . 2 0 0 2 ) ,
a n d w a t e r (H a v e l a a r

,
v a n O lp h e n e t a l .

19 9 3 ; C h u n g,

Ja y k u s e t a l . 1 99 8 ; S k r a be r ,
G a s s i l l o u d e t a l . 2 0 0 4 ) . D o r e a n d c o l l e a g u e s w o r k i n g w it h

s h e l l fi s h a n d s h e l l fi s h g r o w i n g w a t e r s f o u n d a p o s i t iv e a s s o c ia t i o n b e t w e e n h i g h l e v e l s o f

F
"

^

R N A b a c t e r io p h a g e c o n t a m i n a t i o n a n d b o t h f e c a l p o l l u t i o n i n g r o w i n g w a t e r s a n d

s h e l l fi s h - a s s o c i a t e d d i s e a s e o u t b r e a k (2 0 0 0 ) . S i m i la r ly , o t h e r s h a v e f o u n d t h a t t he

p r e s e n c e o f e n t e r ic v i r u s e s w a s c o r r e l a t e d w i t h t h e p h a g e B a c t e r o i d e s fr a g i l i s s t r a i n

R Y C 2 05 6 a n d m a l e s p e c i fi c F
"

^

R N A p h a g e s i n c o n t a m i n a t e d s h e l l fi s h s a m p l e s (F o rm i g a -

C r u z
,
A l l a r d e t a l . 2 0 03 ; M u n i a in - M u j i k a , C a lv o e t a l . 2 0 0 3 ) . Im p o r t a n t ly , i n s h e l l fi s h

m o n i t o r in g s t u d i e s
,

s o m e s a m p l e s w e r e p o s i t i v e f o r e n t e r ic v i r u s e s b u t c o n t a i n e d n o

i n d i c a t o r p h a g e (F o r m i g a
- C r u z

,
A l l a r d e t a l .

2 0 03 ) . I n s o m e c a s e s t h e l a c k o f c o r r e la t i o n

b e t w e e n p h a g e s a n d e n t e r i c v i r u s e s m a y b e d u e t o t h e m e t h o d s u s e d t o a n a l y z e r e s p e c t iv e

o r g a n i s m s . U s in g m o l e c u l a r m e t h o d s
,

e n t e r i c v ir u s p a r t i c l e s a r e d e t e c t a b l e i n a s s a y s

s o m e t i m e s t e n s t o h u n d r e d s o f t i m e s m o r e s e n s i t i v e t h a n s t a n d a r d p l a q u e - b a s e d de t e c t i o n

m e t h o d s f o r p h a g e s . A s G r a b o w s u m m a r i z e s
,
t h e p r e s e n c e o f p h a g e s m e r e l y i n d i c a t e s
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t h e p o t e n t ia l f o r a s i m i l a r p r e s e n c e o f e n t e r i c v i r u s e s ; a n d t h e a b s e n c e o f p h a g e s m e r e l y

i n d i c a t e s t h e p o t e n t i a l f o r a s i m i l a r a b s e n c e o f e n t e r i c v i r u s e s (2 0 0 1) .

2 . 2 . 4 . 3 C o l i p h a g e M S2

C o l i p h a g e M S2 i s a n i c o s a h e d r a l po s i t iv e - s e n s e s i n g l e s t r a n d e d F
^

R N A c o l i p h a g e i n t h e

L e v i v i r i d a e f a m i ly (G r a b o w 2 0 0 1 ) . T h e c o m p l e t e g e n o m e o f M S 2 i s ~ 3 . 5 k b i n l e n g t h

a n d i s a v a i l a b l e u s i n g a B L A ST s e a r c h e n g i n e . M S 2 h a s s i m i l a r d i a m e t e r
,
s t r u c t u r e

,
a n d

n u c l e a r p r o p e r t ie s t o h u m a n e n t e r i c v i r u s e s l i k e h e p a t it i s A v i r u s , n o r o v i r u s , a n d

e n t e r o v i r u s . R e s i s t a n c e o f M S 2 t o c h e m i c a l s
,

h e a t
,

s u n l i g h t ,
u lt r a - v i o l e t l i g h t ,

c h l o r i n a t i o n ,
a n d w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s i s w e l l d o c u m e n t e d , a s r e v i e w e d b y G r a b o w

(2 0 0 1) . T h e u s e o f M S 2 a s a v i r a l i n d i c a t o r o f e n t e r i c v ir u s e s i n m a t r ic e s s u c h a s w a t e r

a n d f o o d s i s s t i l l u n c l e a r a n d m a y t a k e y e a r s t o d e c a d e s t o a m a s s e n o u g h e n v i r o n m e n t a l

m o n i t o r i n g d a t a t o v a l i d a t e . B u t
,
M S 2 c a n b e u s e d i n b e n c h e x p e r i m e n t s t o e a s i l y ,

q u i c k ly , a n d c h e a p l y a c t a s a m o d e l o r s u r r o g a t e f o r e n t e r i c v i r u s e s . M S 2 i s e n u m e r a t e d

v i s u a l l y u s i n g t h r e e m e t h o d s : 1 ) a s i n g l e
- a g a r

- la y e r (S A L ) p l a q u e a s s a y ,
w h e r e m o l t e n

a g a r i s c o m b i n e d w i t h t h e s a m p l e a n d l o g - p h a s e h o s t b a c t e r i a , t h e n p o u r e d o n t o a p e t r i

d i s h (E PA m e t h o d 16 0 2 ) (S o b s e y ,
S c h w a b e t a l . 1 9 9 0 ; S o b s e y ,

B a tt i g e l l i e t a l . 1 9 9 5 ); 2 )

a d o u b l e - a g a r l a y e r (D A L ) m e t h o d s im i l a r t o S A L b u t m o lt e n a g a r m i x t u r e i s p o u r e d o n t o

s o l i d i f i e d a g a r (E PA m e t h o d 16 02 )(S o b s e y ,
Sc h w a b e t a l . 1 9 9 0 ; S o b s e y ,

B a t t i g e l l i e t a l .

1 9 9 5 ); 3 ) a s p o t
- t i t e r c u l t u r e m e t h o d , w h e r e b a c t e r i o p h a g e i s s p o t t e d i n l Ou l a m o u n t s o n

a s o l i d ifi e d a g a r a n d h o s t p l a t e (J o s e p h s ,
C o u l l e i t t e e t a l . 2 0 0 4 ) ,

4 ) m o s t p r o ba b l e n u m be r

(M PN ) e n r i c hm e n t
,
5 ) a n d m o l e c u la r m e t h o d s (V i n j e e t a l .

,
2 0 0 4 ) . M S 2 i s a l s o d e t e c t e d
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u s i n g m o l e c u l a r t e c h n i q u e s o f R T - P C R a n d p r o b e h y b r i d i z a t i o n (H s u , S h i e h e t a l . 1 9 95 ;

O u d ej a n s , L o n g e t a l . 2 0 03 ) .

2 . 3 F o o d b o r n e O u t b r e a k s a n d V i r u s D e t e c t i o n

2 . 3 . 1 G e n e r a l r e v i e w o f f o o d b o r n e o u t b r e a k s

A m o n g t h e e s t im a t e d 3 8 . 6 m i l l io n i l l n e s s e s c a u s e d b y k n o w n p a t h o g e n s e a c h y e a r i n t h e

U n i t e d S t a t e s ,

~ 3 6 % o r 13 . 8 m i l l i o n o f t h o s e r e s u lt e d f r o m f o o d b o r n e t r a n s m i s s i o n

(M e a d
,
S l u t s k e r e t a l . 1 9 9 9 ) . F o o d b o r n e c o n t a m i n a t i o n m a y o c c u r a t a n y p o in t f r o m t h e

f a r m t o t h e f o r k (K o o p m a n s
,
v o n B o n s d o r f f e t a l . 2 0 0 2 ) ,

a n d t o p r e d i c t t h e e x a c t p o in t a t

w h i c h c o n t a m in a t i o n o c c u r s i s d i f f i c u l t . F o o d b o r n e t r a n s m i s s i o n o f p a t h o g e n s m a y

i n v o l v e l a r g e o u t br e a k s ; t h e l a r g e s t do c u m e n t e d o u t b r e a k s i c k e n e d 3 0 0 , 0 0 0 i n Sh a n gh a i ,

C h i n a w i t h h e p a t i t i s a n d w a s c a u s e d b y c o n t a m in a t e d s h e l l fi s h (X u
,
L i e t a l . 1 9 92 ) .

O t h e r im p o r t a n t s e t t in g s f o r f o o db o r n e o u t b r e a k s a r e h o s p i t a l s ,
s c h o o l s , c o m m e r c i a l

s e t t i n g s ,
a n d g a t h e r i n g s w i t h l a x f o o d h a n d le r o r f o o d s t o r a g e r e g u l a t i o n s l i k e p i c n i c s ,

p o t l u c k s ,
o r p a r t i e s . F o o d bo r n e il ln e s s e s v a r y b y p a t h o g e n t y p e ,

d o s e
, a n d h o st

s u s c e p t i b i l i t y . N e v e r t h e le s s , i t m a y b e a s s u m e d t h a t a n y e p i s o d e o f du r e s s c a u s e d b y a

f o o d b o r n e p a t h o g e n i s u n d e s i r a b l e , a n d c o u l d c o m p r o m i s e f u t u r e h e a lt h ,
w a g e

- e a r n i n g

c a p a b i l i t y , a n d q u a l it y o f l if e o f t h e p r i m a r y h o s t o r a n y o t h e r d o w n s t r e a m c a s e .

M a n y fo o d b o r n e i l l n e s s e s a r e u n d e r r e p o r t e d
,
w it h r e p o r t e d c a s e s s h o w i n g t h e t ip o f t h e

i c e b e r g S u r v e i l l a n c e s t u d i e s f r o m C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d P r e v e n t i o n (C D C)

f r o m 19 8 3 - 1 9 9 2 l i s t s a r o u n d 5
,
0 0 0 f o o d b o r n e o u t b r e a k s i n f e c t i n g a r o u n d 17 0

,
0 0 0

p a t i e n t s (B e a n , G r i f fi n e t a l 1 9 90 ; B e a n , G o u l d in g e t a l . 1 9 9 6 ) . I n t h e p a t i e n t s w h e r e a n
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e t i o l o g i c a l a g e n t w a s i d e n t i fi e d
,
b a c t e r i a l p a t h o g e n s c o m p r i s e d 9 0 - 9 2 % a n d v i r a l

p a t h o g e n s o n l y 5 - 6 % (B e a n
,
G r if fi n e t a l . 1 9 9 0 ; B e a n

,
G o u l d i n g e t a l . 1 9 9 6 ) . I n t h e l a s t

d e c a d e
, p r e s u m a b ly t h e n a t u r e o f f o o d b o m e o u t b r e a k s h a v e n o t h a v e c h a n g e d

s i g n i f i c a n t l y f r o m t h o s e r e c o r d e d b y C D C i n t h e 1 9 80 s a n d e a r l y 1 9 9 0 s
,
b u t r e c e n t ly t h e

n u m b e r o f f o o d b o m e v i r a l i l l n e s s e s h a s i n c r e a s e d . I n r e c e n t y e a r s ,
l a b o r a t o r i e s h a v e

a c q u i r e d t h e a b i l it y t o d e t e c t g e n o m i c i n f o r m a t i o n f r o m p r e v io u s ly c l a s s i f i e d
"
n o n -

b a c t e r i a s a m p l e s
" by p o l y m e r a s e c h a in r e a c t i o n (P C R ) . P r e v i o u s l y u n i d e n t i f i e d o r

d i f fi c u lt t o i d e n t i f y f o o d b o m e p a t h o g e n s m a y n o w b e c a t e g o r i z e d a s v i r a l p a t h o g e n s .
I t

i s e s t im a t e d t h a t c u r r e n t ly a r o u n d 7 o f e v e r y 1 0 f o o d b o m e i l l n e s s e s a r e c a u s e d b y v ir a l

p a t h o g e n s (M e a d
,
S l u t s k e r e t a l . 1 9 9 9 ) . T h e a p p l i c a t i o n o f m o l e c u l a r b i o l o g y h a s

r e v o l u t i o n iz e d t h e s t r a i n - s p e c i fi c i d e n t i fi c a t i o n a n d s e q u e n c e m a t c h i n g o f c a s e s o f

g a st r o e n t e r it i s a n d o t h e r f o o d b o m e i l l n e s s e s .

T r a c k i n g f o o d b o m e o u t b r e a k s a n d i l l n e s s e s p r o v i d e s u s e f u l i n f o r m a t i o n f o r h e a l t h c a r e

p r o f e s s i o n a l s , r e g u l a t o r s
,
c o m m e r c i a l f o o d d i s t r i b u t o r s , a n d t h e g e n e r a l c o n s u m e r p u b l i c .

F o o d N e t
,

a n e p i d e m i o l o g i c a l a n d e n v i r o n m e n t a l m o n it o r i n g s y s t e m f o r c o m m o n

p a t h o g e n s a s s o c i a t e d w it h f o o db o m e o u t b r e a k s w a s s p e a r h e a d e d i n 199 5 b y C D C , t h e

U S D e p a r t m e n t o f A g r i c u l t u r e (U SD A ) ,
a n d t h e F o o d a n d D m g A dm i n is t r a t i o n (F D A ) .

F o o d n e t i s a n i m p o rt a n t fi r st a t t e m p t a t t r a c k i n g f o o d b o m e c a s e s o f b a c t e r i a l a n d p a r a s i t ic

o r g a n i s m s i n t h e U n i t e d S t a t e s (U S) p o p u l a t i o n , b u t l a c k s a n a t i o n w i d e m o n i t o r i n g o f

e v e n t h e m o s t c o m m o n f o o d b o m e v i r a l p a t h o g e n s . A s c u r r e n t t e c h n o l o g y p r o v i d e s

o p p o rt u n i t i e s f o r i m p r o v e m e n t s in f o o d s a f e t y , m a n a g e a b l e s y s t e m s r e g u l a t i n g t h e

d e t e c t i o n
,
t r a c k i n g ,

a n d r e d u c t i o n o f p r e
- c o n s u m e r f o o d b o m e p a t h o g e n c o n t a m i n a t i o n i s
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a n a c h i e v a b l e g o a l . T o w a r d s t h e s e e n d s a c o r p o r a t e e n t i t y , a g o v e r n m e n t
,
a n d a s o c ie t y

h a s t h e k n o w l e d g e , t e c h n o l o g y , a n d r e s p o n s ib i l i t y t o s e c u r e s a f e a n d h e a l t h f u l f o o d s t u f f s .

2 . 3 . 2 M e t h o d s f o r d e t e c t i n g v i r u s e s i n f o o d s

T e s t i n g f o o d s f o r v i r a l p a t h o g e n s i s n o t a r o u t i n e o p e r a t i o n
,

a n d o ft e n p e r f o r m e d o n l y

w it h j u s t c a u s e , f o r e x a m p l e , w h e n e p i d e m i o l o g i c a l e v i d e n c e l i n k s t h e c o n s u m p t i o n o f

f o o d s t u f f s w i t h a n o u t b r e a k o r if t h e s o u r c e o f i n f e c t i o n i s d e s ir e d (C l iv e r
,
E l l e n d e r e t a l .

1 9 83 a ) . E v e n a m o n g k n o w n o u t b r e a k s
,

i d e n t if y i n g t h e m o d e a n d s o u r c e o f

c o n t a m i n a t i o n i s d if f i c u l t
,
b e c a u s e f o o d s m a y b e c o m e c o n t a m i n a t e d a n y w h e r e

" f r o m

f a r m t o f o r k
"

(K o o p m a n s a n d D u i z e r 2 0 04 ) . F o o d - s t u f f s m a y c o m e i n c o n t a c t w i t h

v i r u s e s f r o m h u m a n f e c e s d u r i n g i r r i g a t i o n , h a r v e s t i n g (R o s e n b l u m , M i r k in e t a l . 1 99 0 ;

C a l d e r
,
Si m m o n s e t a l . 2 0 0 3 ) ,

w a s h i n g (W a r n e r
,
C a r r e t a l . 1 9 9 1) ,

o r f o o d p r e p a r a t i o n

(H o o p e r ,
J u e l s e t a l . 1 9 77 ; L a t h a m a n d S c h a b l e 1 9 82 ; G u s t a f s o n , H u t c h e s o n e t a l . 1 9 83 ;

W a r n e r
,
C a r r e t a l . 1 9 9 1 ; C D C 2 0 03 ) ,

w h i l e o t h e r f o o d s l i k e s h e l l fi s h a c t i v e l y a c c u m u l a t e

v ir a l p a t h o g e n s b y fi l t e r i n g f e c a l l y p o l l u t e d s e aw a t e r (S h e i h ,
B a r ic e t a l . 2 0 0 3 ) . F o o d s a s

v e h i c l e s f o r p a t h o g e n s p o s e v a r y i n g r i s k s d e p e n d i n g u p o n s e v e r a l f a c t o r s s u c h a s

p a t h o g e n
- h o s t c h a r a c t e r i s t i c s

,
d o s e

,
a n d d e g r e e o f c o o k i n g . T h e t y p e o f p a t h o g e n

c o n t am i n a t i n g t h e f o o d a n d a n i n d i v i d u a l s r e s p o n s e t o t h e p a t h o g e n d i c t a t e s t h e s e v e r it y

o f r e s p o n s e . F o r e x a m p l e , B o t u l i n u m t o x i n (f r o m C l o s t r i d i u m b o t u l i n u m ) in b a b y f o o d

(A rm a d a ,
L o v e e t a l . 2 0 03 ) c a n p r o v e f a t a l f o r i n f a n t s , w h i l e a g a s t r o i n t e s t i n a l p a t h o g e n

m a y o n ly c a u s e m i l d d i a r r h e a a n d d e h y dr a t i o n . T h e a m o u n t o f c o n t a m i n a t e d f o o d

c o n s u m e d m a y i n c r e a s e t h e s e v e r i t y o r d u r a t i o n o f d i s e a s e a s s h o w n i n a n o u t b r e a k o f

H A V a t a p i c n i c ,
w h e r e a n i n v e r s e r e l a t i o n s h i p w a s dr a w n b e t w e e n n u m b e r o f
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c o n t a m in a t e d s a n d w i c h e s c o n s u m e d a n d t h e in c u b a t i o n p e r i o d o f t h e i l l n e s s ( I s t r e ,
1 9 8 5 ) .

P r o c e s s i n g o r c o o k i n g r e g i m e s w i l l a l s o m o d if y r i s k o f d i s e a s e b y d e c r e a s i n g p a t h o g e n s

in f o o d a s r e v i e w e d b y K o o p m a n s a n d c o l l e a g u e (2 00 4 ) , o r b y in t r o d u c i n g a t i m e f o r

f o o d h a n d l e r s t o c o n t a m in a t e f o o d (Wa r b u r t o n , W r e g h it t e t a l . 1 9 9 1 ; C D C 2 0 0 3) f o r

e x a m p l e ) . M e t h o d s t o d e t e c t p a t h o g e n s i n f o o d s a i d i n d e t e r m i n i n g v i r a l l o a d s i n

c o n t a m i n a t e d f o o d s , o u t b r e a k s o r o t h e r w i s e ; a n d b y r e l a t i o n
,
h e l p p u b l i c h e a lt h

p r o f e s s i o n a l s a n d r e g u l a t o r s a t t e n u a t e p a t t e r n s o f f o o d - b o r n e c o n t a m i n a t i o n a n d

c o n s u m p t i o n a m o n g h i g h
- r i s k p o p u l a t i o n s .

D e t e c t in g v i r a l p a t h o g e n s i n f o o d s i s c h a l l e n g i n g ,
t i m e c o n s u m i n g , a n d e x p e n s i v e

(C l i v e r
,
E l l e n d e r e t a l . 1 9 83 a ) . D e t e c t i o n l i m i t s m a y v a r y w i t h f o o d- t y p e , p a t h o g e n ,

a m o u n t o f c o n t a m i n a t io n , o r d e t e c t i o n m e t h o d a s s h o w n b y C a s t e e l (2 0 0 1 ) a n d r e v i e w e d

b y J a y k u s f o r s h e l l fi s h (J a y k u s 1 9 9 7 ; C a s t e e l 2 0 0 1 ) . M e t h o d s f o r de t e c t i n g v i r u s e s m a y

b e i n h ib it e d b y e n t i t i e s i n t h e f o o d— e s p e c i a l l y w i t h m o l e c u l a r d e t e c t i o n . S a m p l e s

p r o du c i n g i n h i b i t o r s t o m o l e c u l a r d e t e c t i o n i n c l u d e
,
b u t a r e n o t l im it e d t o s o i l - c o v e r e d

p r o d u c e (C a s t e e l 2 0 0 1 ) ,
i n t e r n a l l y c o n t a m i n a t e d f o o d s a n d / o r c o m p l e x f o o d s t h a t r e q u i r e s

h o m o g e n iz a t i o n (C a s t e e l
,
L o v e e t a l . 2 0 0 3 ) ,

c e r ta i n p l a n t p o l y s a c c h a r i d e s (D e m k e a n d

A d a m s 19 92 ) , a n d s he l l fi s h (A t m a r
,
M e t c a l f e t a l . 1 9 9 3) . I n h i b i t o r s t o r e v e r s e

t r a n s c r i p t i o n R T o r P C R m a y g i v e f a l s e n e g a t i v e s i g n a l s i n m o l e c u la r d e t e c t i o n . I n

a d d i t i o n , m a n y v i r u s e s c o m m o n t o f o o d b o m e o u t b r e a k s d o n o t g r o w o r g r o w p o o r l y in

c e l l c u l t u r e (C r o t n e a n s
,
S o b s e y e t a l . 1 9 87 ; A t m a r a n d E s t e s 2 00 1 ) , a n d f e w a n i m a l

m o d e l s a r e a v a i l a b l e (P o l i s h ,
R o b e r t s o n e t a l . 1 9 9 9 ; P u r c e l l

,
W o n g e t a l . 2 0 0 2 ) .
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T y p e s o f f o o d s c o m m o n ly l i n k e d t o v i r a l g a s t r o e n t e r i t i s o r v i r a l h e p a t i t i s o u t b r e a k s a r e

s h e l l fi s h (D e s e n c l o s e
,
K l o n t z e t a l . 19 9 1 ; A n o n y m o u s 1 9 9 7 ; B e r g ,

K o h n e t a l . 2 0 0 0 ;

F u r u t a
,
A k i y a m a e t a l . 2 0 03 ) , p r o d u c e (G a u l i n

,
F r i g o n e t a l . 1 9 9 9 ; H u t in ,

P o o l e t a l .

1 99 9 ; D e n t in g e r ,
B o w e r e t a l . 2 0 0 1 ; C a l d e r , S im m o n s e t a l .

2 0 0 3 ) b a k e d g o o d s

(W a r b u r t o n
,
Wr e g h it t e t a l . 1 9 9 1 ; B e c k e r

,
P r o m s e e t a l . 19 9 6 ) ,

d e l i s a n d w i c h e s (D a n i e l s ,

B e r gm ir e - S w e a t e t a l . 2 0 0 0 ) a n d m ix e d s a l a d s (H o l t b y , T e b b u t t e t a l . 2 0 0 1 ; G o t z
,
J . B . e t

a l . 2 0 0 2 ) . W it h i m p r e c i s e e p i d e m i o l o g i c a l d a t a a n d c h a l l e n g in g e n v i r o n m e n t a l

c o n fi r m a t i o n , m u l t i p l e f o o d s c a n b e i m p l i c a t e d i n a s i n g l e o u t b r e a k . S u c h w a s t h e c a s e

f o r 1 ) L o w r y a n d c o l l e a g u e s w it h t h e p o t e n t i a l c u l p r i t b e i n g g r e e n s a l a d , p a n t r y f o o d , o r

m i x e d d r i n k s f r o m r e s t a u r a n t (L o w r y , L e v in e e t a l .
1 9 8 9 ); 2 ) O s t e r h o l m a n d c o l l e a g u e s

w i t h i c e
, p o t a t o s a l a d

,
m o l d e d s a l m o n

,
a n d h o t d o g s i m p l i c a t e d i n a n o u t b r e a k (O st e r h o l m

,

K a n t o r e t a l . 1 9 8 0 ) ; a n d 3 ) r e s t a u r a n t f o o d a m o n g o t h e r s t o b l a m e f o r a n o u t b r e a k

e x p o s e d b y L o v e a n d c o l l e a g u e s (L o v e
,
Ji a n g e t a l . 2 0 02 ) . L a c k o f c o r r e l a t i o n b e t w e e n

i l ln e s s a n d a s in g l e f o o d t y p e i n t h e e x a m p l e s a bo v e m a y m e a n m u lt i p l e s o u r c e s o f

c o n t a m i n a t i o n
,
b u t m o s t l i k e l y n o t e n o u g h e p i d e m i o l o g i c a l e v i d e n c e w a s g a t h e r e d t o

p i n p o i n t t h e c a u s e o f t h e f o o d b o m e i l ln e s s . I n t h e s e e x a m p l e s a n d i n o t h e r o u t b r e a k

i n v e s t i g a t i o n s
,

e n v i r o n m e n t a l d e t e c t i o n m a y b e u s e f ii l t o s e c u r e t h e e t i o l o g i c a l l i n k

b e t w e e n a l i k e l y c o n t a m i n a t e d f o o d - t y p e a n d m o r b id it y .

S u sp e c t e d c o n t a m i n a t e d fo o d s f r o m o u t br e a k s a r e c o l l e c t e d a c c o r d in g t o r o u t i n e

s a m p l i n g p r o c e d u r e s o u t l i n e d i n t h e B a c t e r i o l o g i c a l A n a l y t i c a l M a n u a l (B A M ) b y F D A
'

s

C e n t e r f o r F o o d S a f e t y a n d A pp l i e d N u t r i t i o n (F D A 2 0 0 3 ) a n d by t h e I n t e r n a t i o n a l

C o m m i s s i o n o n M i c r o b i o l o g ic a l Sp e c i fi c a t i o n s f o r F o o d s (I C M SF 1 9 86 ) . B r i e fl y ,
B A M
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a s k s f o r a s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t n u m b e r o f r e p r e s e n t a t i v e f o o d s a m p l e s ( a t l e a s t l OOg

e a c h ) fr o m t h e p u r p o r t e d l y c o n t a m i n a t e d f o o d t o a s s u r e m e a n i n g f u l r e s u lt s (F D A 2 0 0 3 ) .

S a m p l in g v a r i e s by f o o d - t y p e ,
w i t h s o l id

,
s e m i s o l id

,
v i s c o u s , o r l i q u i d f o o d s (F D A 2 0 0 3 ) .

St e r i l e s a m p l i n g t e c h n i q u e a n d a s e p t ic e q u i p m e n t m u s t b e u s e d t o c o l l e c t t h e f o o d

s a m p l e s (F D A 2 0 03 ) . F o o d s a m p l e s m a y b e k e p t i n t h e o r i g i n a l p a c k a g i n g o r s t o r e d i n

"
c l e a n

,
d r y ,

l e a k - p r o o f
,
w i d e - m o u t h e d

,
s t e r i l e

,
a n d o f a s i z e s u i t a b l e f o r s a m p l e s o f t h e

p r o du c t
"

c o n t a i n e r (F D A 2 0 0 3) . F o o d s am p l e s a r e t h e n t r a n sp o r t e d t o a l a b o r a t o r y i n t h e

o r i g in a l s t o r a g e c o n d it i o n s ( f r o z e n
,
r e f r i g e r a t e d ,

o r a t r o o m t e m p e r a t u r e ) a n d a n a ly z e d

w i t h i n 2 4 o r 3 6 h r s f o r s h e l l fi s h a n d r e f r i g e r a t e d f o o d s r e s p e c t i v e l y (F D A 2 0 03 ) . O n c e

a r r i v i n g a t t h e l a b o r a t o r y f o r p r o c e s s in g , v a r i o u s m e t h o d s a r e e m p l o y e d t o d e t e c t a n d / o r

r e c o v e r p a t h o g e n s f r o m f o o d s a m p l e s . A d e t a i l e d a n d p r a c t i c a l r e v i e w o f s u c h m e t h o d s

f o r v i r a l p a t h o g e n s w i l l e n s u e .

2 . 3 . 2 . 1 R e c o v e r y ,
e x t r a c t i o n a n d c o n c e n t r a t i o n

P r o c e s s in g r e g i m e s f o r d e t e c t i n g v i r a l p a t h o g e n s in f o o d s am p l e s d e p e n d h e a v i l y o n t h e

t y p e o f c o n t a m in a t i o n a n d t h e t y p e o f f o o d . S a m p l e s m a y h a v e s u r f a c e c o n t a m in a t i o n
,

s u c h i s o ft e n t h e c a s e w it h w h o l e f r u i t s
,

n u t s , a n d v e g e t a b l e s (C l i v e r
,
E l l e n d e r e t a l .

1 9 83 a ; R o s e n b l u m , M i r k i n e t a l . 1 9 9 0 ; W a r n e r , C a r r e t a l . 1 9 9 1 ; H o l t b y ,
T e bb u t t e t a l .

2 0 0 1 ; C a ld e r
,
S im m o n s e t a l . 2 0 03 ) ,

o r i n t e r n a l ly c o n t a m in a t e d a s w i t h s h e l l fi s h o r m i x e d

f o o d s (R e i d a n d R o b in s o n 1 9 87 ; A tm a r
,
N e i l l e t a l . 1 9 9 5 ) . F o o d s c o n t am i n a t e d b y a

f o o d h a n d l e r m a y c o n t a in e i t h e r s u r f a c e o r i n t e rn a l c o n t a m i n a t i o n
, d e p e n d i n g o n t h e f o o d

t y p e a n d a m o u n t o f f o o d p r e p a r a t i o n . O n c e t h e t y p e o f c o n t a m i n a t i o n i s d e t e r m i n e d
,
a n

e f f e c t i v e r e c o v e r y s c h e m e m a y b e e m p l o y e d .
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B r i e f l y , w i t h s u r f a c e c o n t a m i n a t i o n o n p r o d u c e i t e m s l i k e l e t t u c e a n d b e r r i e s , v i r u s e s

m a y b e e l u t e d w i t h s i m p l e s u r f a c e w a s h e s (K o n o w a l c h u k a n d S p i e r s 1 9 77 ; B i d a w i d ,

F a r b e r e t a l . 2 0 0 0 a ; C a s t e e l 2 0 0 1 ; D u b o i s , A g i e r e t a l . 2 0 02 ) T h e p r o d u c e - w a s h e d

e l u a t e s g e n e r a l l y c o n t a i n s o m e o f t h e f o l l o w i n g l i s t o f r e a g e n t s : s a lt s
,
b u f f e r c o m p o n e n t s

,

a c i d s o r b a s e s
,
a n d p r o t e i n s a s s u m m a r iz e d b y C l iv e r a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 83 a ) . I n e a r ly

w o r k , g r a p e s w e r e s u r f a c e - c o n t a m in a t e d w i t h p o l i o v i r u s 1 a n d c o x s a c k i e v i r u s B 5
,
t h e n

v i r u s w a s e l u t e d c o m p a r a b ly w i t h w a t e r
, p h o s p h a t e - b u f f e r e d s a l i n e (P B S ) , o r 0 . 5 %

p o ly e t h y l e n e g ly c o l (K o n o w a l c h u k a n d Sp i e r s 1 9 77 ) . L a t e r st u d i e s b y B i d a w i d a n d

c o l l e a g e s a l s o u s e d P B S
,
i n t h i s c a s e 1 m l o f s l i g h t l y b a s i c P B S (p H 7 . 6) w a s

p i p e t t e d /w a s h e d 2 5 t i m e s o n p r o d u c e i n o c u l a t e d w it h H A V (B i d a w i d
,
F a r b e r e t a l .

2 0 0 0b ) . A ft e r c o n c e n t r a t i o n , i n v e s t i g a t o r s c o u l d d e t e c t H A V by R T - P C R w h e n a s l it t l e

a s 1 0 P F U w a s in o c u l a t e d i n i t i a l ly o n l e t t u c e . I n a n o t h e r s u r f a c e - e lu t i o n a p p r o a c h
,
i n t a c t

p r o d u c e s a m p l e s w e r e g e n t l y a g i t a t e d ( 100 r m p ) i n 3 0 m l o f b u f f e r f o r 6 0 m i n u t e s t o

r e l e a s e s u r f a c e c o n t a m in a t e d v ir u s p a r t i c l e s (C a s t e e l
,
2 0 0 1 ) . U s i n g l a r g e r f o o d s a m p l e s

t h a n o t h e r r e s e a r c h e r s , D u b o i n s a n d A g i e r s r e c o v e r e d P V
,
H A V

,
a n d N V f r o m 100 g o f

r a s p b e r r i e s
,
f r u i t m i x t u r e

,
s t r a w b e r r i e s

,
r a d i s h e s

,
a n d l e t t u c e (D u b o i s

,
A g i e r e t a l . 2 0 02 ) .

F r u i t a n d p r o d u c e w e r e r e l a t iv e ly f r e e o f i n h i b i t o r s t o R T - P C R i n u n d i lu t e d s a m p l e s , b u t

s o m e i n h ib i t i o n w a s s e e n . A n y w h e r e f r o m 0 . 2 - 0 . 0 6 g o f f r u i t a n d p r o d u c e w a s a s s a y e d i n

o n e R T - P C R r e a c t i o n
,
w h i c h c o r r e s p o n d s t o - 0 . 2 % o f t h e t o t a l f o o d s a m p l e . T h e

d e t e c t i o n l i m it b y R T - P C R w a s a n i n p u t l e v e l o f 5 0 T C I D (5 0% t i s s u e c u l t u r e i n f e c t i o u s

d o s e ) o f H A V w h e n i n o c u l a t e d in 1 00 g r a m s o f f o o d . T h e m e t h o d w a s a b l e t o r e c o v e r y

1 7 % o f i n i t i a l l y i n o c u l a t e d H A V . R e g a r d l e s s o f t h e s i m p l i c it y o r b e n c h - b a s e d

3 9

NEATPAGEINFO:id=89A22589-D507-4897-A034-0B7477588B28



p r o f i c i e n c y ,
f e w s u r f a c e - e l u t i o n m e t h o d s h a v e b e e n u s e d t o d e t e c t v i r u s p a r t i c l e s i n

o u t b r e a k s i t u a t i o n s . S c hw a b a n d c o l l e a g u e s u s e d a n o v e l a n d s u c c e s s f u l a p p r o a c h t o

d e t e c t N V f r o m o u t b r e a k s a m p l e s b y R T - P C R (2 0 0 0 ) . T o r e c o v e r n o r o v i r u s e s a n d H A V ,

t h e y w a s h e d 3 0 g o f c o n t a m i n a t e d d e l i m e a t s ( h a m ,
t u r k e y , a n d r o a s t b e e f ) w i t h e it h e r 4 0

m l o f P B S o r s o a k e d i n 4 m l o f T R I z o l ( a g u a n i d i n i u m - p h e n o l - b a s e d r e a g e n t ) (S c h w a b ,

N e i l l e t a l . 2 0 0 0 ) . P B S w a s h e d s a m p l e s w e r e f l u o r o c a r b o n e x t r a c t e d a n d P E G

c o n c e n t r a t e d , a s d o n e w i t h t y p i c a l e l u t i o n m e t h o d s
,
w h i l e i n t h e f a s t e r T R I z o l a p p r o a c h

n o v i r u s c o n c e n t r a t i o n w a s n e c e s s a r y . T h e T R I z o l m e t h o d w a s c h o s e n , g i v i n g d e l i m e a t

s a m p l e s w e r e f r e e o f i n h i b i t o r s t o R T - P C R a t t h e 1 : 1 0 0 d i l u t i o n a n d o n ly 0 0 6 g (0 . 2 % )

o f f o o d w a s a s s a y e d p e r R T - P C R r e a c t i o n . T h e d e t e c t i o n l im it b y R T - P C R w a s r e a c h e d

a t a n i n p u t l e v e l o f 0 . 4 - 4 P F U o f H A V i n 3 0 g r a m s o f d e l i m e a t
,
a n d H A V w a s a l w a y s

d e t e c t e d b y R T - P C R w it h in p u t l e v e l s o f 5 - 5 0 P F U . O n e f a u l t o f t h i s n e w t e c h n iq u e i s

t h a t p r o c e s s e d s a m p l e s a r e o n l y a p p l i c a b l e t o d e t e c t i o n b y m o l e c u l a r m e t h o d s a n d n o t b y

c e l l - c u l t u r e i n f e c t i v i t y ,
b e c a u s e v i r u s c a p s i d s a r e l y s e d e a r l y i n t h e m e t h o d . T h i s

d e f i c i e n c y p r e c l u d e s t h e S c h w a b m e t h o d f r o m u s e i n d i s i n f e c t i o n e x p e r i m e n t s
,

o r t o

r e c o v e r e n t e r i c v i r u s e s t h a t h a v e a n im a l m o d e l s f o r d e t e c t i o n .

I n t e r n a l l y c o n t a m i n a t e d f o o d s r e q u i r e m o r e r i g o r o u s p r o c e s s in g t h a n s u r f a c e

c o n t a m i n a t e d f o o d s . T y p i c a l p r o c e s s i n g o f i n t e r n a l l y c o n t a m i n a t e d f o o d s b e g i n s w i t h

b l e n d i n g ,
s t i r r i n g ,

o r s h a k in g t h e s a m p l e in l i q u i d . F o o d s o f v a r y in g t e x t u r e
,
s o l i d i t y ,

o r

m a k e - u p m a y r e q u i r e m o r e o r l e s s h o m o g e n iz a t i o n t o a c h i e v e a n a d e q u a t e m ix t u r e . I n

g e n e r a l
,
h o m o g e n iz a t i o n i n c r e a se s t h e s u r f a c e a r e a o f t h e fo o d a n d a l l o w s a n e l u a t e m o r e

c o n t a c t w i t h v i r u s e s . A s C l i v e r a n d c o l le a g u e s n o t e
,
t h e h o m o g e n a t e s h o u l d n o t b e
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u n du ly h e a t e d d u r i n g m ix i n g (1 9 8 3 a ) . F o l l o w i n g t h i s a d v i c e , p r e v i o u s s t u d i e s h a v e

h o m o g e n i z e d f o o d i n c h i l l e d , s t e r i l e w a t e r (C h u n g , Ja y k u s e t a l . 1 9 9 6 ; S h i e h , C a l c i e t a l .

19 9 9 ; M u l l e n d o r e
,
S o b s e y e t a l . 2 0 0 1) . A ft e r h o m o g e n i z a t i o n ,

a r e s e a r c h e r h a s s e v e r a l

o p t i o n s a m o n g t w o p o p u la r t y p e s o f m e t h o d s a n d m a n y l e s s e r k n o w n m e t h o d s t o p r o c e s s

f o o d s .

2 . 3 . 2 . 2 E l u t i o n - C o n c e n t r a t i o n

T w o p o p u l a r m e t h o d s , m o s t n o t a b l y u s e d f o r v i r u s d e t e c t i o n in s h e l l f i s h , a r e e l u t i o n -

c o n c e n t r a t i o n a n d a d s o r p t i o n - e lu t i o n - c o n c e n t r a t i o n (a l s o k n o w n a s a c i d - a d s o r p t i o n -

e l u t i o n - c o n c e n t r a t i o n ) . T h e f o r m e r m e t h o d e m p l o y s pH c h a n g e s t o w a r d s b a s i c o n

h o m o g e n i z e d s a m p l e ,
t h u s e n a b l i n g t h e e l u t i o n o f v i r u s p a r t i c le s f r o m t h e f o o d m a t r i x .

S a m p l e s a r e t y p ic a l l y c e n t r i f u g e d a n d t h e v i r u s c o n t a in i n g s u p e rn a t a n t i s r e c o v e r e d , t h e n

f u r t h e r c l a r i f i e d a n d c o n c e n t r a t e d b e f o r e c e l l - c u lt u r e a s s a y o r n u c l e i c a c id d e t e c t io n .

F o r a n i n - d e p t h r e v i e w o f e x t r a c t i o n - c o n c e n t r a t i o n f r o m i t s i n c e p t i o n i n t he m i d - 1 9 6 0 s

(J a y k u s
,
H e m a r d e t a l . 19 9 4 ) . O n e c r it i c i s m o f t h e e x t r a c t i o n - c o n c e n t r a t i o n m e t h o d i s t h e

l a c k o f c l e a n s u p e r n a t a n t s a m p l e s ,
w h i c h m a y i n h ib it v i r u s d e t e c t i o n (J a y k u s , H e m a r d e t

a l . 1 9 9 4 ) .

R e s p o n d i n g t o v a l id c o n c e r n s , r e s e a r c h e r s a t t e m p t o v e r c o m e p o o r s a m p l e q u a l it y b y

m o d i f y i n g t h e w a y f o o d s w e r e p r o c e s s e d . I n o n e s t u d y , 5 0 g r a m s s a m p l e s o f l e t t u c e a n d

h a m b u r g e r w e r e i n o c u l a t e d w it h p o l i o v ir u s t y p e 1 (P V l ) ,
H A V

,
a n d N o r o v i r u s (N V ) a n d

r e c o v e r e d b y h o m o g e n i z a t i o n - e lu t i o n - c o n c e n t r a t i o n (L e g g it t a n d J a y k u s 2 0 00 ) .

H a m b u r g e r e x t r a c t s w e r e fi lt e r e d t h r o u g h c h e e s e c l o t h a ft e r e l u t i o n t o r e m o v e im p u r i t i e s ,
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w h i l e "
c le a n e r

" f o o d s l i k e l e t t u c e r e c e i v e d n o fi l t r a t i o n ( L e g g it t a n d J a y k u s 2 0 0 0 ) ; (S a i r
,

D
'

S o u z a e t a l . 2 0 02 ) . O n a v e r a g e ,
2 - 4 % H A V w a s r e c o v e r e d u s i n g t h i s m e t h o d .

I n t e r e s t i n g ly ,
h a m b u r g e r s am p l e s w e r e f r e e o f i n h i b i t o r s t o R T - PC R a t t h e 1 : 1 0 d i l u t i o n

( ~ 0 . 1 5 g o f h a m b u r g e r s p e r r e a c t i o n ) ,
w h i l e l e t t u c e s a m p le s r e q u i r e d a n e x t r a t e n f o l d

d i l u t i o n ( ~ 0 . 0 1 5 g l e t t u c e p e r r e a c t i o n ) . Su r p r i s in g l y ,
t h e m o r e i n h i b i t o r y m a t e r i a l t o

R T - P C R h a d a l o w e r d e t e c t i o n l i m i t ( 1,
0 0 0 F PU H A V i n i n i t ia l 5 0 g l e t t u c e ) t h a n t h a t f o r

h a m b u r g e r ( 1 0 ,
0 0 0 F PU i n i n it i a l 5 0 g h a m b u r g e r s ) . T h i s e x a m p l e h i g h l i g h t s t h e

d i f f e r e n c e s b e t w e e n r e c o v e r y a n d d e t e c t i o n ; n a m e l y ,
a m e t h o d m a y b e a d v a n c e d i n

m e a n s t o r e c o v e r v i r u s e s ( a s i n t h e c a s e f o r l e t t u c e ) , b u t m a y b e d e fi c i e n t i n m e a n s t o

d e t e c t v i r u s p a r t i c le s b y R T - P C R (s o t o o w i t h l e t t u c e ) . S a m p l e q u a l i t y ,
a s t h e

c o m p a t i b i l i t y o f a s a m p l e w it h a m e t h o d f o r d e t e c t i o n , a n d i n t h i s c a s e R T - P C R b y

L e g g i t t , i s o ft e n a c h ie v e d t h r o u g h e x t e n s i v e d i lu t i o n o f fi n a l s a m p l e s . A n o t h e r w a y t o

i m p r o v e s a m p l e q u a l it y i s t o s t a r t w it h s m a l l e r s a m p l e s ,
a s r e a c h e d b y d i s s e c t i n g o y s t e r s

s t o m a c h s
,
d i g e s t i v e d iv e r t i c u l a ,

a n d / o r h e p a t o p a n c r e a s i n s t e a d o f p r o c e s s i n g w h o l e o y s t e r

(A tm a r , N e i l l e t a l . 1 9 9 5 ; A t m a r , N e i l l e t a l . 1 9 96 ) . D i s s e c t e d o y s t e r s p r o v i d e a 1 . 5 g

s i n g le s a m p l e s i z e (A tm a r
,
N e i l l e t a l . 19 9 5 ) ,

w h i c h a r e p u r p o r t e d t o c o n t a i n f e w e r

i n h i b i t o r s t h a n w h o l e o y s t e r s a m p l e s (Sh i e h , p e r s o n a l c o m m u n i c a t io n ) . A n o t h e r fi n d i n g

s u p p o r t i n g t h e u s e o f d i s s e c t e d o y s t e r s i s t h a t v i r u s e s a r e l o c a l i z e d i n o y s t e r d i g e s t i v e

s y s t e m s—a s d e s c r i b e d i n S e c t i o n 2 . 4 . 7 . R e g a r d l e s s o f t h e c h o i c e t o d i s s e c t s h e l l fi s h , f o r

c l e a n s a m p l e s r e s e a r c h e r s m u s t a l s o p u r s u e a g g r e s s i v e c l a r ifi c a t i o n s t e p s s u c h a s o n e o r

m o r e fl u o r o c a r b o n e x t r a c t i o n s a n d o n e o r m o r e c o n c e n t r a t i o n s t e p s u s i n g 5 %

c e t y lt r i m e t h y l a m m o n i u m b r o m i d e (C T A B ) ,
C a t - F l o c T

,
P r o - C i p a t e , o r p o l y e t h e l e n e
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g l y c o l (P E G ) (A tm a r ,
M e t c a l f e t a l . 19 9 3 ; J a y k u s

,
D e L e o n e t a l . 19 9 6 ; M u l l e n d o r e

,

S o b s e y e t a l . 2 0 0 1 ) .

S a m p l e s p r o c e s s e d a s a bo v e h o p e f u l l y c o n t a i n h i g h c o n c e n t r a t i o n s o f v i r u s e s i n a s m a l l

v o l u m e o f l i q u i d b u f fe r ,
w i t h v ir u s r e c o v e r y a n d i n h i b it i o n r e m o v a l d i c t a t e d b y t h e s t e p s

o f a m e t h o d . Sm a l l v o l u m e f in a l s a m p l e s (0 . 1 - 1 m l ) a r e f a v o r e d f o r d e t e c t i o n b y

m o l e c u l a r m e t h o d s
,
w h i le l a r g e r f i n a l v o lu m e s ( 1- 1 0 m l) a r e a l s o a c c e p t a b l e in i n f e c t i v i t y

a s s a y s .

2 . 3 . 2 . 3 A c i d - A d s o r p t i o n E l u t i o n - C o n c e n t r a t i o n

A s e c o n d p o p u l a r m e t h o d t o c o n c e n t r a t e v i r u s p a r t i c l e s f o u n d i n f o o d s ,
b u t m a i n l y

s h e l l fi s h
,
i s a d s o r p t i o n - e l u t io n - c o n c e n t r a t i o n . T h e m e t h o d o r i g i n a t e d i n 1 9 7 8 (S o b s e y ,

C a r r i c k e t a l . 1 9 7 8 ) ,
a n d a q u a r t e r o f a c e n t u r y l a t e r a v e r s i o n o f t h i s m e t h o d (M u l l e n d o r e

,

S o b s e y e t a l . 2 0 0 1 ) w a s f o u n d t o b e m o s t s e n s i t iv e w h e n c o m p a r e d t o s i x o t h e r m e t h o d s

(A t m a r , N e i l l e t a l . 1 9 9 6 ; Ch u n g , J a y k u s e t a l . 1 9 9 6 ; H a fl i g e r ,
G i l g e n e t a l . 1 9 9 7 ; G r e e n ,

H e n s h i l w o o d e t a l . 1 99 8 ; L e e s 2 00 0 ; K i n g s l e y a n d R i c h a r d s 2 0 0 1) i n a m o n it o r i n g s t u d y

i n Sw i t z e r l a n d (B e u r e t , B a u m g a r t n e r e t a l . 2 0 0 3 ) . I n a n o t h e r c o m p a r a t i v e st u d y , S u f i e n

a n d c o l l e a g u e s a l s o f o u n d a c i d a d s o r p t i o n e l u t i o n p r e f e r a b l e o v e r a n e l u t i o n m e t h o d f o r

r e c o v e r i n g H A V f r o m c l a m s (S u n e n
,
C a s a s e t a l . 2 0 04 ) . T h e a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n

m e t h o d , i n i t s m o s t c u r r e n t r e v i s io n
,
h a s a d e t e c t i o n l i m i t o f 0 . 3 3 P F U o f H A V s e e d e d i n

o y s t e r s p e r R T - P CR r e a c t i o n (M u l l e n do r e , S o b s e y e t a l . 2 0 0 1 ) . T h i s m e t h o d t y p i c a l l y

u s e s w h o l e o y s t e r s (C . v i r g in c i a ) ,
w h i c h w e i g h ~ 10 - 2 5 g a n d a r e p r o c e s s e d i n 2 5 g o r 5 0 g

b a t c h e s (C h u n g ,
Ja y k u s e t a l . 1 99 6 ; Ja y k u s

,
D e L e o n e t a l . 1 9 9 6 ; S h i e h , C a l c i e t a l . 1 9 9 9 ;

M u l l e n d o r e
, S o b s e y e t a l . 2 0 0 1 ) . T h e m e t h o d h a s a l s o b e e n p e r f o r m e d e f f e c t i v e l y w it h
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c l am s (S u n e n , C a s a s e t a l . 2 0 0 4 ) . B r i e f l y , h o m o g e n i z e d s h e l l fi s h a r e a dj u st e d t o p H

- 4 . 8 - 5 a n d a c o n d u c t iv it y < 2 , 0 00 |a S / c m , c e n t r i f u g e d ,
a n d t h e a c i d - a d s o r b e d v ir u s p e l l e t

i s r e t a i n e d (M u l l e n d o r e , S o b s e y e t a l . 2 0 0 1 ) . O p t i m i z a t i o n o f t h e c o n d u c t i v i t y a n d p H o f

t h e s h e l l fi s h h o m o g e n a t e f o r r e c o v e r y o f e n t e r i c v i r u s e s w a s u n d e r t a k e n i n t h e e a r l y t o

m i d 19 7 0 s (S o b s e y , Wa l l i s e t a l . 1 9 7 5 ) S u b s e q u e n t s in g l e o r m u l t ip l e e lu t i o n s u s i n g a

s l i g h t l y b a s i c (p H 7 . 5 - 9 . 5 ) ,
s a l in e (0 . 1 4 M N a C l ) , p r o t e i n s o l u t i o n (e . g . 0 . 0 5 M g ly c i n e o r

0 . 5 M t h r e o n in e ) e l u t e v i r u s o f f o y s t e r m a t e r i a l . L a r g e v o l u m e e lu a t e s a r e c o n c e n t r a t e d

w it h s i n g le o r m u lt i p l e P E G p r e c i p i t a t i o n s (4 - 10 % PE G
, u s u a l l y 8% a n d 0 . 3 M N a C l )

f o l l o w e d b y c e n t r if u g a t i o n a n d r e s u s p e n s io n o f v ir u s c o n t a i n i n g p e l l e t . C l a r i fi c a t i o n

u s i n g a fl u o r o c a r b o n i s a c h i e v e d b e f o r e s m a l l v o l u m e s a r e a p p l i e d t o c e l l c u l t u r e o r R N A

e x t r a c t e d a n d v i r u s p a r t i c l e s m u l t ip l i e d b y (R T )P C R (Ja y k u s
,
D e L e o n e t a l . 1 9 96 ;

C r o m e a n s
,
N a i n a n e t a l . 1 9 9 7 ; M u l l e n d o r e

,
S o b s e y e t a l . 2 0 0 1) .

2 . 3 . 2 . 4 O t h e r e x t r a c t i o n - c o n c e n t r a t i o n m e t h o d s

L e s s e r - k n o w n e x t r a c t io n - c o n c e n t r a t i o n m e t h o d s u s e e n z y m e s a n d c h e m i c a l s t o d i g e s t

s a m p l e s ,
r a t h e r t h a n t h e t r a d i t i o n a l m e c h a n i c a l h o m o g e n i z a t io n a p p r o a c h . I n o n e

a p p r o a c h , 10 m l o f a 1 0 % B r e w e r s P r o t e a s e
^ **

s o lu t i o n i s a d d e d t o 5 g o f v i r u s c o n t a i n i n g

s h e l l fi s h
,
a n d a l l o w e d t o d i g e s t f o r 2 h o u r s a t 5 6 ° C (L e g e a y ,

C a u d r e l i e r e t a l . 2 0 00 ) .

D i g e s t e d o y s t e r t i s s u e i s t h e n c l a r i fi e d u s i n g a c h l o r o f o r m - l ik e e x t r a c t i o n ( L e g e a y ,

C a u d r e l i e r e t a l . 2 0 0 0) . T h e C e n t e r f o r E n v i r o n m e n t
,
F i s h e r i e s , a n d A q u a c u l t u r e

(C E F A S ) i n t h e U n it e d K i n g d o m ,
u s e s a s i m i l a r s h e l l fi s h d i g e s t i o n m e t h o d w i t h t h e

r e p l a c i n g p r o t e i n a s e K fo r B r e w e r s P r o t e a s e
™

,
a n d a d i f f e r e n t fl u o r o c a r b o n fo r

e x t r a c t i o n (C E F A S
, p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) . I n b o t h t h e L e g a y a n d t h e C E F A S
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m e t h o d s , a n e m p h a s i s i s p l a c e d o n r a p i d e x t r a c t i o n o f v i r u s . S m a l l s a m p l e w e i g h t s ( 0 . 5 - 5

g ) a l l o w f o r s i m i l a r l y s m a l l s am p l e v o l u m e s ( 1 - 1 0 m l ) , t h u s e s c a p i n g P E G , f i lt r a t i o n , o r

o t h e r c o n c e n t r a t i o n t e c h n i q u e s (L e g e a y ,
C a u dr e l i e r e t a l . 2 0 0 0) .

2 . 3 . 2 . 5 A s s a y a n d C h a r a c t e r iz a t i o n

V i r u s e s r e c o v e r e d f r o m f o o d s a m p le s u s in g o n e o f t h e a b o v e m e t h o d s a r e t h e n a s s a y e d

a n d c h a r a c t e r i z e d . S p e c i fi c a l l y ,
t h e m a t r i x o f c o n t a m i n a t i o n

,
d e g r e e o f c l a r ifi c a t i o n

,

s a m p le q u a l it y ,
t h e c o n c e n t r a t i o n f a c t o r

,
a n d t h e d e t e c t i o n l im it o f t h e a s s a y w i l l a l l

w e i g h h e a v i l y o n t h e a b i l i t y t o d e t e c t a n d / o r q u a n t i f y t h e v i r u s t h a t m a y b e p r e s e n t i n

f o o d s a m p le s T w o c o m m o n m e t h o d s f o r d e t e c t i o n o f e n t e r ic v ir u s e s i n f o o d s a r e t h e c e l l

c u l t u r e i n f e c t i v i t y a s s a y a n d (R T )P C R f o l lo w e d b y s o m e f o r m o f v i s u a l iz a t i o n o r

h y b r i d iz a t i o n . B a c t e r i o p h a g e s m a y b e d e t e c t e d b y (R T ) P C R o r t h r o u g h i n f e c t i v i t y u s i n g

a n e n r i c h m e n t a s s a y ,
a l s o a s i n g l e o r d o u b l e a g a r l a y e r m e t h o d . I m p o r t a n t l y ,

m o l e c u la r

d e t e c t i o n m e t h o d s d i f f e r in s e n s i t i v it y t o f o o d - b a s e d i n h i b it o r s
,
a n d t h e m o s t s e n s i t i v e

m e t h o d f o r v i r u s d e t e c t i o n i n P B S o r w a t e r m a y n o t a l w a y s b e t h e m o s t r o b u s t m e t h o d

w h e n d e t e c t i o n t a k e s p l a c e i n a f o o d - b a s e d m a t r ix . W it h o u t e l a b o r a t i n g f u r t h e r ,

c o n v e n t i o n a l R T - P C R
,

n e st e d R T - P C R
,

r e a l t im e R T - P C R
,

a n d in f e c t i v it y a s s a y s a r e

e x p l a i n e d i n t h e M e t h o d s a n d M a t e r i a l s s e c t i o n a n d c r it i q u e d i n t h e D i s c u s s i o n s e c t io n .
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2 . 4 S h e l l fi s h a s a M o d e l f o r F o o d S a f e t y R e s e a r c h

2 . 4 . 1 I n t r o d u c t i o n t o M o l l u s k s

O f i n t e r e s t t o P u b l i c H e a lt h p r a c t i t i o n e r s a r e t h o s e m o l l u s k s t h a t : 1 ) a r e e a t e n b y h u m a n s ;

2 ) c o n c e n t r a t e m i c r o b i a l p a t h o g e n s b e y o n d a m b i e n t le v e l s ; a n d 3 ) a r e i m p o r t a n t

e c o n o m ic r e s o u r c e s . B i v a l v e m o Uu s c a n s h e l l fi s h f u l fi l l t h e s e t h r e e r i s k c a t e g o r i e s

s u r p r i s in g l y w e l l
,
a n d c a n s e r v e a s a m o d e l f o r a p p l i e d f o o d s a f e t y r e s e a r c h .

B y s t u d y i n g m o l l u s k s he l l s f r o m a r c h e o l o g i c a l s it e s (I C A Z ) ,
r e s e a r c h e r s t h in k

p r e h i s t o r i c h u m a n s l i v i n g n e a r o c e a n s ,
r i v e r s , l a k e s , a n d o t h e r b o d i e s o f w a t e r s u st a i n e d

o n s h e l lfi s h f o r m u c h o f t h e i r d i e t .
T o u n d e r s t a n d t h e c u r r e n t c o n s u m p t i o n p a t t e r n s f o r

s h e l l fi s h , o y s t e r h a r v e s t y i e l d s w e r e c o m p l i e d . O n e p o p u l a r o y s t e r s p e i c e s , C v i r g in i c a ,

w a s c o m m e r c i a l l y h a r v e s t e d a t a r a t e o f ~ 8 m i l l i o n b u s h e l s p e r y e a r f r o m 19 8 0 t o 1 9 9 0 in

A t la n t i c C o a s t a n d G u l f C o a s t w a t e r s (K e n n e d y ,
N e w e l l e t a l . 19 9 6 ) . C o m m e r c i a l l y , t h e

1 0 m i l l i o n k i l o g r a m s o f s h u c k e d o y s t e r m e a t a t a v a lu e o f $ 75 m i l l i o n c a m e o u t o f

A t l a n t i c C o a s t , G u l f C o a s t , a n d C a n a d i a n w a t e r s i n 1 9 89 (K e n n e dy , N e w e l l e t a l .
1 9 96 ) .

T h e s e a r e c o n s e r v a t i v e e s t i m a t e o f U S sh e l l fi s h c o n s u m p t i o n g i v e n t h a t t h e c o u n t

r e p r e s e n t s t h e h a r v e s t o f o n e s p e c i e s ,
b u t s h o w t h e p o p u l a r i t y o f s h e l l fi s h a s a c o n s u m e r

g o o d . S h e l l fi s h a r e o f t e n e a t e n r a w o r p a r t i a l l y c o o k e d , w h i c h c o u p l e d w it h t h e

p o s s i b i l i t y f o r m i c r o b i a l c o n t a m i n a t i o n
,
l e a d s i n c r e a s e d r i s k f o r f o o db o m e t r a n s m i s s i o n

o f v i r a l a n d o t h e r m i c r o b i a l p a t h o g e n s .

2 . 4 . 2 S h e l l f i s h - b o r n e i l l n e s s e s

A l t h o u g h p a t h o g e n i c v i r a l c o n t a m i n a t i o n i s a c o n c e r n
,
a n d t h e t o p i c o f t h i s p a p e r ,

it i s n o t

t h e o n l y c a u s e o f s h e l l fi s h - b o r n e i l l n e s s e s . O t h e r c a u s e s in c l u d e b a c t e r i a l p a t h o g e n s ,
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c h e m ic a l t o x i n s
,
a n d a l l e r g i e s l i s t e d i n T a b l e 2 . 4 . 1 . T h e s e v e r it y o f i n f e c t i o n r a n g e s f r o m

a s y m p t o m a t i c t o a c u t e o r c h r o n i c i l l n e s s
,

o r i n t h e c a s e o f t o x i c i t y i s d o s e - d e p e n d e n t .

C l i n i c a l p r e s e n t a t i o n o f m o s t V i b r i o s , S h i g e l l a , C a mp y l o b a c t e r
,
a n d N o r o v ir u s i n f e c t i o n s

i s g a s t r o e n t e r i t i s
,
w h i l e S a l m o n e l l a i n f e c t i o n s c a u s e s e p t i c e m i a

,
a n d h e p a t i t i s A i n fe c t i o n s

r e s u l t in v i r a l h e p a t i t i s (K l o n t z a n d R ip p e y 19 9 1) . C h e m i c a l t o x i c i t y p r e s e n t s i t s e l f a s

f o u r sy n d r o m e s in h u m a n s (T a b l e 2 . 4
.
1) . C h e m i c a l t o x i n s a c q u i r e d f r o m c o n s u m i n g

s h e l l f i s h a c t u a l ly c o m e f r o m m a r i n e d i n o f l a g e l l a t e s fi lt e r e d a s f o o d f o r s h e l l fi s h . T h e

m o s t s e r i o u s r i s k f o r i n g e st i n g c h e m i c a l t o x i n s f r o m s h e l l fi s h is d u r i n g a
"
r e d t i d e ,

"

w h i c h i s c h a r a c t e r iz e d b y a h i g h r e p l i c a t i o n r a t e a m o n g d i n o fl a g e l l a t e s i n m a r i n e w a t e r s

(K l o n t z a n d R i p p e y 19 9 1) . A l l e r g i c r e a c t i o n s a l s o c a u s e s he l l fi s h - b o r n e i l ln e s s i n

p e r s o n s s u s c e p t ib l e t o I gE m e d i t a t e d a l l e r g i e s w a t e r s (K lo n t z a n d R ip p e y 199 1 ) .

T a b l e 2 . 4 . 1 S h e l l f i s h - b o r n e i l l n e s s e s f r o m o r g a n i s m s , c h e m i c a l s
,
a n d i m m u n o l o g i c a l

r e s p o n s e s .

O r g a n is m

B a c t e r ia

S a lm o n e l la s

S ty p h i

S . p a r a ty p h i

V ib r io s

V c h o le r a e 0 1

V . c h o le r a e n o n - 0 1

V p a r a h a e m o ly t i c u s

V m im ic u s

V h o l l i s a e

V f iu v ia l i s

V v u ln if i c u s

S h ig e l la

C a m p y lo b a c t e r

V i r u s

H e p a t it ia A v i r u s
N o r o v i r u s

S y n d r o m e f r o m

C h e m ic a l T o x in s

P a r a ly t i c S h e l l f i s h P o is o n in g (P S P )

N e u r o t o x i c S h e l lf i s h P o is o n in g ( N S P )

D ia r r h e ic S h e l l f i s h P o is o n in g ( D S P )

A m n e s i c S h e l lf i s h P o is o n in g (A S P )

A l l e r g i c R e a c t io n s

Ig E
- m e d ia t e d a l l e r g ie s

f r o m c o n s u m in g :

F is h

M o l lu s k s

C r u s t a c e a

M o d if i e d f r o m (K lo n t z a n d R ip p e y 19 9 1 )
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2 . 4 . 3 P h y s i c a l a n d B i o l o g i c a l P r o p e r t i e s o f O y s t e r s

T o u n d e r st a n d t h e m e c h a n i s m b y w h i c h s h e l l fi s h a c c u m u l a t e v i r a l a n d o t h e r m i c r o b i a l

hu m a n p a t h o g e n s ,
o n e c a n s t u d y b a s i c p h y s i c a l a n d b io l o g i c a l p r o p e r t i e s o f s h e l l fi s h . F o r

e x a m p l e ,
o y s t e r s p e c i e s i n c l u d in g t h e E a s t C o a s t o y s t e r

, C r a s s o s t r e a v i r g i n i c a
,
a c t i v e l y

c a p t u r e s f o o d p a r t i c l e s b y fi lt e r i n g a m b i e n t w a t e r s (K e n n e d y , N e w e l l e t a l . 19 9 6 ) . A d u lt

C . v ir g i n i c a c a n i n d i v i d u a l l y fi l t e r 6 0 g a l l o n s o r ~ 2 3 0 l it e r s o f w a t e r p e r d a y (C B F ; V A -

D E Q),
w h i l e o t h e r s o u r c e s l i s t u p t o 4 8 0 l i t e r s p e r d a y f o r a n o y s t e r (S o b s e y a n d Ja y k u s

19 9 1 ) . C v ir g i n i c a f e e d s u s i n g t w o l a r g e g i l l s , t h e l a r g e s t o r g a n s i n t h e b o d y (K e n n e dy ,

N e w e l l e t a l . 1 9 96 ) . O n t h e w a y t o t h e m o u t h
,
C v ir g i n i c a h a s t h e a b i l i t y t o s o r t

c a p t u r e d p a r t i c l e s o n t h e b a s i s o f s iz e (Y o n g e 19 2 6) a n d c o n s u m e a l g a e c e l l s w h i l e

r e j e c t in g i n o r g a n i c p a r t i c l e s (N e w e l l a n d J o r d o n 1 9 8 3 ) . O n c e r e a c h i n g t h e m o u t h
,

p a r t i c l e s w r a p p e d i n m u c o u s a r e p u s h e d d o w n t h e e s o p h a g u s a n d i n t o t h e s t o m a c h s e e n

w i t h i n t h e d i g e s t i v e g l a n d . (B e n i n g e r ,
L e P e n n e c e t a l . 1 9 9 1 ) . I n s i d e t h e s t o m a c h

,

e n z y m a t i c a c t i v it y h e l p s b r e a k d o w n t h e c e l l w a l l o f a l g a e (K e n n e d y ,
N e w e l l e t a l . 1 9 9 6 ) ,

a n d g u t m i c r o - fl o r a a i d s i n d i g e s t i o n o f c e l l u l o s e i n a s f o u n d in t h e P a c i fi c o y s t e r , C

g ig a s (C r o s b y a n d R e i d 19 7 1 ) . W a s t e i s t h e n p a s s e d d o w n t h e m i d -

g u t , t h r o u g h t h e

r e c t u m a n d o u t t h e a n u s l o c a t e d o n t h e d o r s a l s i d e . D u r i n g t h e f e e d i n g p r o c e s s
, p a r t i c l e

a s s o c ia t e d h u m a n e n t e r i c v i r u s e s o r o t h e r m i c r o b i a l p a t h o g e n s m a y b e fi l t e r e d f r o m

s u r r o u n d i n g w a t e r s a n d in g e s t e d b y s h e l l fi s h . F o r t h i s r e a s o n
, p a s t s t u d i e s h a v e

i n v e s t i g a t e d t h e a b i l it y o f s h e l lfi s h t o a c c u m u l a t e , l o c a l i z e , a n d r i d t h e m s e l v e s o f h u m a n

e n t e r i c v i r u s e s .
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2 .
4

.
4 S h e l l fl s h M i c r o b i o l o g y R e s e a r c h

2 . 4 . 4 . 1 A c c u m u l a t i o n o f V i r u s e s i n B i v a lv e M o l l u s k s

H u m a n e n t e r i c v i r u s e s p r e s e n t i n f e c a l l y c o n t a m i n a t e d a m b i e n t w a t e r s m a y c o m e i n

c o n t a c t w i t h o y st e r s a n d o t h e r b i v a l v e m o l l u s k s . A c t iv e fi l t r a t i o n i n c r e a s e s t h e v o l u m e o f

w a t e r b i v a lv e m o l l u s k s a f f e c t . M a n y l a b o r a t o r y t r i a l s o n a c c u m u l a t i o n a n d d e p u r a t i o n

o f v ir u s e s i n b iv a lv e m o l l u s c s b e g a n i n t h e 1 9 6 0 s a n d c o n t in u e d u n t i l t h e l a t e 1 9 80 s .

S t u d i e s in v o l v e o n e o r m o r e m o Uu s c a n s p e c i e s ; o f t e n u s i n g a n o y s t e r s p e c i e s (C . g ig a s ,

C v i r g i n i c a , O s t r e a e d u l i s , o r O l u r i d a ) , a c l a m s p e c i e s {M e r c e n a r i a m e r c e n a r id ) a n d a

m u s s e l s p e c i e s {My t i l u s e d u l is ) (T a b l e 2 . 4 . 2 ) . Ex p e r im e n t a l o r g a n i s m s w e r e e x p o s e d t o

v ir u s f o r b e t w e e n 1 h o u r a n d 1 m o n t h
,
a l t h o u g h m o s t s t u d i e s l a s t a w e e k o r l e s s (T a b l e

2 . 4 . 2 ) .
M e t h o do l o g y f o r l a b o r a t o r y a q u a r i u m s d i f f e r a m o n g e x p e r i m e n t e r s

,
w it h m o s t

o p t i n g f o r a c o n t in u o u s e x c h a n g e o f w a t e r l a b e l e d a s fl o w i n g o r c ir c u l a t i n g / f l o w - t h r o u g h

s y s t e m s
,
w h i l e f e w u s e d s t a t i c s y s t e m s (T a b l e 2 . 4 . 2 ) .

S t a t i c s y s t e m s
,
r e g a r d l e s s o f e x p o s u r e t i m e

,
c o n c e n t r a t e d < l - f o l d o f v ir u s i n o y s t e r s (D i

G i r o l a m o , L i st e n e t a l . 1 9 7 5 ; Je n s e n 19 80 ) . O n e r e s e a r c h g r o u p p e r f o r m e d l a b o r a t o r y

e x p e r im e n t s i n a s t a t i c a q u a r i u m
,
t h e n a g a i n w it h w a t e r f l o w

,
fi n d i n g m o r e u p t a k e w a s

p o s s i b le w i t h w a t e r fl o w i n g (L i u , S e r a i c h e k a s e t a l . 1 9 66 a ; L i u
,
S e r a i c h e k a s e t a l . 1 9 6 6 b) .

W o r k o n fl o w - t h r o u g h o r fl o w i n g s y s t e m s
,

e s p e c i a l l y w i t h lo w a m o u n t s o f v i r u s

c o n t a m i n a t i o n , m a y b e t t e r m i m i c e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s
. I n fl o w i n g s y s t e m s a s m u c h

a s 2 7 - f o l d c o n c e n t r a t i o n o f P o l i o v i r u s - t y p e 1 w a s f o u n d in o y s t e r s ,
1 0 00 - f o l d in c l a m s

,

a n d 5 - f o l d i n m u s s e l s (T a b l e 2 . 4 . 2 ) (M it c h e l l
,
P r e s n e l l e t a l . 1 96 6 ; L i u ,

S e r a ic h e k a s e t a l .

1 9 66 b ; G a i l l o t
,
T e r v e r e t a l . 19 8 8) . I n a l a b o r a t o r y f e e d i n g e x p e r i m e n t w i t h H A V

,
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c o n c e n t r a t i o n s o f 1 0 0 - f o l d w e r e f o u n d i n m u s s e l s (M c h i l e n s i s ) (E n r i q u e z
,
F r o s n e r e t a l .

1 9 92 ) ,
w h i c h w a s i n s h a r p c o n t r a s t t o o t h e r w o r k t h a t f o u n d v i r u s c o n c e n t r a t i o n s o f < 1-

f o l d , 1- f o l d, a n d < 1 - 5 - f o l d
,
r e s p e c t i v e l y ,

i n e x p o s e d m u s s e l s (M e d u l is ) (D u f f 19 67 ;

C r o c i , F l i p e t a l . 19 84 ; G a i l l o t , T e r v e r e t a l . 1 9 8 8 ) .

I n r e fi n i n g t h e k n o w l e d g e b a s e o n v i r u s a c c u m u l a t i o n i t i s a l s o i m p o r t a n t t o d i f f e r e n t ia t e

b e t w e e n s h e l l fi s h c o n s u m in g v i r u s - a s s o c i a t e d p a r t i c le s i n s u sp e n s i o n
,
w it h v i r u s i n

s e d i m e n t . L a n d r y a n d c o l l e a g u e s a l lo w e d o y s t e r s ( C v i r g i n i c a ) t o f e e d o n p o l i o v i r u s

L s c - 2 a b i n r e s u s p e n d e d o r u n d i s t u r b e d s e d i m e n t (L a n d r y , V a u g h n e t a l . 1 9 83 ) T h i s s t u d y

v i r u s a c c u m u l a t io n i n o y s t e r s o c c u r r e d m o s t o ft e n i n v i r u s - b o u n d p a r t i c l e s d i s t r i b u t e d i n

t h e w a t e r c o l u m n (L a n dr y , V a u g h n e t a l . 19 8 3 ) .

A lt h o u g h s o m e t y p e s o f b i o a c c u m u l a t i o n i n s h e l l fi s h i s a g e d e p e n d e n t ,
f o r e x a m p l e ,

C o p p e r a n d Z i n c a c c r e t e s i n f a t t y t i s s u e o f o y s t e r s (K e n n e d y , N e w e l l e t a l . 1 9 9 6 ) ,

m a x i m u m o r n e a r m a x i m u m a c c u m u l a t i o n o f v i r u s t o o k 2 4 h o u r s i n o n e s p e c i e s o f o y s t e r

{O l u r i d a ) ,
4 8 h o u r s i n a n o t h e r s p e c i e s (C g ig a s ) ,

2 4 h o u r s i n m u s s e l s (M e d u l i s ) ,
a n d

1 - 4 h o u r s i n c l a m s (M m e r c e n a r i d ) (T a b l e 2
.
4 . 2 ) (L i u ,

S e r a i c h e k a s e t a l . 19 6 6 a ; D i

G i r o l a m o
,
L i s t e n e t a l . 1 9 7 5 ; C r o c i

,
F l i p e t a l . 19 8 4 ) . L a n d r y ,

V a u g h n e t a l . ( 1 9 82 )

p o s t u l a t e d a m i n im u m c o n c e n tr a t i o n o f v i r u s p r e s e n t i n a s h e l l fi s h ,
a n d w h e n a

c o n c e n t r a t i o n a s l o w a s 0 . 1 P F U /m l o f p o l i o v i r u s w a s a d d e d
,
a n e q u i l ib r i u m b e t w e e n

a c c u m u l a t i o n a n d de p u r a t i o n o f v i r u s w a s o b s e r v e d . F u r t h e r m o r e , c o n c e n t r a t i o n s < 0 . 0 1

P F U v ir u s / m l w e r e r e q u i r e d f o r d e t e c t i o n o f b i o a c c u m u l a t e d (L a n d r y ,
V a u g h n e t a l .

1 9 82 ) , w h i l e f u t u r e w o r k d i s a g r e e d ,
d e t e c t i n g E n t e r o v i r u s e s f r o m s h e l l fi s h i n g r o w i n g
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w a t e r s b e l o w L a n d r y a n d c o l l e a g u e s 0 . 0 1 P F U v i r u s /m l c o n c e n t r a t i o n (V a u g h n ,
L a n d r y

e t a l . 1 9 7 8 ; G o y a l , G e r b a e t a l . 19 7 9 ; V a u g h n ,
L a n d r y e t a l . 1 9 79 ) . U lt im a t e ly ,

im p r o v e d

r e s u l t s f o r t h e l i m i t s o f a c c u m u l a t i o n i n b iv a lv e m o l l u s k s m a y b e h a m p e r e d b y l o w

c o n c e n t r a t i o n s o f v i r u s e x i s t i n g i n s h e l l fi s h , a l a c k i n m e t h o d s f o r r e c o v e r y o f v i r u s a t l o w

P F U l e v e l s
,
a n d a d i f fi c u lt y i n m e a s u r i n g v i r u s l o a d i n a m b i e n t w a t e r s (L a n d r y ,

V a u g h n

e t a l . 1 9 82 ) .
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T a b l e 2 . 4 . 2 V i r u s a c c u m u l a t i o n in S h e l l f i s h .

S h e l l f is h

S p e c i e s V i r u s t y p e S y s t e m

E x p o s u r e

T i m e C o n c e n t r a t io n R e f e r e n c e

O y s t e r s

C . v i r g i n i c a

C v i r g in i c a

C v i r g in i c a

C . v i r g in i c a

C . v i r g in i c a

C v i r g in i c a

C . v i r g in i c a

C g ig a s

C g ig a s

C g ig a s

C . g ig a s

0 e d u l i s

O lu r id a

O lu r id a

P - 1 ; C B - 3 C i r c u la t i n g

P h a g e

P - 1

P - 1

P - 1

P - 1

P - 1

P - 1

P - 1

P - 2

C r ic k e t

p a r a ly s i s

P - 3

P - 1

P - 1

F lo w in g

F lo w -

t h r o u g h

F lo w in g

F lo w in g

S t a t ic

F lo w in g

S ta t i c

F lo w i n g

A g it a t e d

C i r c u la t i n g

F lo w in g

S ta t i c

1 - 7 d

1 - 2 2 h r

6 - 2 4 h r

0 - 2 8 d

1 - 7 d

6 - 2 4 h r

1 d

2 d

2 - 1 8 d

6 - 1 6 h r

2 h r

I d

2 d

1 - f o ld

1 0 - f o ld

10 - 2 7 - fo ld

5 - 1 B - f o ld

n o u p t a k e a t 5

d a y s

l i tt l e u p t a k e

< 1 - f o ld
0 4 - 3 4 - f o ld

c la r if i e d v i r u s

< 1 - f o ld

n o u pt a k e a t 5

d a y s

1 - f o id

1 - f o ld

Q 4 - 3 4 - f o id

c la r i f i e d v i r u s

< 1 - f o ld

M e t c a lf a n d S t i le s
,

1 9 6 5

H o f f e t a l 1 9 6 5

M i t c h e l l e t a l
,
1 9 6 6

H a m b le t e t a l , 1 9 6 9

L a n d r y e t a l , 1 9 8 2

L a n d ry e t a l
,
1 9 8 3

J e n s e n 19 80

H o f f a n d B e c k e r 1 9 6 9

D i G i r o la m o e t a ! ,

1 9 7 5

L a n d ry e t a !
,
1 9 8 3

S c o t t i e t a l , 1 9 8 3

H e d s t r o m a n d L y k e

1 9 6 4

H o f f a n d B e c k e r 1 9 6 9

D iG i r o la m o e t a l ,

1 9 7 5

C l a m s

M . m e r c e n a r i a

M m e r c e n a r i a

M m e r c e n a r ia

M m e r c e n a r i a

M m e r c e n a r ia

P - 1

P - 1

P - 1

P - 1

P - 1

S - 1 3
M . m e r c e n a r ia c o l ip h a g e

S ta t ic

F lo w i n g

F lo w in g

F lo w in g

F lo w in g

F lo w in g

1 h r - 6 d

1 - 4 8 h r

2 0 - 7 2 h r

0 - 2 8 d

1 - 7 d

16 - 2 3 1 h r

3 0 - f o ld i n 6 d a y s

U p t o 1 0 0 0 - fo ld

1 0 - 10 0 - f o ld

n o u p t a k e a t 5

d a y s

l it t l e u p ta k e

2 - 15 0 0 - f o ld

L iu e t a l
,
1 9 6 6 a

L iu e t a l
,
1 9 6 6 b

S e r a ic h e k a s e t a l
,

19 6 8

L a n d r y e t a l
,
1 9 8 2

L a n d ry e t a l
,
1 9 8 3

C a n z o n ie r , 1 9 7 1

M u s s e ls

M e d u l i s

M e d u l i s

M e d u l i s

P - 3 ; C A
- 8

P - 1

F lo w in g

F lo w in g

1 8 - 3 6 h r

2 0 h r

I h r - I O d

< 1 - f o ld

1 - f o ld

< 1 - 5 - f o ld

D u f f
,
1 9 6 7

C r o c i e t a l
,
1 9 8 4

G a i l l o t e t a l , 1 9 8 8

M o d if ie d f r o m (S o b s e y a n d J a y k u s 1 9 9 1 )
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2 . 4 .
4

. 2 L o c a l i z a t i o n o f V i r u s e s i n B i v a l v e M o U u s k s

S o m e i n v e s t i g a t o r s g o o n e s t e p f u r t h e r t h a n m e a s u r i n g t h e am o u n t o f v i r u s a s h e l l fi s h

a c c u m u l a t e s
,

a n d a c t u a l l y c h a r a c t e r i z e d t h e l o c a t i o n o f v i a l c o n t am i n a t i o n . B a s i c

a s s e s s m e n t f o r l o c a l iz e d v i r a l a c c u m u l a t i o n b e g i n s w i t h a n i n s u l t t o a n o r g a n i s m (o y s t e r s ,

c l a m s
,

o r m u s s e l s ) w it h a t y p e o f v i r u s (H A V
,

C o x s a c k i e B 3 ,
P o l i o v i r u s

,
e t c ) .

I n v e s t i g a t o r s t h e n a t t e m p t t o r e c o v e r v i r u s f r o m v a r i o u s o r g a n s o f t h e e x p e r i m e n t a l

o r g a n i s m . N o s t u d y s y s t e m a t ic a l l y c o m p a r e s m u l t i p l e o r g a n i s m s t o m u l t ip l e v i r u s e s ,

p r o b a b ly d u e t o s c o p e a n d c o st o f m u lt i p l e c o m p a r i s o n s . A m o n g w h a t i s k n o w n
,

M e i n h o l d f o u n d t h e d i s t r i b u t i o n o f v ir u s e s in o y s t e r s (C v i r g i n i c a ) w a s g r e a t e s t i n t h e

d i g e st i v e t r a c t c o n c e n t r a t e d 2 .
2 x 1 0

" *
P F U p e r g r am , n e x t m o s t i n t h e g i l l s a n d m a n t l e ,

a n d s o m e w h a t p r e s e n t i n m u s c le (M e i n h o ld 19 8 2 ) . O t h e r r e s e a r c h e r s f o u n d C o x s a c k i e

B 3 a c c u m u l a t e d b y o y s t e r s (C . v i r g i n i c a ) i n h i gh e s t l e v e l s i n t h e m a n t l e f lu i d
,
d i g e s t i v e

d i v e r t ic u l a a n d s t o m a c h (M e t c a l f a n d S t i l e s 1 9 6 5 ) . I n o y s t e r s (C g ig a s ) P o l i o v i r u s w a s

f o u n d t o a c c u m u l a t e i n t h e d i g e s t i v e g l a n d (D i G i r o l a m o
,
L i s t o n e t a l . 1 9 7 5 ) , w h i l e i n

c l a m s {Me r c e n a r ia m e r c e n a r i a ) p o l i o v i r u s a c c u m u l a t e d i n t h e h e m o l y m p h a n d d ig e s t i v e

d i v e r t i c u l a (L i u
,
S e r a i c h e k a s e t a l . 1 9 6 6 a ) . E n r i q u e z e t a l . ( 19 9 2 ) f o u n d H A V w a s

c o n c e n t r a t e d i n m u s s e l s (My t i l u s c h i l e n s i s ) fi l t r a t i o n a p p a r a t u s a n d d i g e s t iv e s y s t e m .

A m o n g s t u d i e s m e a s u r in g c o n c e n t r a t i o n , s h e l l fi s h s t o m a c h a n d d i g e s t i v e g l a n d r e t a in

b e t w e e n 5 0 - 8 0 % o f e x p o s u r e v i r u s l e v e l (L i u , S e r a i c h e k a s e t a l 1 9 6 6 a ; D i G i r o l a m o ,

L i s t o n e t a l . 1 9 7 5 ) . Im p o r t a n t t o n o t e ,
i n v e s t i g a t o r s r e p o r t d i f f e r e n t o r g a n s ( s t o m a c h

,

d i g e s t i v e g la n d
,
d i g e s t iv e d i v e r t i c u l a ,

d i g e s t i v e t r a c t
,
a n d d ig e s t iv e s y s t e m ) a s b e i n g s i t e s

f o r c o n t a m i n a t i o n
,
b u t i t i s u n l i k e l y t h a t s o m a n y a u t h o r s d i s s e c t e d s p e c i m e n s s o

di f f e r e n t l y ,
e s p e c i a l l y b e c a u s e o f t h e s m a l l s iz e a n d c h a l l e n g i n g d i s s e c t i o n w h i c h i s
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r e q u i r e d . M o r e l i k e l y i s t h a t n o m e n c l a t u r e d i f f e r e n c e s a c c o u n t f o r t h e i n c o n g r u e n c e i n

t h e l i t e r a t u r e .

Ot h e r w a y s t o b r i d g e t h e r e s u l t s i n t h e l i t e r a t u r e a r e t h r o u g h c o m p a r in g d i f f e r e n t s p e c i e s

o r u s i n g i n d i c a t o r m i c r o o r g a n i s m s . D i G i r o l a m a
,
L i s t o n e t a l . ( 1 9 7 5 ) f o u n d o y s t e r (C .

g i g a s ) a c c u m u l a t e d a n d l o c a l iz e d p o l i o v i r u s L s c - 2 a b s i m i l a r t o o y s t e r (C v i r g i n ic d ) ,
b u t

c a p t u r e d v i r u s e s f a s t e r t h a n C v i r g i n i c a (D i G i r o l a m o
,
L i s t o n e t a l . 1 97 5 ) . B u r kh a r d t a n d

C a l c i (2 0 0 0 ) u s e d e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s t o s t u d y th e a b i l it y o f o y s t e r s (C v i r g i n i c a ) t o

a c c u m u l a t e i n d i c a t o r m i c r o o r g a n i s m s (f e c a l c o l i f o r m s , E s c h e r i c h i a c o l i , C l o s t r i d i u m

p e rf r i n g e n s , a n d F
"

*

c o l i p h a g e ) . I n a y e a r - l o n g s t u d y , w e e k l y m e a s u r e m e n t s w e r e t a k e n t o

i d e n t i fy a n a p p r o p r i a t e e n t e r i c v i r a l s u r r o g a t e f o r o y s t e r s . T h e r e s e a r c h e r s f o u n d F
"

^

c o l i p h a g e m o s t g r e a t l y a c c u m u l a t e d (9 9 - f o l d ) i n o y s t e r s d u r in g la t e N o v e m b e r t h r o u g h

Ja n u a r y (B u r kh a r dt a n d C a l c i 2 0 0 0 ) T h e fi n d i n g p o i n t s t o w a r d s F
*

c o l ip h a g e s a s

s u r r o g a t e s f o r e n t e r i c v i r u s e s , b e c a u s e 7 8% o f r e c o r d e d o y s t e r a s s o c i a t e d g a s t r o e n t e r i t i s

b o u t s (f r o m G u l f C o a s t o y s t e r s ) a l s o o c c u r r e d i n t h e m o n t h s o f N o v e m b e r t h r o u g h

Ja n u a r y (B u r k h a r d t a n d C a l c i 2 0 0 0 ) . F
*

c o l i p h a g e m a y b e a p o s s i b l e s u r r o g a t e f o r e n t e r i c

v i r u s c o n t a m i n a t i o n t h a t w o u l d t o b r i d g e t h e g a p b e t w e e n d i f f e r e n t s p e c i e s .

2 . 4 . 4 . 3 L a b o r a t o r y - b a s e d D e p u r a t i o n a n d R e l a y o f B i v a l v e M o l l u s k s

D e p u r a t i o n a n d r e l a y s t u d i e s a r e u s e f u l f o r t h r e e r e a s o n s : 1 ) t o u n d e r s t a n d t h e

p h y s i o l o g i c a l a n d b i o l o g ic a l c h a r a c t e r i s t i c s o f s h e l l fi s h v i r a l e l i m i n a t i o n ; 2 ) t o e s t i m a t e

t h e v ir u s l o a d i n d e p u r a t e d s h e l l fi s h a n d p r o v i d e i n f o r m a t i o n u s e d t o c o n fi r m o r d e n y t h e

r i s k f r o m h u m a n c o n s u m p t i o n ; a n d 3 ) t o p r o v i d e i n f o r m a t i o n t o r e f ir am e t h e a r g u m e n t f o r
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s h e l l f i s h d e p u r a t i o n r e g u l a t i o n s . L a b o r a t o r y d e p u r a t i o n s t u d i e s a r e i m p o r t a n t t o

c h a r a c t e r i z e l o c a t i o n a n d a m o u n t s o f v ir u s l o s s i n a d e t a i l e d a n d q u a n t i t a t i v e m a n n e r .

L a b o r a t o r y b a s e d d e p u r a t i o n s t u di e s a r e o ft e n t he s e c o n d p h a s e o f v i r u s a c c u m u l a t i o n

st u d ie s (H o f f
,
J a k u b o w s k i e t a l . 19 6 5 ; M it c h e l l

,
P r e s n e l l e t a l . 1 9 6 6 ; H a m b l e t , H i l l e t a l .

1 9 69 ; H o f f a n d B e c k e r 19 6 9 ; D i G i r o l a m o ,
L i s t o n e t a l .

1 9 7 5 ; M e t c a l f 1 9 79 ; M e i n h o l d

19 82 ; E n r i q u e z , F r o s n e r e t a l .
1 9 92 ) . S t u d i e s i n v o l v e o n e o r m o r e m o Uu s c a n s p e c i e s ;

o ft e n u s in g a n o y s t e r s p e c i e s (C g ig a s , C . v i r g i n i c a , o r O . l u r i d a ) , a c l a m sp e c i e s (M

a r e m a r i a , M c a mp e h c i e n s is
,
M m e r c e n a r i d ) a n d a m u s s e l s p e c i e s (M e d u l is ) . T h e s e

s t u d i e s a r e c o m m o n l y c a r r i e d o u t in s t a t i c o r f l o w i n g l a bo r a t o r y a q u a r i u m s , b u t m a y a l s o

i n c l u d e n a t u r a l d e p u r a t i o n t e r m e d s h e l l fi s h
"
r e l a y .

"
T h e r e l a y

- t i m e t o e li m in a t e a l l

p a t h o g e n i c v i r u s e s f r o m s h e l l fi s h d e p e n d s o n t h e s p e c i e s b e i n g r e la y e d ,
a n d c o u l d b e

i n fl u e n c e d b y o t h e r f a c t o r s l i k e w a t e r fl o w
,
t e m p e r a t u r e

,
s e a s o n a l i t y ,

v i r u s l o a d i n t h e

r e l a y w a t e r a n d o r g a n i s m ,
a n d s h e l l fi s h fi l t r a t i o n r a t e . A s w e l l

,
v ir a l c o n t a m i n a t i o n m a y

n o t b e c o m p l e t e l y e l i m i n a t e d b y d e p u r a t i o n a n d r e l a y a l o n e (So b s e y a n d J a y k u s 1 99 1 ) .

A n e x c e l l e n t r e v i e w o f t h e p u b l i s h e d l i t e r a t u r e o n t h e t o p i c o f d e p u r a t i o n a n d r e l a y

s t u d i e s c a n b e f o u n d i n a c h a p t e r o f M o l lu s c a n S h e l l fi s h D e p u r a t i o n b y So b s e y a n d

J a y k u s (1 9 9 1) .
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2 . 4 .
4 . 4 A s s e s s i n g v i r a l p a t h o g e n s i n s h e lM s h

R e s e a r c h e r s h a v e c o n d u c t m o n it o r i n g s t u d i e s t o e n u m e r a t e t h e p a t h o g e n i c m i c r o b i a l

c o n t e n t o f s he l l fi s h
,

t o b e t t e r c h a r a c t e r i z e d r i s k s o f in f e c t i o n d u e t o c o n s u m i n g

c o n t a m i n a t e d s h e l lfi s h . S a m p l i n g s c h e m e s v a r y i n l e n g t h f r o m s in g l e i n t e r v a l t o m u l t i -

y e a r t r i a l s ,
i n t h e n u m be r s o f s h e l lfi s h c o l l e c t e d , t h e m e t h o d u s e d f o r d e t e c t i o n , a n d ty p e

o f p a t h o g e n s o r i n d ic a t o r s i n v e s t i g a t e d . S t u d i e s a l s o d i f f e r i n t h e i r m o t i v e s
,

a s

e n v i r o n m e n t a l s u r v e i l l a n c e o f s h e l l fi s h p o p u l a t i o n s
, e p i d e m i o l o g i c a l i n v e s t ig a t i o n s o n

s h e l l fi s h im p l i c a t e d in o u t b r e a k s , o r b o t h (L e G u y a d e r ,
N e i l l e t a l . 2 0 0 3 ) . T a b l e 2 . 4 . 6

p r o v i d e s r e s u l t s f r o m m o l e c u l a r s u r v e i l l a n c e o f o y s t e r s ,
m u s s e l s

,
c l a m s ,

a n d c o c k l e s f o r

t h e p r e s e n c e o f a d e n o v ir u s
,

a s t r o v i r u s
,

e n t e r o v i r u s , h e p a t i t i s A v ir u s , n o r o v ir u s , a n d

r o t a v i r u s . M o s t s t u d i e s o n l y l o o k e d fo r e n t e r o v i r u s
,
he p a t i t is A v i r u s

,
a n d n o r o v i r u s i n

s h e l l fi s h (T a b l e 2 . 4 . 6 ) . I n s o m e c a s e s , h a l f o f a l l sh e l l fi s h c o n t a i n e d v i r u s
,
w i t h

a s t r o v i r u s a n d r o t a v i r u s i n F r e n c e m u s s e l s . O t h e r p o r t i o n s o f s t u d i e s d e t e c t e d n o v i r u s i n

s a m p l e s , w i t h h e p a t i t i s A i n o y s t e r s a n d m u s s e l s f r o m F r a n c e a n d Sw e d e n
,
r e s p e c t iv e ly .

I t i s d i f fi c u l t t o m a k e a s s u m p t i o n s a b o u t t h e p r e v a l e n c e o f e n t e r i c v i r u s e s i n s h e l l fi s h

a m o n g s t u d i e s
,
b e c a u s e e a c h v a r i e s i n m e t h o d o l o g y ,

s e n s i t i v i t y o f d e t e c t i o n
,
a n d t y p e o f

s h e l l fi s h t e s t e d . F o r e x a m p l e ,
F o r m i g a

- C r u z a n d c o l l e a g u e s o ft e n r e p o r t t h e % o f o y s t e r s

a n d m u s s e l s c o mb in e d p o s it i v e by P C R
,
w i t h t h e l e v e l o f c o n t a m i n a t i o n p e r s p e c i e s o ft e n

n o t g i v e n (2 0 02 ) . B u t
,
i t m a y b e t h e c a s e

,
a s w i t h L e G u y a n d e r a n d c o l l e a g u e s (2 0 0 0 ) ,

t h a t v i r u s e s w e r e d e t e c t e d in m u s s e l s m o r e o ft e n t h a n i n o y s t e r s ,
m a k i n g F o r m i g a

- C r u z

da t a l e s s g e n e r a l i z a b l e f o r e i t h e r s p e c i e s
,
m u s s e l s o r o y s t e r s . W h e n F o r m i g a - C r u z a n d

c o l l e a g u e s j u s t s t u d i e d m u s s e l s t h e y f o u n d 4 1% c o n t a in e d n o r o v i r u s ,
w h i l e r e s u l t s w i t h

m u s s e l s a n d o y s t e r s c o m b i n e d g a v e 2 % , 10 % , a n d 2 6% n o r o v i r u s p o s i t i v e (2 0 02 ) . Wh a t
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c a n b e d r a w n f r o m t h e s e r e s u l t s is t h a t e n t e r i c v i r u s e s a r e p r e s e n t i n s o m e
,
b u t n o t a l l

,

s h e l l fi s h f r o m E u r o p e a n d J a p a n i n h i g h e n o u g h t i t e r s a s t o b e d e t e c t e d b y m o l e c u l a r

t e c h n i q u e s . W h a t i s u n k n o w n i s t h e n u m b e r o f s a m p l e s n o t f o u n d t o b e p o s i t i v e (f a l s e

p o s i t i v e s ) b y P C R b e c a u s e o f i n h i b it i o n c a u s e d b y t h e s a m p l e m a t r i x o r t h e s e n s i t iv i t y o f

t h e a s s a y .

T a b l e 2 . 4 . 1 M o l e c u l a r s u r v e i l l a n c e o f s h e l l f i s h f r o m 19 9 6 - 2 0 0 3 .

R e f e r e n c e C o u n t r y D u r a t io n O r g a n is m S h e l l f i s h

M o n t h s

% s h e l l f i s h p o s t iv e f o r v i r u s b y
( R T ) P C R

S a m p le

n u m b e r A D V A S V E V H A V N V R V

Ch u n g 1 9 9 6

L e G u y a d e r

2 0 0 0

L e G u y a d e r

2 0 0 0

C h i r o n n a

2 0 0 2

F o r m ig a -

Cm z 2 0 0 2

F o r m ig a
-

C r u z 2 0 0 2

F o r m ig a -

C r u z 2 0 0 2

F o r m ig a
-

C r u z 2 0 0 2

R o m a ld e

2 0 0 2

R o m a ld e

2 00 3

B e u r e t 2 0 0 3
N is h id a

2 0 0 3

S h ie h 2 0 0 3

U S A , N C

F r a n c e

F r a n c e

G r e e c e
,

S p a in ,
It a ly

G r e e c e

S p a in

S w e d e n

U n i t e d

K in g d o m

S p a in

S p a in

S w i t z e r la n d

J a p a n

G u lf o f
M e x ic o

1 2

3 6

3 6

1 1

18

18

18

1 8

3

1 4

1 8

O y s t e r s

O y s t e r s

M u s s e ls

M u s s e ls

o y s t e r s

a n d

m u s s e ls

o y s te r s

a n d

m u s s e ls

M u s s e ls

o y s te r s

a n d

m u s s e l s

M u s s e ls

c l a m s a n d

c o c kle s

O y s t e r s

O y s t e r s

O y s t e r s

3 1

1 0 8

7 3

2 9 0

14 4

1 0 5

5 4

17 3

1 3 6

2 8

8 7

1 9 1

1 2

3 3

3 6

3 3

4 6

5 0

1 7 1 9

5 0 4 5

1 5

2 6

2 4

1 4

4 4

4 3

5

4 2

1 7

0

1 3

1 8

3

0

1

2 8

2 5

0

2 3 2 7

3 5 5 2

2 6

4 1

1 0

A D V = a d e n o v ir u s ; A S V = a s t r o v i r u s ; EV = e n t e r o v i r u s ; H A V = h e p a t i t i s A v i r u s ; N V
= n o r o v i r u s ;

RV = r o t a v ir u s

9

9

5 8
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2 . 4 . 5 S h e l l f i s h H a r v e s t i n g , S u r v e i l l a n c e , a n d R e g u l a t i o n s

2 . 4 . 5 . 1 F e d e r a l a n d S t a t e l a w s

S e v e r a l f e d e r a l a n d s t a t e l a w s , p o l i c i e s ,
a n d r e g u l a t i o n s g o v e r n s h e l l fi s h g r o w in g w a t e r s

,

h a r v e s t in g , p e r m i t t i n g , d i s t r ib u t i o n , a n d s a l e . F e d e r a l l a w s s u p e r c e d e s t a t e l a w s , a n d f o r

s h e l l fi s h t h e s e i n c l u d e t h e F e d e r a l F o o d a n d D r u g C o s m e t i c (F D C ) A c t , U S P u b l i c H e a l t h

S e r v i c e A c t
,
a f e d e r a l r e g u l a t i o n o n G o o d M a n u f a c t u r i n g P r a c t i c e s

,
a n d t h e F a i r P a c k i n g

a n d L a b e l i n g A c t (D r e s s e l a n d S n y d e r 1 9 9 1) . T h e F D C g i v e s t h e U S F o o d a n d D r u g

A dm in i s t r a t i o n (F D A ) r e s p o n s i b i l it y o v e r i n t e r s t a t e c o m m e r c e o f s h e l l fi s h (D r e s s e l a n d

Sn y d e r 19 9 1) . T h e F D A a l s o h a s r e g u l a t i o n s f o r t h e m i c r o b i o l o g i c a l q u a l it y o f s h e l l fi s h

g r o w i n g w a t e r s (T a b l e 2
.
4 . 4 )

T h e t h r u s t o f s t a t e s h e l l fi s h r e g u l a t io n a n d m a n a g e m e n t i s b y t h e N a t io n a l Sh e l l fi s h

S a n i t a t i o n P r o g r a m (N S SP ),
u n d e r t h e F D A . T h e N SSP i s a v o l u n t a r y p r o g r a m a m o n g

2 3 s h e l l fi s h p r o d u c i n g s t a t e s , f o r e i g n g o v e r n m e n t s , t h e s h e l l fi s h i n d u s t r y , t h e F D A , a n d

t h e N a t i o n a l M a r i n e F i s h e r i e s S e r v i c e (D r e s s e l a n d S n y d e r 1 9 9 1) . T h e N SSP l e a d s a n

e f f o r t t o a dm i n is t e r s t a t e w i d e s h e l lfi s h s a f e t y a n d s a n i t a t i o n p r o g r a m s t o r e g u l a t e : 1 ) t h e

c l a s s ifi c a t i o n o f s h e l l fi s h g r o w i n g a r e a s ; 2 ) t h e h a r v e s t i n g o f s h e l l fi s h ; 3 ) S h e l l fi s h

p r o c e s s i n g p r o c e d u r e s a n d f a c i l i t i e s ; 4 ) p r o d u c t l a b e l i n g ; 5 ) s t o r a g e ,
h a n d l in g ,

a n d

p a c k i n g ; 6) s h e l l fi s h s h i p m e n t i n i n t e r s t a t e c o m m e r c e ; 7 ) s h e l l fi s h d e a l e r s ; a n d 8 ) b i v a l v e

a q u a c u l t u r e (N S SP 19 9 9 ) . A s n o t e d i n a s u r v e y a r t i c l e b y D r e s s e l a n d S n y d e r ,
im p o r t a n t

r e g u l a t i o n s in c l u d e a c o m p u l s o r y c e r t i fi c a t e o f o r i g i n f o r h a r v e s t e d s h e l l fi s h , d e a l e r

c e r t i fi c a t i o n in a c c o r d a n c e w i t h N S SP
,

a n d a p p r o v e d d e p u r a t i o n t e c h n i q u e s ( 1 9 9 1) .
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D e p u r a t i o n i s o f c o n s i d e r a b l e i n t e r e s t a s a m e t h o d t o c l e a r p o t e n t i a l l y c o n t a m i n a t e d

o y s t e r s o f h a r m f u l p a t h o g e n s
,
t h u s r e c o v e r i n g a v a l u a b l e c o n s u m e r p r o d u c t .

N o t a l l s t a t e s h a v e a d e p u r a t i o n p r o g r a m a v a i l a b l e , a n d m u s t r e l y o n r e l a y m e t h o d s t o

p r o c e s s p o t e n t i a l ly c o n t a m in a t e d o y s t e r s . I n t h e s e s t a t e s e sp e c i a l l y ,
a n d i n a l l s t a t e s

p a r t i c i p a t i n g i n t h e N SSP
,
u n d e r s t a n d i n g t h e q u a l it y o f s h e l l fi s h h a r v e s t i n g w a t e r s i s

p a r a m o u n t .

2 . 4 . 5 . 2 I n d i c a t o r s o f v i r a l c o n t a m i n a t i o n i n s h e l l f i s h a n d g r o w i n g w a t e r s

R e g u l a t o r s in t h e U S a n d E u r o p e u s e f e c a l c o l i f o r m s a n d /o r E s c h e r e c i a c o l i a s b a c t e r i a l

i n d i c a t o r s f o r p a t h o g e n i c v ir u s e s ,
b a c t e r i a , a n d p r o t o z o a c o n t a m i n a t i o n i n s h e l l fi s h a n d

s h e l l fi s h g r o w in g w a t e r s (T a bl e 2 . 4 . 4 ) . S p e c i fi c a l l y ,
E u r o p e p r e fe r s t o a p p l y

m i c r o b i o lo g i c a l s t a n d a r d s t o s h e l l fi s h ( l OOg s h e l l fi s h m e a t ) w h i l e t h e U S t e s t s w a t e r

q u a l it y ( 10 0 m l w a t e r ) a s a m e a s u r e o f p o s s i b l e s h e l l fi s h c o n t a m i n a t i o n (T a b le 2 . 4 4 ) .

F u r t h e r m o r e
,
U S s t a n d a r d s r e l y o n t h e a s s u m p t i o n t h a t s h e l l fi s h a c c u m u l a t e p a t h o g e n s i n

t h e w a t e r , t h u s s e t t i n g l o w l i m i t s o f s u r f a c e w a t e r c o n t a m i n a t i o n w i l l e s c a p e t h i s r i s k

(T a b l e 2 . 4 . 4 ) .
E u r o p e a n m i c r o b i o lo g i c a l s t a n d a r d s

,
o n t h e o t h e r h a n d

,
a l l o w f o r h i g h e r

f e c a l c o l i f o r m a n d/ o r E . c o l i c o u n t s b e c a u s e m e a s u r e m e n t s a r e l i m i t e d t o s h e ll fi s h .
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T a b l e 2 . 4 . 2 R e g u l a t o r y s t a n d a r d s f o r s h e l l f i s h i n U SA a n d E u r o p e a n U n i o n .

S h e l l f i s h

T r e a t m e n t

R e q u i r e d

M i c r o b io lo g ic a l

U S F D A s t a n d a r d

C la s s i f i c a t io n p e r 1 0 0 m l w a t e r

M ic r o b io lo g ic a l

E U s t a n d a r d

C l a s s i f i c a t io n
*

p e r 1 0 0 g s h e l l f i s h

N o t r e q u i re d

D e p u r a t io n o r

r e la y

P r o t e c t e d
r e l a y i n g (> 2 m o )

H a r v e s t i n g

p r o h ib it e d

A p p r o v e d

R e s t r i c t e d

G M < 1 4 F C s a n d

9 0 % < 4 3 F C s

G M < 8 8 F C s a n d

9 0 % < 2 6 0 F C s

a b o v e le v e ls

e x c e e d e d

C a t e g o ry A A l l s a m p le s < 2 3 0 E c o l i

o r A l l s a m p le s < 3 0 0 F C s

C a te g o ry B 9 0 % < 4 6 0 0 E c o l i

o r 9 0 % < 6 0 0 0 F C s

C a t e g o ry C A l l s a m p le s < 6 0
,
0 0 0 F C s

A b o v e le v e l s e x c e e d e d
*

F C s = f e c a l c o i i fo r m s
,
G M =

g e o m e t r i c m e a n
,
9 0 % = 9 0 % - i le c o m p l ia n c e

F r o m (L e e s 2 0 0 0 )

T o f u rt h e r u n d e r s t a n d t h e c o m p h c a t e d n a t u r e o f t e s t i n g s h e l l f i s h a n d s h e l l f i s h g r o w i n g

w a t e r
,
T a b l e 2 . 4 . 5 p r e s e n t s t h e r e g u l a t o r y a g e n c i e s r e s p o n s i b l e f o r s u c h t e s t s . I n t h e c a s e

o f N o rt h C a r o l i n a
,

a t y p i c a l s h e l l fi s h h a r v e s t i n g s t a t e p a rt i c i p a t i n g in t he N a t i o n a l

S h e l l fi s h a n d S a n it a t i o n P r o g r a m (N SSP ),
t h r e e d i f f e r e n t r e g u l a t o r y d i v i s i o n s a r e

r e s p o n s i b l e f o r m o n it o r i n g w a t e r q u a l i t y a n d h a r v e s t i n g o r c l o s u r e s . G e t t in g s t a t e w i d e

a g e n c i e s t o a g r e e o n a m e t h o d o l o g y ,
a v e n u e f o r d i s s e m i n a t i n g r e s u l t s , a n d r e g u l a t o r y

a c t io n s b a s e d o n t h o s e r e s u lt s i s q u i t e d if fi c u l t . T h e N SSP h e l p s a d d r e s s m a n y o f t h e s e

c o n c e r n s
,
b u t t h e u lt i m a t e h e a l t h o f s h e l l fi s h c o n s u m e r s d e p e n d s m o s t o n t h e a b i l i t y o f

t h e b a c t e r i a l i n d i c a t o r t o m o d e l e n t e r i c h u m a n p a t h o g e n s .

T a b l e 2 . 4 . 3 M o n i t o r i n g b y a c t i v i t y a n d a g e n c y i n N o r t h C a r o l i n a .

A c t i v i t y A g e n c y

W a t e r q u a l i t y m o n i t o r in g f o r f r e s h a n d e s t u a r i n e w a t e r s

W a t e r q u a l it y m o n it o r i n g f o r e s t u a r i n e a n d o c e a n w a t e r s

S h o r e l i n e s u r v e y s o f s h e l l f is h g ro w in g a r e a s

R e g u la t i n g s h e l l f i s h h a rv e s t in g

R e c o m m e n d in g a n d t r a c k in g s h e l l fi s h g r o w i n g w a t e r s c lo s in g s

A s s e s s in g lo s s o f u s e f o r s h e l lf is h h a r v e s t in g

T M D L d e v e lo p m e n t

DWQ

D E H

D E H

D M F

D E H

D WQ

DWQ

DWQ = D i v is i o n o f Wa f e r Q u a l it y ; T M D L = T o t a l M a x i m u m D a i ly L o a d

D E H = D iv i s io n o f E n v i r o n m e n t a l H e a lt h ; D M F = D i v is io n o f M a r i n e F i s h e r ie s
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I m p o r t a n t l y ,
a s y s t e m f o r s a n i t a r y c o n t r o l r e s t s o n t h e g a u g e o f t h e l e v e l o f s a n i t a t i o n .

S e v e r a l c h a l l e n g e s p r e c lu d e t e s t i n g f o r p a t h o g e n s , a n d p r e d o m i n a n t l y f o r v i r a l p a t h o g e n s
,

b e c a u s e s u c h t e s t s a r e e x p e n s i v e , t i m e - c o n s u m i n g ,
a n d c h a l l e n g i n g . A s w e l l

,
n o t a l l

v i r u s e s r e p l i c a t e i n c e l l - c u lt u r e
,
a n d d e t e c t i o n m e t h o d s m a y r e s u lt i n f a l s e -

p o s i t iv e s i g n a l s

f r o m a l a c k i n s e n s i t i v it y . B a c t e r i a l i n d i c a t o r s f o r v i r a l c o n t a m i n a t i o n w o u l d b e

p r e f e r a b l e i f s u c h b a c t e r i a a d e q u a t e ly m o d e l e d p a t h o g e n s . B u t
,
b a c t e r i a l i n d ic a t o r s (t o t a l

c o l i f o r m s
,
f e c a l c o l i f o r m s

,
a n d / o r E c o i f) a r e n o t c o r r e l a t e d w it h e n t e r ic v i r a l p a t h o g e n s

i n c l a m s (W a it , H a c k n e y e t a l . 1 9 8 3 ) ,
m u s s e ls (D o r e

,
H e n s h i l w o o d e t a l . 2 0 0 0 ; C h ir o n n a

,

G e r m i n a r i o e t a l . 2 0 0 2 ) ,
a n d o y s t e r s a n d h a r v e s t w a t e r s (C h u n g ,

Ja y k u s e t a l . 1 9 9 8 ) . A

s u r v e y o f s h e l lfi s h d e p u r a t i o n
,
S o b s e y a n d J a y k u s ( S o b s e y a n d Ja y k u s 1 9 9 1 ) c o n c l u d e

f r o m t h e fi n d i n g s o f o t h e r s t h a t v i r u s e s a r e e l im i n a t e d s l o w e r t h a n b a c t e r i a (H e d s t r o m

a n d L y k e 19 6 4 ; C a n z o n i e r 19 7 1 ; S o b s e y , C a r r i c k e t a l . 1 9 8 0 ; S c o t t i , F l e t c h e r e t a l . 1 9 83 ;

C o o k a n d E Ue n d e r 1 9 8 6 ; P o w e r a n d C o l l i n s 1 9 89 ) , a n d f u r t h e r m o r e ,

"
b a c t e r i a l

e l im in a t i o n i s n o t a r e l i a b l e i n de x o f v ir a l e l i m i n a t i o n d u r in g d e p u r a t i o n a n d r e l a y
"

(C a n z o n i e r 19 7 1 ; S o b s e y ,
C a r r i c k e t a l

.
1 9 80 ; S c o t t i , F l e t c h e r e t a l .

1 9 8 3 ; C o o k a n d

E ll e n d e r 19 8 6 ) . T h e s e fi n d i n g s s e r v e a s w a r n i n g f o r r e g u la t o r s w h o c o r r e l a t e b a c t e r i a l

i n d i c a t o r s w it h p a t h o g e n l o a d . N o t a b l y ,
w i t h t h e c u r r e n t s t a t e o f s c i e n c e f e w i n d i c a t o r s

a r e a s a p p l i c a b l e t o r a p i d a n d e c o n o m i c a l d e t e c t i o n t h a n t h e h o s t o f b a c t e r i a l i n d i c a t o r s

(t o t a l c o l i f o r m s , f e c a l c o l i f o r m s
,
E c o l i

,
a n d E n t e r o c c o c i) c u r r e n t l y u s e d . U n d e r r e c e n t

s c r u t i n y ,
a n a l t e r n a t iv e f o r t r a d i t i o n a l i n d i c a t o r s m a y b e b a c t e r i o p h a g e s ( l A WPR C 19 9 1 ) .

Wo r k by a B r it i s h g r o u p f o u n d F - sp e c i fi c R N A b a c t e r i o p h a g e s s t r o n g ly a s s o c i a t e d w i t h

fe c a l p o l l u t io n i n h a r v e s t i n g w a t e r s a n d i n s h e l lfi s h - a s s o c i a t e d o u t b r e a k s (D o r e ,

H e n s h i l w o o d e t a l . 2 0 00 ) . L a t e r s t u d i e s b y t h e s a m e g r o u p a n d o t h e r l a b s w it h s a m p l i n g
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s i t e s i n G r e e c e
,
S p a i n

,
S w e e d e n

,
a n d U n i t e d K i n g d o m f o u n d F -

s p e c i f i c b a c t e r i o p h a g e s

o n l y v a l u a b l e in d i c a t o r s i n n o r t h e r n E u r o p e (F o r m i g a - C r u z
,
A Ua r d e t a l . 2 0 0 3 ) . O t h e r

p o t e n t i a l v ir a l in d i c a t o r s a r e F + c o l ip h a g e s (D o r e a n d L e e s 1 9 9 5 ) ,
C . p e r f r i n g e n s (C h u n g

e t a l . , 1 9 9 8 ) , a n d b a c t e r io p h a g e s i n f e c t i n g B f r a g i l i s (M u n i a i n - M u j i k a , C a l v o e t a l .

2 0 0 3 ) .

2 . 5 S u m m a r y o f L i t e r a t u r e R e v i e w

B e f o r e t h e w i d e s p r e a d u s e o f m o l e c u l a r i d e n t i f i c a t i o n
,
b a c t e r i a l p a t h o g e n s c o m p r i s e d t h e

m a j o r i t y o f f o o d b o m e d i s e a s e s o f k n o w n e t i o l o g y . L a r g e p o r t i o n s o f u n c h a r a c t e r iz e d

d i s e a s e c a u s i n g p a t h o g e n s i n f o o d s m a y n o w b e a s c r ib e d t o e n t e r i c v i r u s e s , t h u s

a c t u a l i z in g t h e s u s p e c t I t i s e st i m a t e d t h a t c u r r e n t ly a r o u n d 7 o f e v e r y 1 0 f o o d b o m e

i l l n e s s e s a r e c a u s e d b y v i r a l p a t h o g e n s (M e a d
,
S l u t s k e r e t a l . 1 9 9 9 ) . W h e r e f o o d b o m e

v e h i c l e s i n c it e v i r a l p a t h o g e n s
, p e r s o n - t o -

p e r s o n c o n t a c t f u r t h e r s p r e a d s a n e n t e r i c v im s

am o n g n u m e r o u s s e c o n d a r y a n d t e r t i a r y c a s e s . T h r o u g h m o l e c u l a r e p i d e m i o l o g y w e m a y

a d e q u a t e l y s l e u t h f o o d b o m e v i r a l o u t b r e a k s . W i t h s u p p o r t f r o m t h e s t a t e a n d f e d e r a l

l e v e l o f g o v e mm e n t , in t e r n e t - b a s e d o u t b r e a k r e g i s t r i e s s u c h a s F o o dN e t a r e a b l e t o

p a s s i v e l y t r a c k t h e m o s t v i s i b l e f o o d b o m e o u t b r e a k s . B u t
,

r e g u l a t o r y n e t w o r k s a r e

d e c a d e s a w a y f r o m v a l i d a t in g t h e v i r o l o g i c a l c o n t e n t a n d s a fe t y o f h i g h - r i s k f o o d s l ik e

s h e l l f i s h a n d f r e s h p r o d u c e k n o w n t o r e p e a t e d l y h a r b o r v ir a l p a t h o g e n s .

B e n c h - s c a l e s t u d i e s a r e a b l e t o i n o c u l a t e e n t e r i c v i r a l p a t h o g e n s a t l o w d o s e s , a n d r e c o v e r

t h e a g e n t a ft e r o n e o r m o r e d a y s o f w o r k w i t h m o d e r a t e s u c c e s s . A l s o
,
v i r a l p a t h o g e n s

h a v e b e e n i n o c u l a t e d in b e n c h - s c a l e e n v i r o n m e n t s , s u c h a s a n a q u a r i u m , s o v i r u s f a t e a n d
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a c c u m u l a t i o n m a y b e d o c u m e n t e d . L i m i t e d e n v i r o n m e n t a l m o n i t o r i n g s t u d i e s a n d

o u t b r e a k i n v e s t i g a t i o n s h a v e i n c o r p o r a t e d b e n c h - s c a l e m e t h o d s t o r e c o v e r a n d d e t e c t

v i r a l p a t h o g e n s f r o m f o o d m a t r i c e s T h e s e e f f o r t s a l l u d e t o t h e s c a l e a n d s c o p e t h a t v i r a l

c o n t a m i n a t io n e x i s t s w i t h i n t h e f o o d s u p p l y a n d t h e m a n - m a d e a n d n a t u r a l e n v i r o n m e n t .

M e t h o d s t o c o n t r o l e n t e r i c v i r a l d i s e a s e s a r e l it e r a l l y i n t h e h a n d s o f p e o p l e . S i m p l e h a n d

w a s h i n g a n d h y g i e n i c p r a c t i c e s m a y l i m i t t h e s p r e a d o f f e c a l l y a s s o c i a t e d v i r a l

p a t h o g e n s . A s w e l l
, p r o p e r t r e a t m e n t

, p l a c e m e n t
,

a n d d i s p o s a l o f h u m a n a n d a n i m a l

w a s t e w i l l r e du c e e n v ir o n m e n t a l t r a n s m i s s i o n o f e n t e r i c v i r u s e s t o f o o d m a t r i c e s . F o r

c a p i t a l h e a v y e n d e a v o r s
,
s u c h a s w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s o r C A F O a n i m a l w a s t e w e

r e ly f o r t h e m o s t p a r t o n g o v e r n m e n t a n d t h e g o v e r n a n c e o f c o mm e r c e . T h e s e p u b l i c

h e a lt h f e a t s a r e a d v a n c e d b y r e s e a r c h a n d t h e d i s s e m i n a t i o n o f k n o w l e d g e , w h i c h i s t h e

p r i n c ip a l r e a s o n f o r d o c u m e n t s s u c h a s t h i s .
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3 M e t h o d s a n d M a t e r i a l s

3 . 1 F o o d S a m p l e s

3 . 1 . 1 T o m a t o s a u c e

T o m a t o s a u c e (T S ; H a r r i s T e e t e r B r a n d
,

"
1 0 0% N a t u r a l P a s t a S a u c e ,

F l a v o r e d W i t h

M e a t
"

) w a s p u r c h a s e d a t a l o c a l g r o c e r y s t o r e i n a g l a s s c o n t a i n e r a n d s t o r e d a t 4
°

C a ft e r

o p e n i n g T h e ba s i c c o m p o n e n t s o f t o m a t o s a u c e a n d o t h e r f o o d s a r e l i s t e d i n T a b l e 3 . 1 . 1 .

A s s h o w n i n T a b l e 3 . 1 . 1 t o m a t o s a u c e c o n t a i n e d m o r e p e r -

g r a m t o t a l f a t
, s a t u r a t e d f a t

,

a n d d i e t a r y fi b e r t h a n e it h e r s t r a w b e r r i e s o r o y s t e r s . T h e t o m a t o s a u c e a l s o c o n t a i n e d a

m o r e c o m p l i c a t e d l i s t o f in g r e d i e n t s t h a n t h e o t h e r t w o f o o d s
,
in c lu d i n g w a t e r

,
t o m a t o

p a s t e
,
d i c e d t o m a t o e s

,
c o m s y r u p ,

s o y b e a n o i l
, g r o u n d b e e f

,
s p i c e s (b a s i l

,
o r a g a n o

,
a n d

p a r s l e y ) , g a r l i c a n d o n i o n p o w d e r
, c it r i c a c i d , n a t u r a l f la v o r s ( d a t a n o t s h o w n ) . G r o u n d

b e e f a n d s p ic e s a r e im p o r t a n t c o m p o n e n t s d u r in g a s s a y ,
b e c a u s e t h e f o r m e r m a t e r i a l

s in k s i n s o l u t io n w h i le t h e l a t t e r f l o a t s w h e n c o m b in e d w i t h a n e l u t i o n b u f fe r . T o m a t o

s a u c e w a s h o m o g e n i z e d a t l o w sp e e d f o r 3 0 s e c o n d s i n a W a r i n g B l e n d e r
,
a n d 15 m L

(~ 3 0 g ) w a s a l i q u o t e d i n t o 5 0 m L c a p a c it y c o n i c a l c e n t r i f u g e t u b e s . A l i q u o t s w e r e s t o r e d

a t - 2 0 ° C u n t i l a s s a y ,
a s w h a t o n e m i g ht e x p e c t f o r im p o u n d e d fo o d s a ft e r a v i r a l

f o o db o m e o u t br e a k .
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T a b l e 3 . 1 . 1 N u t r i t i o n a l c o m p o n e n t s i n t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r i e s
,
a n d o y s t e r s .

T o m a t o

S a u c e

S t r a w b e r r i e s O y s t e r s

C o m p o n e n t

a m o u n t

p e r 3 1 g

a m o u n t

P e r 2 8 g

A m o u n t

pe r 3 0 g

(15 m L ) (1 5 m L ) (1 s e r v i n g )

T o t a l fa t

S a t u r a t e d fa t

S o d iu m

T o t a l c a r b o hy d ra t e

D ie t a ry f ib e r

S u g a r s

P r o te i n

V i ta m in s a n d m in e r a ls

0 7 0

0 2 0

0 2 0

5 6

0 5 0 2

5 6

0 5 0 2

A
,

C
,

I r o n
,
C a l c i u m C

,

I r o n

6

0

0 3

1 2

0

0

3

A
,
C

,
Ir o n

3 . 1 . 2 St r a w b e r r i e s

S t r a w b e r r i e s w e r e p u r c h a s e d f r o z e n , h a l v e d i n s y r u p (S S ; B ir d s E y e B r a n d ) . I n g r e d i e n t s

i n t h i s f o o d i n c l u d e : s t r a w b e r r i e s ,
i n v e r t s u g a r s y r u p , a n d c o m s y r u p . St r a w b e r r y s e e d s

m a y b e i m p o r t a n t c o m p o n e n t s d u r i n g a s s a y ,
b e c a u s e t he y f l o a t i n e lu t i o n b u f f e r s .

S t r a w b e r r i e s w e r e h o m o g e n i z e d a t l o w s p e e d f o r 3 0 s e c o n d s i n a W a r i n g B le n d e r , a n d 15

m L (- 3 0 g ) w a s a l i q u o t e d in t o 5 0 mL c a p a c it y c o n i c a l c e n t r i f u g e t u b e s . A l i q u o t s w e r e

s t o r e d a t - 2 0
°

C u n t i l a s s a y .

3 . 1 . 3 O y s t e r s (C r a s s o s t r e a v i r g i n i c a )

O y st e r s w e r e p u r c h a s e d l i v e f r o m a l o c a l s e a f o o d m a r k e t (D u r h am ,
N C ) . T h e s e s h e l l fi s h

h a d b e e n h a r v e s t e d i n t h e w a t e r s o f L o u i s ia n a in t h e G u l f o f M e x i c o
,
w e r e a p p r o x i m a t e l y

3 - 4 d a y s o l d a t t im e o f p u r c h a s e
,
a n d h a d b e e n k e p t a t 4

°

C . Sh e l l fi s h w e r e r i n s e d a n d

s c r u b b e d u n d e r t a p w a t e r t o r e m o v e s e d i m e n t
,
b a r n a c l e s , p s e u d o

- f e c e s , f l a t w o r m s
,
a n d

a n y o t h e r f o w l i n g o r g a n i s m s p r e s e n t O y s t e r s w e r e s h u c k e d ,
d r a i n e d ,

a n d t h e m e a t w a s

r e c o v e r e d ,
a n d c r u d e l y h o m o g e n iz e d i n a W a r i n g b l e n de r a t l o w s p e e d f o r 5 s e c o n d s

.
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p r o c e s s i n g . A n a p p r o x im a t e 10 - 2 5 g r a m p o r t i o n o f h o m o g e n i z e d o y s t e r t i s s u e w a s

a l i q u o t e d i n 5 0 m L c a p a c i t y c e n t r if i i g e t u b e s a n d a s s a y e d , o r s t o r e d a t - 2 0
°

C N o st e p s

w e r e t a k e n t o r e d u c e p o t e n t i a l b a c k g r o u n d v i r a l c o n t am in a t i o n i n o y s t e r s .

3 . 2 V i r u s e s

3 . 2 . 1 H e p a t i t i s A V i r u s (H A V )

H A Y H M 175 c l o n e p 24 - A w a s g r o w n i n c o n f l u e n t l a y e r s o f F R h K - 4 (f e t a l r h e s u s

k i d n e y ) c e ll s a s d e s c r i b e d b y C r o m e a n s a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 89 ) .
F R h K - 4 c e l l s a t - 9 0%

c o n f lu e n c y i n t i s s u e c u l t u r e f la s k s (T - 1 5 0 s
'

c o n t a i n 3 x 1 0
' '

c e l l s w e r e i n o c u l a t e a t a

m u lt i p l i c i t y o f i n f e c t i o n o f 0 . 1 t o 0 . 0 1w it h 1- 2 m l o f 3 x 10^ t o 3 x 1 0
^
P F U H A V . F l a s k s

w e r e in c u b a t e d a t 3 7
°

C f o r 6 0 m in
, t h e n 3 0 - 5 0 m l s e r u m - f r e e m a i n t e n a n c e m e d i a w a s

a d d e d a n d in c u b a t e d 1 w k a t 3 7 ° C o r u n t i l 9 5% o f c e l l m o n o l a y e r i s i n f e c t e d .

C e l l s w e r e h a r v e s t b y 3 X f r e e z e - t h a w e p i s o d e s
,
t h e n h o m o g e n i z e d o n h i g h sp e e d f o r 2

m i n i n a n O m n i M i x e r w i t h h a l f t o e q u a l v o l u m e s o f a f l u o r o c a r b o n (V e r t r e l X F ) ,

c e n t r i f u g e d a t 4 80 0 R PM i n R C3 B c e n t r i f u g e f o r 2 0 m i n . T h e v i r u s r i c h s u p e r n a t a n t w a s

r e c o v e r e d a n d l a b e l e d c r u d e v i r u s s t o c k . H A V u s e d i n s p i k i n g e x p e r i m e n t s w a s f r o m

c r u d e v i r u s s t o c k o r d i l u t i o n s m a d e i n p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e (P B S ; p H 7 . 2 ) . V ir u s

s t o c k w a s t it e r e d u s i n g c e l l c u l t u r e t e c h n i q u e r e p o r t e d b y C r o m e a n s a n d c o l l e a g u e s

( 19 89 ) . B r i e f ly , F R h K - 4 c e l l s w e r e g r o w n t o - 9 0 % c o n f l u e n c y i n 6 0 m m p e t r i d i s h e s ,

gr o w t h m e d i a a s p i r a t e d f r o m d i s h e s u s in g s t e r i l e t e c h n i q u e , a n d 2 0 0 u l o f s a m p l e w a s

a d de d . D i s h e s w e r e i n c u b a t e d a t 37 ° C i n a C O 2 in c u b a t o r f o r 6 0 m i n w i t h m a n u a l ge n t l e

r o c k in g e v e r y 15 m i n . A 1% a g a r o s e o v e r l y m e d i u m c o n t a i n i n g 1% a g a r o s e (A c r o s

O r g a n i c s , N e w Je r s e y ) , 2X E a g l e s M E M (L i n b e r g e r T i s s u e C u l t u r e F a c i l i t y ,
C h a p e l H i l l

,
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N C ) , a n d m e d i a s u p p l e m e n t s w e r e m a d e , t h e n 5 - 7 m l o f o v e r l a y m e d i u m w e r e a d d e d

o n t o d i s h e s . D i s h e s w e r e p l a c e d in a C O 2 i n c u b a t o r f o r 7 d a y s a t 3 7 ° C . O n t h e s e v e n t h

d a y a s e c o n d 1% a g a r o s e o v e r l a y a s a b o v e
,
b u t w i t h a 1% n e u t r a l r e d dy e t o he l p

v i s u a l i z e p l a q u e s . P l a q u e s w e r e v i s u a l i z e d
,

c o u n t e d
,

a n d r e c o r d e d a s p l a q u e fo r m i n g

u n it s (P F U s ) p e r m l . H A V w a s a l s o t i t e r e d u s in g r e v e r s e - t r a n s c r i p t i o n p o l y m e r a s e c h a i n

r e a c t i o n (R T - P C R ) t o a n e n d p o i n t d i l u t i o n a s v i s u a l i z e d b y g e l e l e c t r o p h o r e s i s , a n d

r e p o r t e d a s R T - P C R u n i t s .

3 .
2 . 2 C o l i p h a g e M S2

C o l i p h a g e M S2 (A T C C 15 5 9 7 - B l ) w a s e n u m e r a t e d u s i n g a d o u b l e - a g a r l a y e r (D A L )

m e t h o d ,
i n w h i c h m o l t e n 0 . 8% t r y p t ic s o y a g a r i s c o m b i n e d w i t h t h e s a m p l e a n d l o g

-

p h a s e h o s t b a c t e r i a (E c o l i C 3 00 0 ) ,
t h e n p o u r e d o n t o a p e t r i d i s h c o n t a i n i n g 15 m l o f

s o l i d i fi e d 1 . 4 % t r y p t i c s o y a g a r (E P A m e t h o d 16 02 ; S o b s e y , S c h w a b e t a l . 1 9 90 ; S o b s e y ,

B a t t i g e l l i e t a l . 1 9 9 5 ) . P l a t e s w e r e i n v e r t e d a n d p la c e d i n a 3 7 ° C i n c u b a t o r o v e r n i g h t .

P l a q u e s
,
o r c l e a r z o n e s o f ly s i s i n t h e h o s t l a w n

,
w e r e e n u m e r a t e d a n d r e c o r d e d a s p l a q u e

f o r m i n g u n i t s (P F U s ) .

3 . 2 . 3 S e e d e d f o o d s a m p l e s w i t h l a b o r a t o r y v i r u s

T o m a t o s a u c e ( 1 5 m L ) st r a w b e r r y s a u c e ( 1 5 m L ) ,
a n d o y s t e r s (2 5 g o f w h o l e o y s t e r o r

a n d e q u i v i l a n t w e i g h t o f d i s s e c t e d o y s t e r s ) w e r e s e e d e d w i t h s m a l l v o lu m e s o f H A V

a n d/ o r M S2 (0 . 1 m L ) . Se e d e d s a m p l e s w e r e i n c u b a t e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 1 5 m i n t o

a l l o w f o r v ir u s a d s o r p t io n (C r o m e a n s e t a l .

,
1 9 9 7 , M u l l e n d o r e t a l . , 2 0 0 1) . W o r k w a s

p e r f o r m e d i n a l a m i n a r f lo w h o o d u s i n g a u t o c l a v e d o r U V s t e r i l i z e d p l a s t i c w a r e
, p i p e t t e s ,

a n d g l a s s w a r e .
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3 . 3 V i r u s c o n c e n t r a t i o n a n d p u r i f i c a t i o n

3 . 3 . 1 E l u a n t s

B u f f e r e d p r o t e i n s o l u t i o n s (e l u a n t s ) w e r e m a d e f r o m s t a n d a r d d r y
-

g o o d s r e a g e n t s

p u r c h a s e d f r o m c h e m i c a l s u p p l i e r s a n d d e - i o n iz e d w a t e r a n d u s e d in e l u t i o n a n d a c i d -

a d s o r p t i o n e l u t i o n e x p e r im e n t s . E l u a n t s in c l u d e 10 % t r y p t o s e p h o sp h a t e b r o t h / 0 . 0 5 M

g l y c i n e (p H 8 a n d 9 . 5 ) ,
0 . 5 M g y l y c e n e / 0 . 1% T w e e n - 8 0 (p H S) b u f f e r , 0 . 0 5 M g l y c i n e -

0 . 1 5 M N a C l
,
0

. 5 M t h r e o n i n e - 0 . 1 5 M N a C l , a n d 3% be e f e x t r a c t b u f f e r . E l u a n t s w e r e

p r e p a r e d in I L o r 0 . 5 L g l a s s c o n t a i n e r s (P y r e x ) , p H a dj u s t e d u s i n g 5 M N a C l a n d 5 M

H C l
,
t h e n a u t o c l a v e d a n d s t o r e d a t 4

° C .

3 . 3 . 2 P o ly e t h y l e n e g l y c o l (P E G ) p r e c i p i t a t i o n

V i r u s e s i n f o o d e l u a t e s a n d e x t r a c t s w e r e p r e c i p i t a t e d w it h P E G . D r y P E G (S i gm a , S t .

L o u i s , M O ) a n d N a C l w e r e a d d e d t o 3 0 - 2 5 0 m l s a m p l e e lu a t e s t o a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f

8 % P EG a n d 0 . 3 M N a C l . S a m p l e s w e r e m a g n e t i c a l ly m i x e d f o r 1 5 - 3 0 m i n a t r o o m

t e m p e r a t u r e , u n t i l t h e P E G a n d s a l t w e n t i n t o s o l u t i o n . S a m p l e s w i t h s m a l l v o l u m e s

(- 3 0 - 5 0 m l ) w e r e s t o r e d f o r 2 - 4 h o u r s a t 4
°

C , o r f o r l a r g e r s a m p l e s ,
o v e r n i g h t a t 4 ° C t o

f a c i l i t a t e p r e c i p i t a t i o n . A ft e r p r e c i p i t a t i o n
,
s a m p le s w e r e c e n t r i f u g e d a t 7

,
0 0 0 - 1 5

,
0 0 0 x g

f o r 1 5 - 3 0 m i n . T h e s u p e r n a t a n t w a s d i s c a r d e d a n d t h e v ir u s - c o n t a i n i n g p e l l e t s w e r e

r e s u s p e n d e d in s m a l l v o l u m e s o f P B S
,
w a t e r o r o t h e r b u f f e r s .

3 . 3 . 3 Sm a l l v o l u m e R N A e x t r a c t i o n

Sm a l l v o l u m e s o f H A V w e r e e x t r a c t e d w i t h QI A m p v i r a l R N A m i n i k i t (V a l e n c i a
,
C a ) .

T h e m i n i k it e x t r a c t s R N A u s i n g a p r o p r i e t a r y g u a n i d i n i u m r e a g e n t . R N A i s e x t r a c t e d

f r o m v i r u s e s i n s a m p l e s b y u t i l i z i n g t h e s e l e c t i v e b i n d i n g p r o p e r t i e s o f s i l ic a - g e l
- b a s e d
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m e m b r a n e c o n t a i n e d w it h i n e a c h sp i n c o l u m n . T h e s a m p l e i s fi r s t ly s e d u n d e r h i g h l y

d e n a t u r i n g c o n d i t i o n s t o r e l e a s e R N A
,
f o l l o w e d b y b i n d i n g o f t h e R N A t o t h e m e m b r a n e

,

a n d i n a c t i v a t i o n o f a n y e n z y m e s (e g ,
R N a s e s ) t h a t m a y d e g r a d e t h e l i b e r a t e d R N A .

D u r i n g s u b s e q u e n t s t e p s
, t h e b o u n d RN A i s r e t a i n e d o n t h e m e m b r a n e w h i l e

c o n t a m i n a n t s a n d i m p u r i t i e s a r e w a s h e d a w a y . T h e n
,
t h e R N A i s e l u t e d f r o m t h e

m e m b r a n e a n d i s r e c o v e r e d i n a s m a l l v o l u m e o f w a t e r (a b o u t 5 0 - 6 0 u L ) . I n s o m e

e x p e r im e n t s t h i s w a s s u b s t i t u t e d w i t h a g u a n a d i n i u m i s o t h i o c in a t e (G u S C N ) l y s i s b u f f e r

(J o t h i k u m a r
, N . ,

S o b s e y , M . D .

,
a n d T . L . C r o m e a n s

, p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ;

u n p u b l i s h e d d a t a ) a l o n g w i t h v a r i o u s e t h a n o l - ba s e d w a s h s o lu t io n s . U s i n g t he

c o m m e r c i a l k i t s
,
s a m p l e s o f 1 4 0 u L w e r e c h e m i c a l l y e x t r a c t e d a n d p a s s e d t h r o u g h t h e

s i l i c a g e l s p in c o l u m n w it h s u c c e s s iv e w a s h i n g s t e p s ,
a c c o r d i n g t o m a n u f a c t u r e r s

d i r e c t i o n s . I n s o m e e x p e r im e n t s c o l u m n s w e r e r e l o a d e d w i t h a d d it i o n a l 1 4 0 u L v o l u m e s

(S . S h u m o s k i
, Q i a g e n M o l e c u l a r D i a g n o s t i c s , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) . R N A b o u n d t o

t h e s p i n c o l u m n w a s e lu t e d w it h 50 u L o f T E b u f f e r ( c o n t a i n i n g 5 m M T r i s - 0 . 5 m M

E D T A
, p H 8 . 0

,
A m b i o n

,
A u s t i n

,
T X ) . E lu t e d v i r u s n u c l e i c a c i d s w e r e s t o r e d i n a l i q u o t s

a t - 8 0
°

C , p r o c e s s e d d i r e c t l y , a n d / o r a l c o h o l c o n c e n t r a t e d .

3 . 3 . 4 L a r g e v o l u m e R N A e x t r a c t i o n

T h e QI A m p V i r a l R N A M i n i K it (Q i a g e n ,
V a l e n c i a

,
C A ) o n l y p r o v i d e s 8 m L o f l y s i s

b u f fe r a n d a s a r e su lt w a s c o s t - p r o h i b i t iv e f o r r e s u s p e n d i n g m u lt i p l e l a r g e
- v o l u m e P E G

p e l l e t s . L a r g e r Q i a g e n M i d i c o l u m n k i t s (R N e a s y K i t
, Q i a g e n ,

V a l e n c i a , C A ) c o n t a i n

a d e q u a t e l y s i s b u f f e r
,
b u t p r o p r i e t a r y c o m p o n e n t s l i m i t t h e a b i l i t y t o m o d if y r e a c t i o n

c o n d i t i o n s t o o p t im i z e R N A e x t r a c t i o n f r o m s p i n c o l u m n s . A G u S C N ly s i s b u f f e r w a s

c r e a t e d w i t h s i m i l a r p r o p e r t i e s t o t h e Qi a g e n l y s i s bu f f e r w a s u s e d i n e x p e r i m e n t s
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i n v o l v i n g l a r g e v o l u m e R N A e x t r a c t i o n . G u S C N l y s i s b u f f e r h a s s h o w n t o w o r k

s i m i l a r l y t o Q i a g e n
'

s l y s i s b u f f e r a n d w a s u s e d in l a r g e v o l u m e R N A e x t r a c t i o n

{] o t h i k u m a r e t a l
,
2 0 0 3 .

G u SC N l y s i s b u f f e r c o n t a i n e d 12 0 g r a m s o f g u a n id i n e t h i o c y a n a t e (G u SC N ) (B o e h r i n g e r

M a n n h e i m , I n d i a n a p o l i s ,
I N ) i n 1 0 0 m L o f T E b u f f e r ( c o n t a i n i n g 5 m M T r i s - 0 . 5 m M

E D T A
, p H 8 . 0

,
A m b i o n , A u s t i n , T X ) p r e p a r e d w i t h n u c l e a s e f r e e w a t e r (A m b i o n

,

A u s t in , T X ) . A ft e r t h e G u S CN d i s s o l v e d
,
1 1 mL o f 5 M s o d i u m c h l o r i de (A m b i o n ,

A u s t in
,
T X ) a n d 1 1 m L o f 3 M s o d iu m a c e t a t e p H 5 . 5 (A m b i o n ,

A u s t i n
,
T X ) w e r e

a d d e d . C a r r i e r R N A (P o l y A f r o m S i gm a
, St L o u i s , M O ) w a s a d d e d t o a fi n a l

c o n c e n t r a t i o n o f 2 0 (x g /m L . L i k e t h e Qi a g e n r e a g e n t ,
G u S C N l y s i s b u f f e r a c t s u n d e r

h i g h l y d e n a t u r i n g c o n d i t i o n s t o r e l e a s e R N A
,
w h i l e s i m u l t a n e o u s l y i n a c t iv a t i n g a n y

e n z y m e s (e . g .

,
R N a s e s ) t h a t m a y d e g r a d e t h e l ib e r a t e d R N A .

I n t he p r e s e n t s t u dy ,
t h r e e t o fi v e m L o f G u SC N l y s i s b u f f e r w a s a d d e d t o r e s u s p e n d

P E G p e l l e t e d m a t e r i a l c o n t a i n i n g v i r u s o r o t h e r s a m p l e s . T h e s e m i x t u r e s w e r e b r i e fl y

v o r t e x e d a n d i n c u b a t e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 1 5 m i n t o a l l o w f o r v ir u s c a p s i d l y s i s .

A n e q u a l v o l u m e o f a b s o lu t e m o l e c u l a r g r a d e e t h a n o l (A m b i o n
,
A u s t i n , T X ) w a s a d d e d

t o G u SC N v ir u s l y s a t e ,
v o r t e x e d b r i e fl y , a n d t h e n p a s s e d t h r o u g h Qi a g e n M i d i c o l u m n s

(R N e a s y K i t , Q i a g e n ,
V a l e n c i a

,
C A ) b y c e n t r i f l i g a t io n a t s p i n s p e e d s s u g g e s t e d by t h e

m a n u f a c t u r e r . M i d i c o l u m n s w e r e l o a d e d b e t w e e n 1 a n d 3 t i m e s w i t h v i r u s l y s a t e .

V i r u s a n d fo o d m a t e r i a l b i n d i n g t o M i d i c o l u m n w a s w a s h e d w i t h a s o l u t io n o f 1 m l

G u SC N ly s i s b u f f e r , I m L n u c l e a s e f r e e w a t e r (A m b io n
,
A u s t i n

,
T X ) ,

a n d 2 m L a b s o l u t e
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mo l e c u l a r g r a d e e t h a n o l (A m b i o n
,
A u s t i n

,
T X ) ,

w a s h e d w i t h a s o l u t i o n o f 7 5 %

m o l e c u l a r g r a d e e t h a n o l (A mb i o n , A u s t i n
,

T X ) ,
w a s h e d a t h i r d t im e w i t h t h e

a fo r e m e n t i o n e d G u SC N /w a t e r / e t h a n o l s o l u t i o n
,
a n d s u b s e q u e n t ly e l u t e d o f f t h e c o lu m n

w i t h 2 0 0 ^ L o f T E b u f f e r ( 1 0 u M T r i s - l u M E D T A , p H 8 . 0 ; P r o m e g a , M a d i s o n , W I)

(V i n j e , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ; u n p u b l i s h e d d a t a ) . G u SC N w a s t e w a s s t o r e d i n a 1 L

c o n t a i n e r w i t h 13 . 6 g r a m s N a O H a d d e d , a s t o p r e c l u d e t h e f o r m a t i o n o f t o x ic c y a n i d e

g a s .

3 . 3 . 5 A l c o h o l n u c le i c a c i d p r e c i p i t a t i o n

R N A e x t r a c t e d s a m p l e s l a r g e r t h a n 5 0 ja L w e r e f u r t h e r c o n c e n t r a t e d w i t h o n e o f t w o

t y p e s o f a lc o h o l n u c l e i c a c i d p r e c i p i t a t i o n
,
i s o p r o p a n o l o r a l c o h o l (T a b l e 3 . 3 . 1 ) T h e s e

m e t h o d s c o n c e n t r a t e 2 0 0 |j L o f R N A t e n f o l d
,
t h u s i n c r e a s i n g t h e s e n s i t i v i t y o f d e t e c t i o n

t e n f o l d . A l c o h o l n u c l e i c a c i d p r e c i p i t a t i o n i n v o l v e s t h e a d d it i o n o f 5 M am m o n iu m

a c e t a t e
,
a l c o h o l

,
a n d a n o n - r e a c t i v e m a r k e r (a b l u e c o l o r e d s t a r c h ) t o a m i c r o - e p p e n d o r f

t u b e c o n t a i n i n g 2 0 0 [ i L o f R N A e l u t e d f r o m a Q i a g e n M i d i c o l u m n (R N e a s y K i t
, Q i a g e n ,

V a l e n c i a , C A ) . T h e a l c o h o l p r e c ip it a t i o n m i x t u r e w a s c h i l l e d f o r 3 0 t o 6 0 m i n a t - 2 0 ° C

t h e n c e n t r i f u g e d t o p e l l e t t h e R N A . T h e p e l l e t w a s w a s h e d w i t h c o l d a b s o l u t e m o l e c u l a r

g r a d e e t h a n o l (A m b i o n , A u s t i n ,
T X ) ,

r e c e n t r if u g e d ,
a n d a i r d r i e d

,
r e s u l t i n g i n a f i n a l

p e l l e t o f R N A t h a t w a s r e s u s p e n de d i n a s m a l l v o l u m e ( 10 - 2 0 \x L ) o f T E b u f f e r (5 m M

T r i s p H 8 . 0 ,
0

. 5 m M E D T A p H 8 . 0 ) o r n u c l e a s e f r e e w a t e r (A m b i o n
, A u s t i n

,
T X ) .
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T a b l e 3 . 3 . 1 P r e c i p i t a t i o n o f v i r a l R N A

I s o p r o p a n o l E t h a n o l

1 A d d 1 / 10
"

v o lu m e

o f 5 M a m m o n iu m

a c e ta t e to R NA ; m ix .

6 R e m o v e

s u p e rn a t a n t a n d

d is c a r d

2 . A d d e q u a l v o l u m e o f
^
,

"̂

^̂ t Y
'^ ^ 0 °

^
,

u L o f 7 5 % ic e c o ld
i s o p r o p a n o l ; m i x

^ ^^ ^ ^ ^ ^

3 A d d 1 u L o f

g ly c o b lu e ; m ix

4 K e e p a t - 2 0
°

C f o r

3 0 - 6 0 m i n

8 C e n t r i f u g e a t

1 4
,
0 0 0 R P M f o r 5

m in a t 4
°
C

9 R e m o v e

s u p e r n a t a n t a n d

a i r d r y p e l le t

1 0 R e s u s p e n d

5 C e n t r if u g e a t 14
,
0 0 0 p e l le t i n d e s i r e d

R P M f o r 1 5 m i n a t 4
°
C v o lu m e o f T E o r

n u c le a s e - f r e e

w a t e r

1 A d d 1/ 1 0
' "

v o lu m e

o f 5 M A m m o n iu m

a c e t a t e t o R N A . M i x .

2 A d d 2 5 v o lu m e s o f

c o ld 7 5 % m o le c u la r

g r a d e e t h a n o l ; m ix

3 A d d 1 u L o f

g ly c o b l u e ; m ix .

4 K e e p a t - 2 0
' 'C f o r

3 0 - 6 0 m in

5 C e n t r i f u g e a t

1 4
,

0 0 0 R P M f o r 1 5

m in a t 4
' '
C

6 R e m o v e

s u p e r n a t a n t a n d
d is c a r d .

7 W a s h w it h 5 0 0 u L

o f 7 5 % ic e c o ld

e t h a n o l

8 . C e n t r i f u g e a t

1 4
,

0 0 0 R PM f o r 5 m in

a t 4 0 c

9 . R e m o v e

s u p e r n a t a n t a n d a i r

d ry p e l le t

1 0 R e s u s p e n d p e l le t

i n d e s i r e d v o l u m e o f

T E o r n u c le a s e - f r e e
w a t e r

3 . 4 M o l e c u la r D e t e c t i o n M e t h o d s

3 . 4 . 1 C o n v e n t i o n a l r e v e r s e - t r a n s c r i p t i o n p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n

C o n v e n t i o n a l R T - P C R w a s c a r r i e d o u t u s i n g r e a g e n t s f r o m Qi a g e n O n e St e p R T - P C R k i t

(V a l e n c i a
,
C A ) f o l l o w i n g m a n u f a c t u r e r s i n s t r u c t i o n s . T h e m a s t e r m ix p e r

- r e a c t i o n

i n c l u d e d 5 u L o f 5 X Qi a g e n R T - P C R b u f f e r
,
1 u L dN T P m i x t o a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f

0 . 4 m M
,
0 . 5 u L o f f o r w a r d a n d r e v e r s e p r im e r s (T a b l e 3 . 4 . 1) t o a fi n a l c o n c e n t r a t io n o f 5 0

p m o l/ u L , 1 u L o f Qi a g e n e n z y m e m ix c o n t a i n i n g T a q p o l y m e r a s e ,
0 . 5 u L c o n t a i n in g 2 0

U o f RN a s e i n h i b i t o r
,
14 u L o f RN a s e f r e e w a t e r ,

a n d 2 . 5 u L o f RN A t e m p l a t e , gi v i n g a

s i n g l e r e a c t i o n t o t a l v o l u m e o f 2 5 u L . P r i m e r s f o r H A V w e r e s e l e c t e d f r o m p u b l i s h e d

w o r k b y Sc h w a b a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 5 ) (T a b l e 3 . 4 . 1 ) . P r im e r s a m p l i fi e d a 1 92 b p l e n g t h
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s e gm e n t o f t h e H A V g e n o m e c o n n e c t i n g t h e V P l a n d V P 3 c a p s i d p r o t e i n s (S c h w a b e t

a l . ,
1 9 9 5 ) . R T - P C R r e a c t i o n w a s c a r r i e d o u t i n a M J R e s e a r c h P T C - 2 00 P e l t i e r

T h e r o m c y c l e r (M J R e s e a r c h , W a l t h a m
,
M A ) w i t h t h e f o l l o w i n g R T a n d P C R c y c l e s a n d

t e m p e r a t u r e s : (R T ) 4 2
° C f o r 3 0 m i n

,
9 5

°

C f o r 15 m i n
, (P C R x 4 0 c y c l e s ) 9 4

° C f o r 1 m i n
,

5 5
°

C f o r 1 m i n , 7 2
°

C f o r 1 m in a n d a f i n a l e x t e n s i o n a t 7 2
°

C fo r 1 0 m in
.

T a b l e 3 . 4 . 1 P r i m e r s u s e d i n c o n v e n t i o n a l R T - P C R a s s a y s .

A m p l i c o n

V i r u s D e s ig n a t i o n S e q u e n c e (5
'
- 3

'

) L e n g t h ( b p ) R e f e r e n c e

H A V H A V fw d C A G C A C A T C A G AA A G G T G A G 19 2 S c h w a b
,
1 99 5

H A V rv s C T C C A G A A T CA T C T C CA A C

T w e n t y p e r c e n t o f a m p l i f i e d P C R p r o d u c t s w e r e s e p a r a t e d b y w e i g h t o n 2 % a g a r o s e g e l s

s t a i n e d w i t h e t h i d i u m b r o m i d e ,
a n d v i s u a l i z e d u n d e r U V l ig h t . I n s m a l l t u b e s o r i n 9 6

w e l l c e l l c u lt u r e t u b e s
,
10 u l o f a m p l i c o n w a s a d d e d t o 2 u l o f 6X L o a d i n g b u f fe r

(P r o m e g a ,
M a d i s o n

,
W I ) ,

a n d 5 u l o f D N A la d de r (P r o m e g a ,
M a i d s o n

,
W I ) w a s a dd e d t o

1 u l o f 6 X l o a d in g b u f f e r (P r o m e g a , M a d i s o n , W I ) . C o o l e d a g a r o s e g e l s w e r e s u b m e r g e d

i n I X T A E i n a g e l b o x (F o t o d y n e I n c .

,
H a r t l a n d

,
W I ) ,

d y e c o l o r e d s a m p l e s a n d 100 bp

D N A l a d d e r a d d e d t o a p p r o p r ia t e t h e w e l l s , a n d 12 5 v o lt s w e r e p a s s e d t h r o u g h t h e

m a c h in e f o r 3 0 - 4 5 m in u t e s (F o t o /F o r c e 3 0 0 , F o t o d y n e I n c . , H a r t l a n d , W I ) . A ft e r s t a in e d

a m p l ic o n h a d s p r e a d a n a p p r o p r i a t e l e n g t h , g e l s w e r e v i s u a l i z e d b y U V , p h o t o g r a p h e d ,

a n d t h e p i c t u r e s t o r e d t o f l o p p y d i s c (G e l p r i n t 2 0 00 1, B i o p h o t o n i c s ,
P i t t s f i e l d

,
M A ) .

3 . 4 . 2 N e s t e d r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n p o ly m e r a s e c h a i n r e a c t i o n

A n e s t e d R T - P C R a s s a y , c o n s i s t i n g o f t w o r o u n d s o f am p l i fi c a t i o n
,
w a s u s e d t o m u lt i p l y

H A V R N A f o r f u r t h e r v i s u a l i z a t i o n b y g e l e l e c t r o p h o r e s i s . F i r s t r o u n d R T - P C R u s e d t h e

o n e - t u b e
,
O n e - St e p ic i t (Qi a g e n , V a l e n c i a

,
C A ) ,

f o l l o w i n g m a n u f a c t u r e r s i n s t r u c t i o n s .
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R e a g e n t s i n c l u d e 5X Q i a g e n R T - P C R B u f f e r ( I X fi n a l c o n e . ) ,
d N T P m i x (0 . 4 m M fi n a l

c o n e . ) ,
e n z y m e m i x ( l u l p e r r x n ) ,

R N a s e i n h i b it o r ( 2 0 U ) , p r i m e r s ( 5 0 p m o l fi n a l c o n e ) ,

a n d R N a s e - f r e e w a t e r F ir st r o u n d p r i m e r s s p a n n e d t h e c o n s e r v e d V P 1 - V P 3 c a p s i d

r e g i o n o f t h e H A V g e n o m e , w e r e 3 19 bp l o n g ,
a n d c a m e f r o m a p u b l i s h e d s o u r c e (H u t i n ,

P o o l e t a l . 1 9 9 9 ) (T a b l e 3 . 4 . 2 ) . T w o a n d a h a l f ^ 1 o f R N A t e m p l a t e w a s a d d e d f o r a t o t a l

r e a c t i o n v o l u m e o f 2 5 u l . R T - P C R w a s c a r r i e d o u t i n a M J R e s e a r c h P T C - 2 00 P e lt i e r

T h e r o m c y c l e r (M J R e s e a r c h , W a l t h a m , M A ) . R T s t e p s i n c l u d e d a c y c l e a t 4 2
°

C f o r 3 0

m i n
,
a n d h e a t in g a t 9 5 ° C f o r 15 m i n . F u r t h e r s t e p s in c l u d e d 4 0 c y c l e s o f 9 4

°

C f o r 1 m in ,

5 0
°

C f o r 1 m i n , a n d 7 2
°

C f o r 1 m i n , w i t h a fi n a l c y c l e a t 7 2
°

C f o r 10 m i n .

S e c o n d r o u n d
"
n e s t e d

" P C R u s e d H o t S t a r T a q m a s t e r m i x (Q i a g e n ,
V a l e n c i a

,
C A ) ,

f o l l o w i n g t h e m a n u f a c t u r e r
'

s i n s t r u c t i o n s . R e a g e n t s in c lu d e H o t S t a r T a q

m a s t e r m i x p r i m e r s (2 x ) , p r i m e r s ( 5 0 p m o l fi n a l c o n e ) ,
a n d R N a s e - f r e e w a t e r T h e s e c o n d

r o u n d p r i m e r s s p a n n e d 2 4 3 bp a c r o s s t h e c o n s e r v e d V P 1 - V P 3 c a p s i d r e g i o n o f t h e H A V

g e n o m e a n d w e r e i n t e r n a l t o t h e fi r s t r o u n d p r i m e r s (H u t in
,
P o o l e t a l 1 9 99 ) (T a b l e

3 . 4 . 2 ) . A l a b o r a t o r y c a b i n e t w a s d e d i c a t e d f o r u s e w i t h n e s t e d r e a c t i o n s . O n e u l o f 1
^

r o u n d R T - P C R t e m p la t e w a s a dd e d f o r a t o t a l r e a c t i o n v o l u m e o f 2 5 u l . P C R w a s c a r r ie d

o u t i n a M J R e s e a r c h P T C - 2 0 0 P e l t i e r T h e r o m c y c l e r (M J R e s e a r c h
,
W a l t h a m

,
M A ) .

S t e p s i n c l u d e d h e a fi n g a t 9 5
°

C f o r 1 5 m i n
,
f o l l o w e d b y 4 0 c y c l e s o f 9 4

°

C f o r 3 0 s e c ,

5 5 ° C f o r 3 0 s e c
,
a n d 72 ° C f o r 1 m i n

, w i t h a fi n a l c y c l e a t 7 2 ° C f o r 1 0 m i n .
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T a b le 3 . 4 . 2 P r i m e r s f o r H e p a t i t i s A v i r u s , n e s t e d R T - P C R a s s a y

V i r u s D e s ig n a t i o n S e q u e n c e (5
'

- > 3
'

) A m p l i c o n R e f e r e n c e

l e n g t h (b p )

H A V E x t e r n a l H A V fw d G T T A A T G T T T A T C T T T C A G C A A T 3 1 9 H u t i n
,
1 9 9 9

1s t r o u n d E x t e r n a l H A V rv s G A T C T G A T G T A T G T C T G G A T T C T

H A V In t e r n a l H A V fw d G C T C C T C T T T A T C A T G C T A T G G A T 2 4 3 H u t in
,
19 9 9

2 n d r o u n d In t e r n a l H A V r v s C A G G A A A T G T C T C A G G T A C T T T C T

F o r t y p e r c e n t o f a m p l i fi e d P C R p r o d u c t s w e r e s e p a r a t e d b y w e i g h t o n 2 % a g a r o s e g e l s

s t a i n e d w i t h e t h i d i u m b r o m id e , e l e c t r o p h o r e s e d , a n d v i s u a l i z e d u n d e r U V l i g h t . B o t h fi r st

a n d s e c o n d - r o u n d p r o d u c t s
,
a n d a p p r o p r i a t e p o s it i v e a n d n e g a t i v e c o n t r o l s w e r e r u n s i d e -

by - s i d e o n g e l s .

3 . 4 . 3 R e a l - T i m e R T - P C R a m p l i f i c a t i o n a n d d e t e c t i o n

R e a l - t i m e R T - P C R w a s c a r r ie d o u t i n 2 5 \x l r e a c t i o n t u b e s u s i n g Sm a r t C y c l e r (C e p h e i d ,

S u n n y v a l e , C A ) t e c h n o l o g y . T h e Sm a r t C y c l e r (C e p h e i d , S u n n y v a l e , CA ) u s e s a c e r a m i c

h e a t in g p l a t e a n d a h i g h
- e f fi c i e n c y f a n t o r a p id l y c h a n g e t h e a m b i e n t t e m p e r a t u r e i n e a c h

r e a c t i o n v e s s e l . R e a c t i o n w e l l s c o n t a i n h i g h i n t e n s i t y l i g ht - em it t i n g d i o d e s (L ED s ) t o

s t im u l a t e e x c it a t io n a n d e m i s s i o n o f f o u r t y p e s o f fl u o r e s c e n t - l a b e le d d y e s u s e d a s

h y b r i d i z a t i o n p r o b e s w i t h i n a r e a c t i o n . A s i l i c o n p h o t o d e t e c t o r m e a s u r e s t h e

fl u o r e s c e n c e a n d l i n k s t o a c o m p u t e r w h o s e s o f t w a r e (Sm a r t C y c l e r v e r s i o n 1 . 2 f
,

C e p h e i d , S u n n y v a l e
,
C A ) i n t e r p r e t s t h e s ig n a l . T h e Qu a n t i T e c t P r o b e R T - P C R k it

(Q i a g e n ,
V a le n c i a , C A ) w a s u s e d fo r H A V r e a l - t i m e R T - P C R a s s a y s . R e a c t i o n

c o m p o n e n t s in c l u d e d 12 . 5 |i L o f 2 x Qu a n t i T e c t P r o b e R T - P C R M a s t e r M ix c o n t a i n i n g

H o t St a r T a q D N A p o ly m e r a s e t o a fi n a l c o n c e n t r a t io n o f I x ; 2 U Qu a n t i T e c t R T M i x t o a

fi n a l c o n c e n t r a t io n o f 2 U / r x n ; 0 . 5 i^ l o f f o r w a r d p r i m e r t o a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 4
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)j M ; 0 . 5 yd o f r e v e r s e p r i m e r t o a f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 0 .
4 )a M ; a fl u o r e s c e n t - l a b e l e d

p r o b e t o a fi n a l c o n c e n t r a t i o n b e t w e e n 0 . 1 t o 0 . 2 5 )i M ,
a n d n u c l e a s e f r e e w a t e r . HLA V

p r o b e h a d a R O X o r F A M fl u o r e s c e n t l a b e l c o n j u g a t e d a t t h e 5 e n d a n d a B l a c k H o l e

Qu e n c h e r c o n j u g a t e d a t t h e 3 e n d (T a b l e 3 4 . 3 ) . T h e p r o b e d e t e c t e d H A V
'

s 8 9 - b p R N A -

d e p e n d a n t R N A p o l y m e r a s e g e n e f r a g m e n t ( Jo t h i k u m a r
,
N .

,
S o b s e y ,

M . D .

,
a n d T . L .

C r o m e a n s , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ; u n p u b l i s h e d m a t e r i a l) . P r im e r s a n d p r o b e f o r H A V

r e a l - t i m e R T - P C R a r e b a s e d o n H A V s t r a in H M 17 5 f r o m G E N B A N K a s r e f e r e n c e f o r

t h e n u c l e o t i d e p o s i t io n s l i s t e d
. T h e y w e r e s y n t h e s iz e d a t t h e b i o t e c h n o l o g y c o r e f a c i l i t y

a t C D C - A t l a n t a ,
f o r w h i c h s e q u e n c e s a r e l i s t e d i n T a b l e 3 . 4 . 3 .

T a b l e 3 . 4 . 3 O l i g o n u c l e o t i d e p r i m e r / p r o b e s e q u e n c e s f o r H A V i n R e a l - t i m e R T - P C R .

P r im e r s o r P r im e r o r „ , r ^ r , ^ T m „ »

P r o b e P r o b e
S e q u e n c e (5 ^ 3 ) (

°

C )
"^ " ^ ' ^' " ^

F o rw a rd H A V - F 5 G G T A G G C T A C G G G T G A A A C -
'

3 5 9 4 3 9 2 - 4 1 0

4 8 0 - 4 6 1
R e v e r s e H A V - R 5 A A C A A CT C A C C A A T A T C C G C -

'

3 5 9 8

H A V R o x

o r H A V F a m

H A V R o Y

P r o b e _ . ?, « , «
-
_ _ .

5 C T T A G G C T A A T A C T T C T A T G A A G A G A T G G - 3 6 1 4 4 1 3 - 4 4 1

P r im e rs a n d p r o b e f r o m (J o t h ik u m a r
,

e t a l , 2 0 0 4 ) S e q u e n c e o f H A V H M 1 7 5 f ro m G E N BA N K

u s e d a s r e f e re n c e f o r t i i e n u c le o t id e p o s i t i o n s l is t e d

T h e m a s t e r m i x c o n t a i n i n g t h e r e a c t i o n c o m p o n e n t s l i s t e d a b o v e w a s a l i q u o t e d i n 2 0 - 2 4

^ 1 p o r t i o n s i n t o Sm a r t C y c le r t u b e s (C e p h e i d , S u n n y v a l e , C A ) r e s t i n g i n t h e

m a n u f a c t u r e r
'

s p r e - c h i l le d c o o l i n g b l o c k . T o t h e r e a c t i o n m i x t u r e 1 - 5 )a l R N A t e m p l a t e

w a s a d d e d
, o r a n e q u iv a l e n t a m o u n t o f n u c le a s e f r e e w a t e r a s a n e g a t i v e c o n t r o l t o a t o ta l

v o l u m e o f 2 5 ^ 1. R e a c t i o n t u b e s w e r e f i r m l y c l o s e d , a s d i s t i n g u i s h e d b y a c h a r a c t e r i s t i c

"
c l ic k i n g

"
s o u n d

, s i g n i fy i n g t h e h e r m e t i c s e a l a n d n e c e s s a r y p r e s s u r i z a t i o n o f i t s
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c o n t e n t s . Sm a r t C y c l e r t u b e s w e r e b r i e f ly c e n t r i f u g e d a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r
'

s

i n s t r u c t i o n s t o r e m o v e a ir bu b b l e s i n s i d e t h e r e a c t i o n m a t r i x . V i s u a l i n s p e c t io n o f t h e

t u b e s a n d g e n t le a g i t a t i o n o f t h e c e n t r i fi i g e t u b e s w a s r e q u i r e d t o f u r t h e r r e m o v e t r a p p e d

a i r b u b b l e s . R e a c t i o n c o n d it i o n s f o r r e a l - t i m e R T - P C R o f H A V i n c l u d e d r e v e r s e

t r a n s c r i p t io n f o r 3 0 m i n a t 5 0 ° C
,
t he n 1 5 m i n a t 9 5

°

C t o a c t i v a t e T a q P o l y m e r a s e , a n d

fi n a l l y a m p l i fi c a t i o n f o r 4 5 c y c l e s o f 10 s e c a t 9 5
°

C
,
2 0 s e c a t 5 5

°

C , a n d 15 s e c a t 7 2
° C

(Jo t h i k u m a r
,
N .

,
S o b s e y ,

M . D
,

a n d T . L . C r o m e a n s
, p e r s o n a l c o mm u n i c a t i o n ;

u n p u b l i sh e d m a t e r i a l ) . D e t e c t i o n o f fl u o r e s c i n g R O X o r F A M l a b e l e d p r o b e s o c c u r r e d

d u r i n g t h e 5 5
° C s t a g e i n e a c h c y c l e o n

, a s v i s u a l i z e d b y o p t i c a l c h a n n e l 4 (6 0 5 - 8 0 0 n m ) .

P o s i t iv e s i g n a l s w e r e d e t e c t e d in s a m p l e s w it h a s i g n i fi c a n t i n c r e a s e i n fl u o r e s c e n c e

a b o v e a b a c k g r o u n d t h r e s h o l d—a s a s a m p l e
'

s c y c l e t h r e s h o l d (C t ) . U n k n o w n p o s i t i v e

s a m p l e s w e r e c o m p a r e d t o s t a n d a r d c u r v e s f r o m t e n - f o l d d i l u t i o n s o f a k n o w n q u a n t i t y o f

l i k e v i r u s , g i v i n g a q u a n t it a t i v e a n a ly s i s o f u n k n o w n s .

3 . 5 S t a t i s t i c a l A n a l y s i s

St a t i s t i c a l a n a ly s i s o f d a t a w a s p e r f o r m e d o n I n St a t v e r s i o n 3 . 0 6 (G r a p h p a d , So ft w a r e

I n c . ) N o n -

p a r a m e t r i c a n a ly s i s o f v a r i a n c e w a s p e r f o r m e d u s i n g t h e M a n n - W h i t n e y T e s t

f o r t w o u n p a i r e d g r o u p s o f d a t a a n d t h e K r u s k a l - W a l l i s T e s t f o r t h r e e o r m o r e u n p a ir e d

g r o u p s o f d a t a . T h e P v a l u e
,
s t a t i s t i c a l t e s t , a n d s t a t i s t i c a l s i g n ifi c a n c e a r e r e p o r t e d f o r a l l

d a t a a n a l y z e d b y I n St a t (G r a p h p a d ,
S o ft w a r e I n c . ) . E x c e l (M ic r o s o ft ® O f fi c e E x c e l

2 0 0 3 ) w a s u s e d t o g e n e r a t e m e a n s a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n s f o u n d i n t a b l e s a n d fi g u r e s .
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4 R e s u l t s

4 . 1 O v e r v i ew

A lt h o u g h e x t e n s i v e l i t e r a t u r e e x i s t s o n m e t h o d s f o r t h e r e c o v e r y a n d m o l e c u l a r d e t e c t i o n

o f e n t e r i c v i r u s e s i n s h e l l fi s h , m e t h o d s t o a c h i e v e s i m i l a r g o a l s i n i n t e r n a l l y c o n t a m i n a t e d

p r o d u c e
,
s a u c e s

,
a n d m i x e d f o o d s a r e n o t w e l l c h a r a c t e r i z e d . O n l y t w o p e e r - r e v i ew e d

j o u r n a l a r t i c l e s h a v e b e e n p u b l i s h e d o n m e t h o d s f o r r e c o v e r y a n d m o l e c u l a r d e t e c t i o n o f

e n t e r i c v i r u s e s f r o m i n t e r n a l l y c o n t a m i n a t e d s a u c e s ((H ew i t t a n d G r e e n i n g 2 0 0 4 ) a n d

m e a t (L e g g it t a n d Ja y k u s
,
2 0 00 ) . N o p a p e r s a r e a v a i la b l e i n p e e r - r e v ie w j o u r n a l s

r e g a r d i n g r e c o v e r y a n d m o l e c u l a r d e t e c t i o n o f e n t e r i c v i r u s e s f r o m a n y o t h e r i n t e r n a l ly

c o n t a m i n a t e d f o o d , a lt h o u g h o u t b r e a k s h a v e o c c u r r e d i n p r o d u c e ,
f r e s h a n d f r o z e n f r u it s ,

b r e a d s
,
a n d p r e p a r e d f o o d s o r m i x e d f o o d s

,
w h i c h j u s t if y s u c h r e s e a r c h (G a u l i n

,
F r i g o n e t

a l . 1 9 9 9 ; L o p m a n
,
R e a c h e r e t a l . 2 0 0 3 ) . F u r t h e r m o r e ,

t h e C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l

a n d P r e v e n t i o n r e c o m m e n d s t h a t s t a t e p u b l i c h e a l t h l a b o r a t o r i e s a n d o t h e r a g e n c i e s n o t

a t t em p t t o r e c o v e r e n t e r i c v i r u s e s (s p e c i fi c a l l y N o r o v i r u s ) f r o m c o n t a m in a t e d f o o d s

c i t in g ,

" m e t h o d s a r e n o t s u f fi c i e n t ly d e v e l o p e d t o b e r o u t i n e l y a p p l i e d
"

(M M W R , 2 0 0 1 ) .

B a s e d o n a r e v i e w o f t h e p u b l i sh e d l i t e r a t u r e , t w o c a n d i d a t e m e t h o d s w e r e s e l e c t e d f o r

s t u d y o f t h e ir a b i l i t y t o r e c o v e r v i r u s e s f r o m f o o d m a t r i c e s . T h e t w o a r e a c i d - a d s o r p t i o n

e l u t i o n t y p e m e t h o d s a n d a l k a l i n e e l u t i o n t y p e m e t h o d s . T h e f o l l o w i n g s e c t i o n s p r o v i d e

r e s u l t s a n d in t e r p r e t a t i o n o f t h e d e v e l o p m e n t o f a n d e f fi c i e n c i e s in c r i t i c a l s t e p s in b o t h
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e a c h m e t h o d t y p e . A f t e r d e v e l o p in g t h e m e t h o d s b a s e d o n t h e r e s u l t s o f q u a l it a t i v e a n d

q u a n t it a t i v e s t u d i e s
,
t h e c o m p a t i b i l it y o f t h e s a m p l e m a t r i x w it h a d e t e c t i o n m e t h o d w a s

t h e n i n v e s t i g a t e d ,
a n d f i n a l ly r e s u l t s a r e p r e s e n t e d o n t h e v i r u s r e c o v e r y e f f i c i e n c y a n d

d e t e c t i o n l im it o f e a c h d e v e l o p e d m e t h o d .

4 . 2 A l k a l i n e E l u t i o n M e t h o d s

A l k a l in e e l u t io n m e t h o d s a t t e m p t t o a l t e r t h e v i r u s - f o o d r e l a t i o n s h i p t h r o u g h

m a n i p u l a t i o n o f c o n d i t i o n s t h a t p r o m o t e f r e e i n g o f v i r u s e s f r o m f o o d s o l i d s T y p i c a l l y ,

s l i g h t ly t o m o d e r a t e l y a l k a l i n e (p H 7 . 5 - p H 9 5 ) b u f f e r e d s o l u t i o n s a r e a p p l i e d t o t h e

f o o d - v i r u s m a t r i x t o r e a c h o r e x c e e d i n t h e e l e c t r o n e g a t i v e r a n g e o f s u r f a c e c h a r g e

(p o t e n t i a l ) t h e i s o e l e c t r i c p o i n t o f a v i r u s
,
c a u s i n g r e p u l s i o n o f t h e n e g a t i v e c h a r g e o n t h e

v i r u s a n d f o o d p a r t i c l e s ,
a n d t h e r e b y r e l e a s in g t h e v i r u s i n t o t h e e l u t i n g s o lu t i o n . . T h e

e l u t io n m e d i u m a l s o m a y c o n t a i n c h e m i c a l s t h a t p r o m o t e v i r u s e l u t i o n f r o m f o o d s o l i d s

b y c o m p e t i n g w i t h t h e v i r u s e s f r o a d s o r p t i o n s i t e s o n f o o d p a r t i c l e s . S u c h c h e m i c a l s

i n c l u d e b e e f e x t r a c t a n d v a r i o u s am i n o a c i d s .

W i t h a de a r t h o f in f o r m a t i o n o n e l u t i o n m e t h o d s f o r i n t e r n a l l y c o n t a m i n a t e d f o o d s
,

i n v e s t i g a t i o n in t o r e c o v e r y m e t h o d s b e g a n w it h s e v e r a l s im p l e a p p r o a c h e s . E a r l y

e x p e r im e n t s p r e s e n t e d h e r e i n w it h l o w v i r u s r e c o v e r y , o r p o o r v i r u s de t e c t i o n a r e

r e p o r t e d t o i n f o r m t h e r e a d e r a b o u t t h e s y s t e m a t i c p r o g r e s s i o n t o w a r d s m o r e r o b u s t

m e t h o d s d e v e l o p e d . T h e r e w e r e s e v e r a l t y p e s o f e lu t io n e x p e r i m e n t s p e r f o r m e d : ( 1 )

d e v e l o p a n d m o d i f y e x i s t i n g m e t h o d s t o r e c o v e r H A V a n d / o r M S 2 f r o m p r o d u c e a n d

s a u c e s ; (2 ) e v a lu a t e t h e a b i l i t y o f p r e v i o u s ly r e p o r t e d e l u e n t s t o r e c o v e r H A V a n d M S2

f r o m o y s t e r s ; (3 ) e v a l u a t e t h e c o m p a t i b i l i t y o f s am p le s w i t h d e t e c t i o n o f H A V in c e l l
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c u l t u r e a n d c o n v e n t i o n a l R T - P C R ; a n d (4 ) i d e n t i f y t h e l o w e r d e t e c t i o n l i m i t o f H A V

s e e d e d i n i t ia l l y i n s a u c e s a n d o y s t e r s u s i n g a d e v e lo p e d e l u t i o n m e t ho d .

4 . 2 . 1 R e c o v e r y o f v i r u s e s f r o m b l e n d e d s t r a w b e r r i e s a n d t o m a t o s a u c e u s i n g a

s im p l e a l k a l i n e e l u t i o n a n d P E G p r e c i p i t a t i o n m e t h o d

T o d e t e r m i n e i f i n f e c t io u s H A V c o u l d b e r e c o v e r e d a n d d e t e c t e d d ir e c t l y i n s t r a w b e r r y

s a u c e , e x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d i n w h i c h 1 m L p o r t i o n s o f st r a w b e r r y s a u c e w e r e

s e e d e d w it h a p p r o x i m a t e l y 1 x 1 0 P F U H A V . S am p le s w e r e v o r t e x e d fo r 1 0 s e c o n d s
,

a n d t h e n a l l o w e d t o s it a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 15 m i n u t e s f o r v i r u s t o a d s o r b t o t h e

s t r a w b e r r y s a u c e . S a m p l e s w e r e c e n t r i f u g e d i n m i c r o e p p e n d o r f t u b e s a t 14
,
0 0 0 r p m f o r 5

m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e ,
a n d t h e s u p e r n a t a n t w a s r e c o v e r e d b y p i p e t t e , d i l u t e d w it h

P B S , a n d a s s a y e d f o r i n f e c t i o u s v i r u s b y c e l l c u l t u r e . T h e c o n c e n t r a t i o n o f i n f e c t i o u s

H A V i n t h e c o n t r o l s t r a w b e r r y s a m p l e w a s 1 6 0 0 (3 . 2 l o g i o ) P F U / m l . H e n c e
,
l e s s t h a n 1%

o f t h e in f e c t i o u s v ir u s w a s r e c o v e r e d f r o m t h i s s a m p l e (d a t a n o t sh o w n ) . I t i s u n c l e a r i f

t h i s w a s d u e t o l o s s i n t h e r e c o v e r y m e t h o d o r t o t h e c o n d i t i o n s o f t h e s t r a w b e r r y m a t e r i a l

m a y h a v e i n a c t i v a t e d t h e v i r u s o r i n t e r f e r e d w it h it s d e t e c t i o n b y i n f e c t i v i t y .

I n a n a t t e m p t t o i m p r o v e r e c o v e r y o f v i r u s e s f r o m s t r a w b e r r y s a u c e
,
1 m l p o rt i o n s o f

s t r a w b e r r y s a u c e w e r e s e e d e d w i t h a b o u t 1 x 1 0
^
P F U H A V a n d t h e n e l u t e d w it h 1 m l o f

0 . 5 M g ly c i n e / 0 . 1% T w e e n - 8 0 (p H 8 ) . T h i s e l u t i o n m e d iu m w a s c h o s e n b e c a u s e it h a d

b e e n p r e v i o u s l y f o u n d t o b e e f f e c t i v e i n e l u t i n g v i r u s e s f r o m t h e s u r f a c e s o f p r o d u c e a n d

m e a t (g r o u n d b e e f a n d p o u lt r y ; H s u e t a l . , 2 0 0 2 ) . F o l l o w i n g c e n t r i f u g a t i o n ,
t h e

s u p e r n a t a n t e l u a n t w a s r e m o v e d (a p p r o x im a t e l y 0
. 8 m l e a c h ) , e x t r a c t e d w i t h a n e q u a l

v o l u m e o f c h l o r o f o r m , t h e n c o n c e n t r a t e d a n d w a s h e d w i t h d i s t i l l e d d e i o n i z e d w a t e r , i n
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C e n t r ic o n - 1 0 0 u l t r a f i l t e r s (C a s t e e l
,
2 0 0 1 ) . L a r g e r s a m p l e s o f st r a w b e r r y s a u c e ( 1 0 m l )

a l s o w e r e s e e d e d w i t h a b o u t 1 x l O
^
P F U H A V

,
a n d e l u t e d w it h 1 0 m L 0 . 5 M G l y c i n e /

0 . 1% T w e e n 8 0 (p H 8 . 0 ) ,
w h i c h g a v e r e s u l t i n g s u p e m a t a n t s f r o m t h e 10 m l p o r t i o n s t h a t

w e r e p r e c i p i t a t e d w i t h P E G a s d e s c r i b e d in M a t e r i a l s a n d M e t h o d s . T h e P E G p e l l e t s

w e r e r e s u s p e n de d i n 0 . 2 m l o f 0 . 5 M g l y c i n e / 0 . 1% T w e e n - 8 0 (p H 8) , e x t r a c t e d w i t h a

h a l f v o l u m e o f c h l o r o f o r m
,
a n d a n a l y z e d f o r t h e p r e s e n c e o f H A V v i a h e a t r e l e a s e R T -

P C R ( 10 u l s a m p l e v o l u m e s ) o r b y s i l i c a - b a s e d s p i n c o l u m n R N A e x t r a c t io n (0 . 1 4 m l

s a m p l e v o l u m e s ) (Qi a g e n ,
V a l e n c i a

,
C A ) f o l l o w e d b y R T - P C R . H A V w a s n o t d e t e c t e d

u s i n g R T - P C R i n P E G c o n c e n t r a t e d s a m p l e s o r i n s a m p l e s f r o m c e n t r i f u g a l u l t r a fi l t r a t i o n

w i t h a C e n t r i c o n (r e s u l t s n o t s h o w n ) . E v e n t h o u g h 1 x 10 P F U H A V w a s i n o c u l a t e d ,

p o o r r e c o v e r y a n d / o r t h e p r e s e n c e o f f o o d - b a s e d i n h i b i t o r s t o R T - P C R r e a c t i o n s i s t h e

l i k e ly e x p l a n a t i o n o f t h e a f a i l u r e t o d e t e c t H A V R N A i n t h e s e s a m p l e s . B a s e d o n t h e

t h e o r e t i c a l d e t e c t i o n l im it o f t h e a s s a y w h i c h w a s 5 0 ,
0 0 0 P F U

,
a n d i n t h e a b s e n c e o f

p o s i t i v e R T - P C R d e t e c t i o n i n s a m p l e s , o n e c a n a s s u m e t h a t < 10 0 P F U / m L o f s a m p l e w a s

r e c o v e r e d .

I n t h e p r e v io u s e x p e r i m e n t s a t t em p t i n g t o r e c o v e r H A V f r o m s t r a w b e r r y s a u c e
,
t h e p H o f

t h e e lu a n t - s t r a w b e n y m i x t u r e w a s n o t d e t e r m i n e d o r a dj u s t e d t o a c c o u n t f o r t h e c h a n g e

i n p H o f t h e e l u a t e t h a t o c c u r s a ft e r a d d i t i o n t o t h e s t r a w b e r r y s a u c e . H e n c e , w e m e a s u r e d

t h e p H o f 1 5 mL p o r t i o n s o f s t r a w b e r r y s a u c e m i x e d w i t h 2 5 m L o f 0 . 5 m L g ly c i n e /

0 . 1% T w e e n - 8 0 (p H 8) ,
w h i c h w a s f o u n d t o b e a c i d i c (p H 4 . 4 ) . T h e a d d i t i o n o f 0 . 6 m L o f

5M N a O H c h a n g e d t he p H o f t h e m i x t u r e t o p H 8 . 5 . T o d e t e r m i n e t he r e c o v e r y

e f fi c i e n c y o f v i r u s e s f r o m s t r a w b e r r y s a u c e u s i n g g l y c i n e e l u a t e w i t h p H a d j u s t m e n t
,

c o l ip h a g e M S2 w a s s e e d e d i n t h e s t r a w b e r r y s a u c e a n d p r o c e s s e d u s i n g t h e p r o c e du r e i n
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F i g u r e 4 . 2 . 1
,
u p t o s t e p 3 ) .

T h e e l u a t e s w e r e a s s a y e d f o r t h e p r e s e n c e o f M S 2 b y t h e d o u b l e a g a r l a y e r t e c h n iq u e .

F i ft e e n (1 5 ) m L s a m p l e s o f s t r a w b e r r y s a u c e s e e d e d w i t h 4 x l O
'
P F U o r 4 x 10

' °
P F U ,

w e r e m ix e d w i t h 2 5 m L o f g l y c i n e
,

a n d t h e m i x t u r e w a s a dj u s t e d t o pH 8 . 5 w i t h 5 M

N a O H . U s i n g p H a d j u s t m e n t o f t h e s t r a w b e r r y s a u c e
,
o n e h u n d r e d p e r c e n t ( 10 0 %) o f

s e e d e d M S2 w a s r e c o v e r e d f r o m s t r a w b e r r y s a u c e in b o t h t r i a l s (d a t a n o t s h o w n ) .

F ig u r e 4
,
2

. 1 P r o t o c o l f o r r e c o v e r y o f H A V a n d M S2 f r o m s t r a w b e r r y s a u c e u s i n g a n

a m i n o a c i d e l u t i o n p r o c e d u r e w i t h p H a d j u s t m e n t

1 A d d 2 5 m l o f g ly c i n e e l u a n t t o 15 m l s t r a w b e r ry s a u c e ;
a d j u s t to p H 8 5 w it h 5 M N a O H

2 Sh a k e a t 1 00 R P M fo r 3 0 m in u te s o n r o ta r y s h a k i n g p l a t fo rm

3 C e n t r if u ge a t y OOOx gr fo r 2 0 m in u te s t o r e m o v e s o l id s ; r e c o v e r s u pe r n a t a n t

4 P e r fo r m P EG pr e c ip it a t i o n o n s u p e r n a t a n t

5 E lu t e P EG p e l le t a n d o t he r p e l le t e d m a te r i a l w it h 15 m L o f g ly c i n e e l u a t e

6 C e n t r i fu g e r e s u s pe n d e d m a te r i a l a t 7 0 00 x g fo r 2 0 m in u te s

7 W it h d r a w s u p e r n a t a n t ; p e r fo r m P EG p r e c ip i ta t io n

8 R e s u s p e n d pe l l e t i n 2 m l o f PB S

9 A s s a y

T h i s p r o c e d u r e w a s t h e n a p p l ie d t o r e c o v e r H A V f r o m st r a w b e r r y s a u c e . St r a w b e r r y

h o m o g e n a t e s a m p l e s ( 1 5 m l ) w e r e s e e d e d w i t h a b o u t 2 x 10
" ^

o r 2 x 1 0
^
R T P C R u n i t s o f

H A V f o r fi n a l c o n c e n t r a t i o n s o f 1 . 3 x 10
^
a n d 1 . 3 x l O

"*
R T PC R U /m l

,
r e s p e c t i v e l y . H A V

r e c o v e r y w a s a t t e m p t e d b y t h e p r o t o c o l i n F i g u r e 4 . 2 . 1 . T h e fi n a l s a m p l e w a s d i v i d e d

i n t o 1 m l p o r t i o n s a n d t r a n s f e r r e d i n t o E p p e n d o r f m i c r o f u g e t u b e s a n d s p u n a t f u l l s p e e d

fo r 5 m i n u t e s t o s e p a r a t e a n y a d d i t i o n a l p a r t i c u l a t e m a t t e r b e f o r e p o r t i o n s (0 . 1 4 m l ) w e r e

RN A e x t r a c t e d a n d 10 n l o f e x t r a c t e d t e m p l a t e (i n a 1 0 0 |j 1 t o t a l P CR r e a c t i o n m i x t u r e
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v o l u m e ) w a s a m p l i fi e d u s in g a t w o - s t e p R T - P C R a s s a y (C a s t e e l
,
2 0 0 1) .

T h e l o w e r

d e t e c t i o n l i m i t o f t h e a s s a y w a s 1 P F U i n 1 0 u l o f R N A e x t r a c t e d t e m p l a t e f o r R T - P C R .

A s s u m i n g 100 % r e c o v e r y ,
t h e r e s h o u l d b e 100 R T - P C R u n it s ( o r 4 . 3 P F U ) d e t e c t e d i n

t h e s a m p l e s e e d e d w i t h a b o u t 2 x 1 0
" *
R T P C R u n i t s o f H A V

,
a n d 1, 0 0 0 R T - P C R u n i t s (o r

4 3 P F U ) i n t h e s a m p le s e e d e d w i t h 2 x 1 0
^
R T PC R u n i t s H A V . U s i n g t h i s p r o c e d u r e ,

H A V R N A w a s d e t e c t e d i n b o t h s t r a w b e r r y h o m o g e n a t e s a m p l e s (F i g u r e 4 . 2 . 2 ) ,
b u t

e n d p o i n t d i l u t i o n s o f p o s i t iv e s a m p l e s w e r e n o t p e r f o r m e d t o e s t a b l i s h a p e r c e n t

r e c o v e r y .

F i g u r e 4 .
2

.
2 R T - P C R o f H A V r e c o v e r e d f r o m s t r a w b e r r y h o m o g e n a t e s

1 92 b p ^

La n e 1- 10 u l o f R NA e x t r a c t e d f r o m
s t r a w b e r ry s a u c e s a m p le s e e d e d w i t h
20 0

,
0 0 0 R T P C R U o f H A V

La n e 2 - 10 |l i I o f R NA e x t r a c t e d f r o m

s t r a w b e r ry s a u c e s a m p le s e e d e d w i t h

20
,
0 00 RT P C R U o f HA V

L a n e 3 - e m p ty

L a n e 4 -

p o s it iv e c o n t r o l HA V ; 1 92 b p
a m p l i c o n (S c h w a b

,

19 9 5)

L a n e 5 - 10 0 b p la d de r

T h e s e r e s u lt s i n d i c a t e s t h a t H A V R N A c a n b e r e c o v e r e d a n d d e t e c t e d b y R T - P C R f r o m

15 - m l s a m p l e s o f s t r a w b e r r y s a u c e c o n t a i n i n g h i g h l e v e l s o f v i r u s e s ( 1 ,
0 0 0 - 1 0

,
0 0 0 R T ¬

P C R u n i t s . T h i s i s a r e l a t i v e l y h i g h l e v e l o f v i r u s e s a n d p r o b a b l y h i g h e r t h a n t h e l e v e l s

o f v i r u s c o n t a m in a t i o n l i k e l y t o b e e n c o u n t e r e d in s o m e
,
i f n o t m a n y fe c a l ly

c o n t a m i n a t e d s a m p l e s . T h e r e f o r e , l a t e r i n t h i s r e p o r t w e w i l l p r e s e n t t he r e s u lt s o f

e x p e r i m e n t s i n w h i c h l o w e r l e v e l s o f v ir u s e s w e r e s e e d e d in t o s t r a w b e r r y s a u c e a n d

s u bj e c t e d t o r e c o v e r y a n d R T - P C R d e t e c t i o n .
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E x p e r im e n t s w e r e a l s o c o n d u c t e d t o r e c o v e r H A V a n d o t h e r v i r u s e s f r o m t o m a t o s a u c e .

I n t he fi r s t s e t o f e x p e r i m e n t s i n v o lv i n g r e c o v e r y o f v i r u s e s f r o m t o m a t o s a u c e , 2 x 1 0 o r

2 X 10
^
R T P C R u n it s o f H A V w e r e s e e d e d i n 1 5 m l o f t o m a t o s a u c e f o r fi n a l

c o n c e n t r a t i o n s o f 1 . 3 x 1 0
^

a n d 1 . 3 x l O
''
R T P C R U / m l . T h e p r o c e d u r e i n fi g u r e 4 . 2 . 3

w a s t h e n u s e d t o p r o c e s s t h e t o m a t o s a u c e s a m p l e s a n d r e c o v e r t h e H A V .

F i g u r e 4 .
2 . 3 P r o t o c o l f o r e l u t i o n o f H A V a n d o t h e r v i r u s e s f r o m t o m a t o s a u c e

1 I n 50 m L c o n i c a l c e n t r if u ge tu b e : s e e d t o m a to s a u c e (1 5 m l) w i t h v i r u s ; v o r t e x b r ie f ly ;
a l l o w v i r u s t o a d s o rb to s a u c e fo r 15 m in u t e s a t r o o m t e m p e ra t u r e

2 A dd 2 5 m l o f g ly c i n e e l u a n t t o t o m a t o s a u c e ; a dj u s t p H t o 8 5 w i th 5 M N a O H

3 S h a k e a t 1 00 R P M f o r 30 m in u t e s o n r o ta r y s h a k i n g p l a t fo r m

4 C e n tr i f u g e a t 7 0 0 0x g fo r 2 0 m in u te s to r e m o v e s o l ids ;
a d ju s t s u p e r n a t a n t p H to 7 2

5 P e r f o r m P EG p r e c ip it a t io n o n s u p e r n a t a n t (
- 3 5 m l)

6 E lu te P EG p e l l e t a n d o t he r p e l l e t e d m a te r i a l w it h 1 5 m l o f

0 5 M G ly c i n e / 0 1% T w e e n 8 0 (p H 8 0 )

7 C e n t r if u g e r e s u s p e n d e d m a t e r i a l a t 7 00 0 x g f o r 2 0 m i n u te s to r e m o v e s o l id s

8 P e r fo r m P EG p re c ip i t a t io n o n s u pe r n a t a n t (- 15 m l)

9 Re s u s p e n d P EG pe l l e t i n 2 m l o f P B S

1 0 T r a n s fe r 1 m l to m ic r o c e n t r i fu g e tu b e ; s p i n a t f u l l s p e e d 1 m in u te ;
r e c o v e r s u p e r n a t a n t

1 1 E x t r a c t R N A fr o m s u pe r n a t a n t

F i g u r e 4 . 2 . 4 R T - P C R o f H A V r e c o v e r e d f r o m t o m a t o s a u c e s a m p l e s

1 92 b p
- »

L a n e 1 - 10 0 b p la d d e r

L a n e s 2 - 9
,
s a m p le s f r o m p r e v i o u s

e x p e r im e n t s

L a n e 1 1
,
1 0 u L o f R N A e x t r a c t fr o m t o m a t o

s a u c e s e e d e d w it h 2 0
,
0 0 0 R T PC R U o f H A V

L a n e 12
,
1 0 u L o f R N A e x t r a c t fr o m t o m a t o

s a u c e s e e d e d w it h 2 0 0
,
0 0 0 R T PC R U o f H A V

19 2 bp a mp l i c o n (S c h w a b , 19 9 5)
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T h e l o w e r d e t e c t i o n l i m i t o f t h e a s s a y w a s 1 P F U i n 10 u l o f R N A e x t r a c t e d t e m p l a t e f o r

R T - P C R . A s s u m i n g 10 0% r e c o v e r y ,
t h e r e s h o u l d b e 100 R T - P C R u n i t s ( o r 4 . 3 P F U )

d e t e c t e d i n t h e s a m p l e s e e d e d w i t h a b o u t 2 x 1 0
" *
R T P C R u n i t s o f H A V

,
a n d 1

,
0 0 0 R T -

P C R u n i t s (o r 4 3 P F U ) i n t h e s a m p l e s e e d e d w it h 2 x 1 0
^
R T P C R u n i t s H A V . A s

s h o w n i n F i g u r e 4 . 2 . 4
,
H A V R N A w a s d e t e c t e d i n t o m a t o s a u c e s a m p l e s s e e d e d w i t h

b o t h 2 X l O
' *

a n d 2 x 1 0
^
R T PC R u n i t s

,
a l t h o u g h e n d p o i n t d i l u t io n s o f p o s i t i v e s a m p l e s

w e r e n o t p e r f o r m e d t o e s t a b l i s h a p e r c e n t r e c o v e r y . R e l a t i v e l y l a r g e q u a n t i t i e s o f

H A V w e r e r e c o v e r e d f r o m s e e d e d t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r y s a u c e b y t h e e l u t i o n -

c o n c e n t r a t i o n m e t h o d s (b y p r o t o c o l s i n F i g u r e s 4 . 2 . 1 a n d 4 . 2 . 2 ) a n d d e t e c t e d b y R T - P C R

f o l l o w e d b y v i s u a l i z a t i o n o f a m p l i c o n s b y g e l e l e c t r o p h o r e s i s . I n c o n t r a s t t o p r e v i o u s

e l u t i o n p r o t o c o l s t h a t f a i l e d t o r e c o v e r a n d / o r d e t e c t H A V R N A
,
i t a p p e a r s t h a t t h e s e

l a t t e r p r o t o c o l s (F i g u r e s 4 . 2 . 1 a n d 4
. 2 . 2 ) im p r o v e d v ir u s r e c o v e r y .

4 . 2 . 2 R e c o v e r y o f v i r u s e s f r o m o y s t e r t i s s u e u s i n g a s i m p l e d i r e c t e l u t i o n a n d P E G

p r e c i p i t a t i o n m e t h o d

A l t h o u g h t h e w o r k b e l o w ( o n o y s t e r s ) i s n o t a n a t u r a l p r o g r e s s i o n f r o m e l u t i o n

e x p e r im e n t s o n p r o d u c e a n d s a u c e s ,
it do e s p r o v i d e in f o r m a t i o n f o r w h ic h t o c o m p a r e t h e

e l u t i o n m e t h o d s a n d e l u e n t s d e s c r i b e d i n t h e p r e s e n t s t u d y t o t h e + 3 5 y e a r s o f s c i e n t i f i c

i n f o r m a t i o n g a t h e r e d o n r e c o v e r y o f e n t e r ic v i r u s e s f r o m s h e l l f i s h . D ir e c t e l u t i o n

m e t h o d s f o r s h e l l fi s h w e r e d e v e l o p e d a s e a r l y a s 1 9 6 8 (H e r m a n a n d C l i v e r ) ,
a n d w e r e

l a t e r r e fi n e d b y o t h e r s (L e w i s a n d M e t c a l f ; 1 9 8 8 ; L e e s e t a l . , 19 9 4 ) a s s u r v e y e d b y S h i e h

a n d c o l l e a g u e s (2 0 00 ) . O y s t e r s a n d o t h e r b i v a lv e s h e l l fi s h
,
s u c h a s m u s s e l s a n d c l a m s

,

a r e im p o r t a n t f o r p u b l i c h e a lt h r e s e a r c h be c a u s e t h e y b i o a c c u m u l a t e e n t e r i c v i r u s e s

t h r o u g h fi l t e r f e e d i n g (M e t c a l f a n d St y l e s ,
1 9 6 5 ; M it c h e l l e t a l .

,
1 9 6 6 ) ,

a n d h a v e b e e n

8 5

NEATPAGEINFO:id=1B2F5E96-0FE5-41B9-B38E-6BCB45957891



a s s o c i a t e d w i t h v i r a l f o o d b o m e o u t b r e a k s f r o m H A V a n d N o r o v i r u s e s (D e s e n c l o s e 19 9 1 ;

X u 19 92 ; L e G u y a d e r e t a l , 19 9 6 ; S h i e h e t a l .

, 2 0 0 0 ) . B e c a u s e s h e l l fi s h a r e h i g h r i s k

f o o d s f o r v i r a l c o n t a m in a t i o n a n d r e c o v e r y a n d d e t e c t i o n o f e n t e r i c v i r u s e s i n s h e l l f i s h i s

c h a l l e n g i n g ,
t h e s e o r g a n i s m s s e r v e a s a p r o t o t y p e f o r e n t e r i c v i r a l r e c o v e r y a n d d e t e c t i o n

f r o m o t h e r f o o d s .

A d i r e c t e l u t i o n a p p r o a c h w a s i n v e s t i g a t e d i n t h e p r e s e n t s t u d y a ft e r p u b l i s h e d r e p o r t s

s h o w e d e l u t i o n m a y r e c o v e r m o r e e n t e r i c v i r u s e s t h a n a n o t h e r a p p r o a c h ,
a c i d - a d s o r p t i o n

e l u t i o n . I n o n e s t u d y ,
S h i e h a n d c o l le a g u e s ( 1 9 9 9 ) r e c o v e r e d m o r e in i t i a l l y s e e d e d

P o l i o v i r u s b y a d i r e c t e lu t i o n (7 9 % ) t h a n b y a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n (5 9 % ) I n c r e a s e d

r e c o v e r y d u r i n g t h e c r i t i c a l e l u t i o n s t e p t r i c k l e d d o w n t h r o u g h o u t t h e d i r e c t e l u t i o n

m e t h o d , g iv in g 5 9 - 5 3% r e c o v e r y a ft e r a P E G c o n c e n t r a t i o n s t e p ,
w h i l e a c i d - a d s o r p t i o n

e l u t i o n m e t h o d o n ly r e c o v e r e d 3 8 - 3 0 % (S h ie h e t a l . , 1 9 9 9 ) . I n t h i s s t u d y ,
a s i m p l e d i r e c t

e l u t i o n a p p r o a c h w a s d e v e lo p e d b y c o m b i n i n g h o m o g e n i z a t i o n m e t h o d s
,

e l u t i o n

m e t h o d s
,

a n d P E G m e t h o d s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d b y o t h e r i n v e s t i g a t o r s (L e w i s a n d

M e t c a l f ,
1 9 8 8 , S h i e h e t a l .

,
1 9 9 9 ) . T h e s i m p le d ir e c t e l u t i o n a p p r o a c h i s s h o w n i n

F i g u r e 4 . 2 6 b e l o w , a n d w a s e v a l u a t e d f o r it s a b i l i t y t o r e c o v e r i n f e c t i o u s c o l ip h a g e M S2

a n d H A V f r o m 2 5 g r a m s o f o y s t e r t i s s u e . F o u r d i f f e r e n t e l u e n t s 1 0 % t r y p t o s e p h o s p h a t e

b r o t h / 0 . 0 5M g l y c i n e a t b o t h p H 8 a n d 9 . 5
,
0 . 5M g l y c i n e / 0 . 1% ) T w e e n - 8 0 (p H 8 ) ,

a n d

3 % b e e f e x t r a c t / 0 . 3 M N a C l (p H u n a dj u s t e d ) w e r e e m p lo y e d i n e x p e r i m e n t s t o r e c o v e r

M S2 a n d H A V . T h e s e e l u e n t s w e r e c h o s e n a s c a n d i d a t e e l u e n t s b a s e d o n t h e i r a b i l it y t o

r e c o v e r h i gh qu a n t i t i e s o f r o t a v ir u s SA l 1 f r o m h o m o g e n i z e d o y s t e r s (L e w i s a n d M e t c a l f
,

1 9 8 8) . M S2 a n d H A V w e r e d e t e c t e d b y i n f e c t i v i t y a s s a y , b e c a u s e i t w a s h y p o t h e s i z e d
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t h a t s i m p l e d ir e c t e l u t i o n m a y c o n t a in h i g h l e v e l s o f e n z y m a t ic i n h i b i t o r s t o R T - P C R .

S i g n i f i c a n t i n h i b i t i o n w a s c o n f i r m e d w h e n a m o r e r i g o r o u s m u l t i p le e l u t i o n a n d P E G

c o n c e n t r a t i o n m e t h o d w a s a s s a y e d b y c o n v e n t io n a l R T - P C R , a s s h o w n i n s e c t i o n 4 . 2 . 4

T h e r e s u l t s f r o m s i m p l e d i r e c t e l u t i o n e x p e r i m e n t s a r e s h o w n i n T a b l e s 4 . 2 . 2 - 4 .

F i g u r e 4 . 2 . 5 D i r e c t E l u t i o n a n d P E G p r e c i p i t a t i o n m e t h o d f o r t h e r e c o v e r y o f

v i r u s e s f r o m o y s t e r s

1 A d d 17 5 m L o f e l u e n t (T P B p H 8 o r 9 5
,
G L Y

,
o r B EX ) t o o y s te r

s a m p le

2 H o m o g e n iz e / b l e n d a t h ig h s p e e d fo r 3 0 s e c o n d s i n W a r i n g b le n d e r

3 Le t b le n d e r v e s s e l s i t fo r 10 m in u te s fo r f o a m to d is s ip a t e

4 P o u r h o m o g e n a te i n t o 5 00 m L c e n tr i f u g e b o tt l e ;
r e c o v e r r e m a i n i n g f o a m o r l iq u id i n b le n d e r v e s s e l w i t h p ip e t

5 C e n t r if u ge a t 2 0 0 0x g f o r 2 0 m in u t e s

6 R e c o v e r s u pe r n a t a n t

7 P e r fo r m P EG p r o c e d u r e o n r e m a i n i n g s u p e r n a t a n t ;
a dd 8 % P EG a n d 0 3 M N a C I

8 R e s u s p e n d P E G p e l l e t i n 1 0 - 2 0 m L o f P B S

T P B p H 8 = 10 % t ry pt o s e ph o s p ha te b r o t h /
0 0 5 M g ly c i n e a t p H 8

T PB p H 9 5 = 10 % t ry pt o s e p ho s ph a te b r o t h /

0 0 5 M g ly c i n e a t p H 9 5
G LY = 0 5 M g ly c i n e / 0 1% T w e e n - 8 0 (p H 8 )
B EX = 3 % b e e f e x t r a c t / 0 3 M N a C I (p H
u n a d j u s t e d)

I n t h e fi r s t o f t h e s e e x p e r i m e n t s
,
o y s t e r t i s s u e w a s s e e d e d w i t h M S2 a n d t h e n e l u t e d w it h

1 0% t r y p t o s e p h o s p h a t e b r o t h / 0 . 0 5 M g l y c i n e (p H 9 . 5 ) ,
a n e l u e n t p r e v i o u s l y r e p o r t e d

f o r t he r e c o v e r y o f v i r u s e s f r o m s h e l lf i s h (L e w i s a n d M e t c a l f ,
1 9 88 ) . S t e p s 1 - 6 i n F ig u r e

4 2 . 5 w e r e p e r f o r m e d
,

a n d t h e fi n a l s u p e r n a t a n t w a s a s s a y e d fo r i n f e c t i o u s c o l ip h a g e

M S2 . A s s h o w n i n T a b l e 4 . 2 . 2
,
t h i s p r o c e d u r e a n d e l u e n t w e r e e f f e c t i v e i n r e c o v e r i n g

M S2 f r o m o y s t e r t i s s u e ,
w it h 1 00 % o f i n i t i a l ly s e e d e d v ir u s r e c o v e r e d .
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T a b l e 4 . 2 . 1 R e c o v e r y o f i n f e c t i o u s o f c o l i p h a g e M S2 f r o m o y s t e r t i s s u e u s i n g a n

e l u t i o n m e t h o d

^
. O y s t e r s a m p le l o g i o P F U M S2 l o g i o P F U M S 2 r e c o v e r e d
"

^

"
(g r a m s ) a d d e d (% r e c o v e r e d )

M S 2 2 5 2 6 2 6
( fo ^

2

^ )
^

e l u e n t w a s 10 % t ry pt o s e p h o s p h a t e b r o t h / 0 . 05 M g l y c i n e (p H 9 . 5 )

T h i s t y p e o f e x p e r i m e n t w a s t h e n r e p e a t e r ,
w i t h t h e e x c e p t i o n t h a t t h e e lu t i o n st e p w a s

f o l l o w e d b y a P E G p r e c i p it a t i o n st e p t o f u r t h e r r e d u c e t h e s a m p l e v o l u m e s a s s h o w i n i n

F i g u r e 4 . 2 . 5
, s t e p s 1 - 8 . S e v e r a l e l u e n t s

,
i n c l u d i n g 10% t r y p t o s e p h o s p h a t e b r o t h / 0 .

0 5 M

g l y c i n e a t b o t h p H 8 a n d 9 . 5 ,
0 . 5M g ly c i n e / 0 . 1% T w e e n - 8 0 (p H 8) , a n d 3 % be e f e x t r a c t/

0 . 3M N a C l (p H u n a dj u s t e d ) w e r e c h o s e n b a s e d o n p r e v i o u s l y r e p o r t e d r e c o v e r i e s o f

r o t a v i r u s SA l l f r o m o y s t e r s (L e w i s a n d M e t c a l f , 1 9 8 8 ) . T h e r e s u l t s o f d u p l i c a t e

e x p e r i m e n t s w i t h b o t h H A V a n d M S2 s e e d e d i n 2 5 g r a m s o f o y s t e r h o m o g e n a t e a r e

p r e s e n t e d i n T a b l e s 4 . 2 . 3 , 4 . 2 . 4 , a n d F i g u r e 4 . 2 6 . T h e r e c o v e r i e s o f H A V a n d M S2 w e r e

a l s o c o m p a r e d b a s e d o n e l u t i o n a n d P E G p r e c ip i t a t i o n e f f i c i e n c y .

T h e r e s u l t s o f t h e s e e x p e r i m e n t s o n M S 2 a n d H A V r e c o v e r y b y e l u t io n a n d P E G

p r e c ip i t a t i o n w e r e s u b j e c t e d t o s t a t i s t i c a l a n a l y s i s . I n c o m p a r i n g e l u e n t s ,
t h e r e w a s n o

s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n a n y o f t h e 4 e l u e n t s a t e l u t i n g H A V (P v a l u e =

0 . 4 5 2 1 ; K r u s k a l - W a l l i s T e s t ) ,
M S 2 (P v a l u e i s 0 . 8 8 5 7 ; K r u s k a l - W a l l i s T e s t ) ,

o r b o t h

v i r u s e s (P v a lu e i s 0 . 4 5 2 1 ; K r u s k a l - W a l l i s T e st ) f r o m h o m o g e n i z e d o y s t e r s . S i m i l a r ly ,

n o s t a t i s t ic a l s i g n i f i c a n c e w a s fo u n d w h e n c o m p a r i n g t h e 4 e l u e n t s b a s e d o n o v e r a l l

p e r c e n t r e c o v e r i e s o f t h e m e t h o d f o r H A V (P v a l u e = 0 . 2 0 95 ; K r u s k a l - W a l l i s T e s t ) ,
M S2
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(P v a l u e
= 0 . 5 0 3 5 ; K r u s k a l - W a l l i s T e s t ) , a n d b o t h v i r u s e s (P v a l u e

= 0 . 9 8 5 3 ; K r u s k a l -

W a l l i s T e s t ) (T a b l e s 4 . 2 . 3 a n d 4 . 2 . 4 ) .

T o c r e a t e m o r e r o b u s t s e t o f da t a f o r s t a t i s t ic a l c o m p a r i s o n s
,
r e c o v e r i e s f r o m a l l 4 e l u a t e s

w e r e c o m b i n e d . U s i n g t h i s s t a t i s t i c a l a p p r o a c h
,
H A V a n d M S2 w e r e n o t e l u t e d f r o m

o y s t e r h o m o g e n a t e w i t h s t a t i s t i c a l l y s i g n if i c a n t ly d i f f e r e n t r e s u lt s (t w o t a i l e d P v a l u e =

0 . 2 9 3 1 ; M a n n - Wh i t n e y T e s t ) .
S i x t y p e r c e n t (± 3 5 %) o f H A V a n d 77 % (± 18 % ) o f M S 2

w a s e l u t e d f r o m o y s t e r h o m o g e n a t e s a n d r e c o v e r e d d u r i n g e l u t i o n . U n f o r t u n a t e l y ,
o n l y

6 . 9 % (± 5 . 7 % ) o f H A V i n e l u a t e s w e r e r e c o v e r e d a ft e r P E G p r e c ip it a t i o n , g i v i n g a n

o v e r a l l r e c o v e r y o f t h e m e t h o d a t 4 . 0 % (± 3 . 2 % ) . U n l i k e H A V
,
M S2 w a s e f f i c i e n t l y

c o n c e n t r a t e d f r o m o y s t e r e l u a t e s d u r i n g P E G p r e c i p i t a t i o n g i v i n g 54 % (± 11%)

r e c o v e r i e s , a n d a t o t a l o v e r a l l r e c o v e r y o f 4 8 % (± 1 1% ).

T o f u r t h e r t e s t t h e d i f f e r e n c e i n r e c o v e r i e s f r o m P E G p r e c i p i t a t i o n
,

a n o n -

p a r a m e t r i c

A N O V A t e s t w a s p e r f o r m e d s h o w i n g t h a t t h e m e d i a n r e c o v e r y o f M S 2 d i f f e r e d

s i g n i fi c a n t ly f r o m t h e m e a n r e c o v e r y o f H A V ( t w o t a i l e d P v a l u e = 0 . 0 0 0 2 ; M a n n -

W h i t n e y T e s t ) A s w e l l
,
s i g n i f i c a n t l y m o r e M S 2 w a s r e c o v e r e d t h a n H A V u s i n g t h e

d i r e c t e l u t i o n a n d P E G p r e c i p i t a t i o n m e t h o d (t w o t a i l e d P v a l u e = 0 . 0 0 0 2 ; M a n n - W h it n e y

T e s t ) . F r o m t h e s e r e s u lt s , i t i s n o t c l e a r i f t h e s e l o w e r r e c o v e r i e s b y P E G p r e c i p i t a t i o n

c o m p a r e d t o i n i t i a l e l u t i o n a r e d u e t o p o o r HLA V p r e c i p i t a t i o n o r i n t e r f e r e n c e w i t h v i r u s

d e t e c t i o n b y t h e P E G p r e c ip it a t e i t s e l f A s p r e v i o u s l y i n d i c a t e d
,
w e d i d n o t a t t e m p t t o

a s s a y t h e s u p e r n a t a n t f o l l o w in g t h e c e n t r i f u g a t i o n o f t he P E G m a t e r i a l
,
a n d s o t h e l e v e l s

o f i n f e c t i o u s H A V i n t h e s u p e r n a t a n t l i q u i d o f t h e P E G a r e u n k n o w n .
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N e v e r t h e l e s s
, o v e r a l l r e c o v e r ie s o f i n f e c t i o u s H A V w e r e l o w w it h a m e a n o f 4 . 0 %

(± 3 . 2 % ) . I n t h e s a m e s e r i e s o f e x p e r i m e n t s
,
0 . 1 a n d 10 m l p o r t i o n s o f t h e e l u a t e f r o m

u n s e e d e d o y s t e r t i s s u e w e r e a s s a y e d v i a t h e d o u b l e a g a r l a y e r o r t h e s i n g l e a g a r l a y e r

t e c h n i q u e f o r t h e p r e s e n c e o f b a c k g r o u n d l e v e l s o f b o t h s o m a t i c a n d m a l e - s p e c i fi c

c o l i p h a g e s ; n o n e w e r e d e t e c t e d i n t h e s e s a m p l e s .

T a b l e 4 . 2 . 2 R e c o v e r y o f i n f e c t io u s M S2 f r o m o y s t e r t i s s u e u s i n g a n e l u t i o n m e t h o d

f o l l o w e d b y p o ly e t h y l e n e g ly c o l (P E G ) p r e c i p it a t i o n

% M S2 r e c o v e r e d (P F U s )

E l u a n t A v e r a g e o y s t e r

s a m p le (g r a m s ) E lu a t e P EG O v e r a l l

(S t . D e v ) (S t . D e v ) (S t . d e v )

T P B (p H 8 )
' '

2 5 2 69 (± 1 0 ) 6 1 (± 3 ) 5 0 (± 19 )
T P B Cp H S Sf 2 5 2 7 6 (± 7 ) 5 1 (± 1 2 ) 4 3 (± 0 )
O SM G LV ^

2 5 2 7 5 (± 2 9 ) 5 9 (± 1 4 ) 5 8 (± 1 3 )
3 % B EX

'^
2 5

,
4 8 6 (± 2 6 ) 4 3 (± 9 ) 4 4 (± 7 )

^ P B (p H 8 ) = 10 % t ry p to s e p ho s p ha te b r o t h / 0 0 5 M g ly c i n e (p H 8 ) ;
"
T P B (p H 9 5 ) = 1 0% t ry p to s e

ph o s p h a t e b r o t h / 0 0 5 M g ly c i n e (p H 9 5) ;
' '

0 5 M G LY = O SM g ly c i n e / 0 1 % T w e e n - 80 (p H 8 ) ;
"

3 % B EX =

3 % b e e f e x t r a c t / 0 3 M N a C I (p H u n a d j u s te d )
®
M S 2 r e c o v e r e d f r o m e l u a t e ( r e f e r t o F ig u r e 4 4 6 - s t e p 6 ) ;

*

M S2 re c o v e r e d f r o m r e s u s p e n de d P EG p e l l e t ( r e fe r t o F ig u r e 4 4 6 - s te p 8 )
' PE G r e c o v e ry is t he a m o u n t r e c o v e r e d fr o m re s u s pe n d e d P E G p e ll e t s d i v id e d by t he a m o u n t r e c o v e r e d

f r o m E lu a te s

* O v e r a l l p e r c e n t r e c o v e r e d i s t h e t o t a l r e c o v e r e d d i v id e d by t h e to ta l in p u t

T a b l e 4 . 2 . 3 R e c o v e r y o f i n f e c t i o u s H A V f r o m o y s t e r t i s s u e u s i n g a n e l u t i o n m e t h o d

f o l lo w e d b y p o l y e t h y l e n e g l y c o l (P E G ) p r e c i p i t a t i o n

% H A V r e c o v e r e d (P F U s )

E lu a n t A v e r a g e o y s t e r

s a m p le (g r a m s ) E l u a t e PE G O v e r a l l

( s t d e v ) ( s t d e v ) ( s t d e v )

T P B (p H 8 )
"

2 5 . 2 7 7 (± 39 ) 1 2 (± 12 ) 7 . 1 (± 4 .
4 )

T P B (p H 9 5 )
''

2 5 2 7 3 (± 5 5 ) 6 5 (± 0 8 ) 4 5 (± 2 9 )

O SM G LY
" 2 5 . 2 2 2 (± 0 7 ) 4 3 (± 2 0 ) 0 9 (± 0 4 )

3% BE X
'

2 5
,
4 6 9 (± 1 0 ) 4 7 (± 2 4 ) 3 4 (± 2 1)

9 0
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'

T P B ( p H 8 ) = 1 0 % t r y p t o s e p h o s p h a t e b r o t h / 0 0 5 IV I g ly c i n e ( p H 8 ) ;
" t p B ( p H 9 5 )

= 1 0 % t ry p t o s e

ph o s p h a t e b r o t h / 0 0 5 M g ly c i n e (p H 9 5 ) ;
"

O SM G L Y = 0 5M g ly c i n e / 0 1% T w e e n - 8 0 (p H 8 ) ;
"
3 % B EX =

3% b e e f e x t r a c t / 0 3 M N a C I (p H u n a d j u s t e d )
^
IVIS 2 r e c o v e r e d f r o m e lu a te ( r e fe r t o F ig u r e 4 4 6 - s t e p 6 ) ;

'

M S2 re c o v e r e d f r o m r e s u s p e n d e d PE G p e l le t ( r e fe r t o F ig u r e 4 4 6 -
s t e p 8 )

'
PE G r e c o v e ry i s th e a m o u n t r e c o v e r e d f r o m r e s u s p e n d e d P EG p e l l e t s d i v ide d b y th e a m o u n t r e c o v e r e d

f r o m E lu a te s
*

O v e r a l l pe r c e n t r e c o v e r e d i s t he t o t a l r e c o v e r e d d i v id e d b y th e t o t a l i n p u t

F i g u r e 4 . 2 . 6 R e c o v e r y o f H A V a n d M S2 f r o m o y s t e r t i s s u e i n d u p l i c a t e d

e x p e r i m e n t s u s i n g a n e l u t i o n m e t h o d f o l l o w e d b y p o l y e t h y l e n e g l y c o l (P E G )
p r e c i p i t a t io n .

T 3
<D
k .

0 )
>
o
u
o

1 0 0

8 0

6 0

0 )

>
<

4 0

2 0

0

1% M S 2 r e c o v e r e d

i % HA V r e c o v e r e d

E lu t io n P E G

S t e p o f P r o t o c o l

O v e r a l l

4 . 2 . 3 M o l e c u l a r d e t e c t i o n o f h e p a t i t i s A v i r u s u s i n g C o n v e n t i o n a l O n e S t e p r e v e r s e

t r a n s c r i p t a s e p o ly m e r a s e c h a i n r e a c t i o n (R T - P C R )

F o r t h e e x p e r i m e n t s s h o w n p r e v i o u s ly ,
r e la t i v e l y h i g h in p u t s o f v i r u s {i e .

,
> 10 0 0 0 P F U /

g r a m o y s t e r t i s s u e ) w e r e u s e d t o a s c e r t a i n r e c o v e r y e f f i c i e n c i e s o f m e t h o d s a n d i d e n t i f y

a n y s e r i o u s de f i c i e n c i e s i n s p e c i fi c m e t h o d s o r t h e ir k e y p r o c e s s i n g s t e p s . I n a d d i t i o n , t h e
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m e t h o d s f o r e l u t i o n o f v i r u s e s f r o m o y s t e r s a n d f r o m t h e o t h e r f o o d s w e r e s l i g h t l y

d i f f e r e n t . T h e s e p r e v i o u s e x p e r i m e n t s h a d d e t e c t e d v i r u s e s i n f o o d s a m p l e s u s i n g a t w o -

st e p R T - P C R a s s a y , i n w h i c h v i r a l R N A w a s e it h e r c h e m i c a l l y e x t r a c t e d o r w a s

p h y s i c a l l y r e le a s e d f r o m c a p s i d s b y h e a t i n g . V ir u s e s a l s o h a d b e e n d e t e c t e d by in f e c t iv it y

a s s a y .

A O n e S t e p R T - P C R a s s a y w a s u s e d f o r t h e n e x t s e r i e s o f e x p e r i m e n t s . C o m p a r e d t o t h e

c o n v e n t io n a l t w o - s t e p R T - P C R ,
t h e O n e S t e p p r o c e d u r e u s e s s m a l l e r o v e r a l l r e a c t i o n

v o l u m e s (2 5 u L ; 2 5 u L o f t e m p l a t e ) c o m p a r e d t o t h e t w o - s t e p a s s a y ( 1 0 0 u L o v e r a l l

v o l u m e ; 1 0 u L o f t e m p l a t e ) .

T o d e t e r m in e t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n H A V c e l l c u l t u r e i n f e c t i v i t y a n d R T - P C R s i g n a l

a s a m p l i f i e d b y t h e O n e S t e p R T - P C R a s s a y . C r u d e v i r u s s t o c k s o f H A V w e r e R N A

e x t r a c t e d a n d s e r ia l ly d i l u t e d i n m o l e c u l a r g r a d e w a t e r . T h e O n e S t e p p r o c e d u r e u s e d a 2 5

(j l r e a c t i o n v o l u m e a n d 2 5 |ii l o f s a m p l e t e m p l a t e . A g e l - e l e c t r o p h o r e s e d i m a g e o f o n e

s u c h t i t r a t i o n i s s h o w n i n F i g u r e 4 . 2 . 7 . T h e r e i s a f a i n t b a n d i n l a n e 7 t h a t i s n o t o f

s im i l a r s i z e t o o t h e r a m p l i c o n s a n d m a y b e a D N A d i m e r .
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F i g u r e 4 . 2 . 7 T i t r a t i o n o f H A V H M 17 5 u s i n g c h e m i c a l e x t r a c t i o n o f R N A f o l l o w e d

b y O n e S t e p R T - P C R : r e l a t io n s h i p t o i n f e c t i o u s u n i t s .

1 9 2 b p ^

1 0 1 1 1 2

L a n e 1 : 10 0 b p m a rk e r ; l a n e 2 : 10
" ^
d i l u t io n ; la n e 3

,

1 0
^
; l a n e 4 ; 10

" *

; l a n e 5 : 1 0
" ^

; l a n e 6 : 10
' '

T he

i n fe c t iv it y t ite r o f t h is s t o c k o f HA V is 7 5 x 10
'
P F U / m l ; R N A w a s e x t r a c te d f r o m 14 0 u l p o r t i o n s o f

e a c h d i l u t i o n a n d 2 5 u l o f R NA e x t r a c t w e r e u s e d i n O n e S t e p R T - P C R r e a c t i o n s T h e r e f o r e
,
t he

n u m be r o f R T P C R U in t he s a m p le is 10
^
(1 / 0 1 4 ) ( 1 / 0 0 2 5 ) = 2 9x 1 0

^
RT P C R U / m l 1 92 bp

a mp l i c o n (S c h w a b
,
19 9 5)

A s s h o w n i n F i g u r e 4 2 . 7
,
t li e e n d p o i n t o f H A V R N A d e t e c t i o n f o r t h i s t r i a l i s a t t h e 1 0

" ^

d i l u t i o n (t h e f a in t b a n d i n l a n e 6 ) , w h i c h t h e r e f o r e c o r r e s p o n d s t o a r a t i o o f 39 R T PC R

u n i t s rP F U ,
a n d i s s i m i l a r t o r a t i o s o f 2 5 : 1 (C a s t e e l 2 0 0 1) a n d 2 3 : 1 (S c h w a b

,
2 0 0 0 )

p r e v i o u s l y r e p o r t e d . A lt h o u g h ,
m o r e t i t r a t i o n s o f s t o c k H A V a r e r e q u ir e d t o d e c r e a s e t h e

u n c e r t a i n t y o f t h e e n dp o i n t d i l u t i o n b y O n e St e p R T - P C R . T h e s a m e s t o c k o f v i r u s t h a t

w a s t it r a t e d b y t h e O n e S t e p a s s a y w a s u s e d i n s u b s e q u e n t e x p e r i m e n t s f o r H A V r e c o v e r y

f r o m f o o d s f o l l o w e d b y d e t e c t i o n u s in g R T - P C R .

4 . 2 . 4 S a m p l e q u a l i t y a n d c o m p a t i b i l i t y w i t h v i r u s d e t e c t i o n m e t h o d s u s i n g

m u l t i p l e e l u t io n a n d P E G p r e c i p i t a t i o n s t e p s
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T o t e s t i f t h e r e w a s s i g n i fi c a n t c y t o t o x i c it y a n d /o r i n h i b i t i o n o f o y s t e r e l u a t e s o n v ir u s

i n f e c t iv it y ,
w h i c h m a y h a v e c a u s e d lo w r e c o v e r i e s o f H A V i n r e s u sp e n d e d PE G

p r e c i p i t a n t s , u n s e e d e d f o o d s a m p l e s w e r e p r o c e s s e d t o m o d e l s t e p s o f t h e m e t h o d i n

F i g u r e 4 .
2

. 8 a n d t h e n p r o c e s s e d by O n e S t e p c o n v e n t i o n a l R T - P C R a n d c e l l c u l t u r e

i n f e c t iv i t y . I n t h e n e x t e x p e r i m e n t o f t h i s s e r ie s ,
2 9 00 P F U w a s a d d e d t o 1 m l o f

u n s e e d e d o y s t e r e l u a t e ( i e .

,
e l u a t e f r o m o y s t e r s

, st e p s 1- 1 0 i n F i g u r e 4 . 2 . 8 w i t h o u t t h e

a d d i t i o n o f H A V ) o r 1 m l o f u n s e e d e d r e s u s p e n d e d P E G m a t e r i a l ( i . e , s t e p s 1- 1 9 ) T h e n
,

t h e s e s a m p l e s w e r e e i t h e r d i l u t e d i n P B S o r w e r e f u r t h e r d i l u t e d i n o y s t e r e l u a t e e lu a t e o r

r e s u s p e n de d PE G m a t e r i a l
,
a n d p o r t i o n s w e r e a n a l y z e d b y i n fe c t i v i t y a s s a y . I n a d d i t i o n

,

R N A w a s e x t r a c t e d f r o m 0 14 m l p o r t i o n s a n d t h e n a s s a y e d v ia O n e S t e p R T - P C R . T h e

r e s u lt s a r e s ho w n i n F i g u r e 4 . 2 . 9 a n d i n F i g u r e 4 . 2 . 10 .

F ig u r e 4
.
2 . 8 M u l t i p l e e l u t i o n a n d P E G p r e c i p i t a t i o n m e t h o d f o r v i r u s r e c o v e r y a n d

d e t e c t i o n

1 A d d 17 5 m l o f 0 5 M g ly c i n e / 0 1% T w e e n - 8 0 (p H 8)
t o to m a t o s a u c e

,
s t r a w b e r r y s a u c e

,
o r o y s t e r s a m p le

s e e d e d w i th v i r u s

2 H o m o g e n i z e / b l e n d a t h ig h s pe e d f o r 30 s e c o n ds

3 Le t b l e n d e r v e s s e l s it f o r 1 0 m in u t e s f o r fo a m t o

d is s ip a te

4 P o u r i n t o 5 0 0 m l c e n t r if u ge bo tt l e ; r e c o v e r r e m a i n i n g
fo a m o r l iq u id i n b l e n de r v e s s e l w it h p ipe t t e

5 C e n t r i f u g e a t 2 0 00 x g f o r 2 0 m in u t e s

6 R e c o v e r s u pe r n a t a n t (s u pe r n a t a n t # 1)

7 .
A d d 1 75 m l o f fr e s h e l u a n t to r e m a i n i n g p e l le t ; v o r t e x

8 C e n tr i f u g e a t 2 0 00 x g fo r 2 0 m in u t e s

9 R e c o v e r s u pe r n a t a n t ( s u pe r n a t a n t # 2 )

1 0 A d d s u p e r n a t a n ts # 1 a n d # 2 t o g e t he r

( a p p r o x im a t e ly 3 5 0 m l) ; a d ju s t to p H 7 2

1 1 P e r f o rm P E G p r o c e d u r e : a d d 8% PE G
a n d 0 3 M N a C I

1 2 T r a n s f e r i n to c le a n 5 0 0 m l c e n t r i fu g e b o tt le

1 3 C e n t r if u ge a t 4 6 5 7 x g f o r 3 0 m in u t e s

1 4 R e s u s p e n d e d P E G p e l le t i n 2 0 m l o f PB S

1 5 . E x t r a c t t he r e s u s p e n de d P EG m a t e r ia l
w it h V e r t r e l ( 10 m l)

1 6 C e n t r if u ge a t 2 0 0 0x g f o r 2 0 m in u t e s

1 7 R e c o v e r s u pe r n a t a n t

18 P e r fo r m P EG p ro c e d u r e o n s u p e r n a ta n t :

a d d 8 % P EG a n d 0 3 M N a C I

19 R e s u s pe n d P E G p e ll e t i n 2 m l o f P BS

94
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A s s h o w n i n T a b l e 4 . 2
. 5 ,

t h e a m o u n t o f in f e c t i o u s H A V d e t e c t e d i n t h e o y s t e r e l u a t e s a n d

i n t h e P E G p r e c ip it a t e s ,
a ft e r d i lu t i o n i n P B S , c o r r e s p o n d e d b o t h t o t h e a m o u n t a d d e d

i n i t i a l l y a n d t o t h e c a l c u l a t e d a m o u n t s a ft e r d i l u t i o n . I n c o n t r a s t
,
t h e a m o u n t s o f

i n f e c t i o u s H A V i n s a m p l e s n o t di l u t e d in P B S w e r e l o w e r t h a n t h e c a l c u l a t e d a m o u n t s .

F o r e x a m p l e , o n l y 12 0 P F U w a s r e c o v e r e d f r o m a n e x p e c t e d 2 9 0 P F U i n i t i a l l y i n o c u l a t e d

i n t h e o y s t e r e lu a t e ,
a s s h o w n in T a b l e 4 . 2 . 5 . H A V i n o c u l a t e d i n t o

"
c l e a n

"
s a m p l e s

(o y s t e r e l u a t e d i l u t e d i n P B S ) a n d a s s a y e d b y c e l l c u l t u r e w e r e r e c o v e r e d i n q u a n t i t i e s t h e

s a m e a s t h a t o f t h e i n o c u l u m , w h i l e H A V i n o c u l a t e d i n t o
"
d i r t y

"
s a m p l e s ( e l u a t e s d i l u t e d

i n o y s t e r e l u a t e s ) h a d d r a m a t i c a l l y l o w e r p l a q u e c o u n t s i n c e l l c u l t u r e i n f e c t i v i t y a s s a y s .

S i m i l a r c e l l c u l t u r e r e s u l t s w e r e f o u n d f o r P E G p r e c ip it a t e d o y s t e r s a m p l e s d i lu t e d i n

P B S i n s t e a d o f P E G e l u a t e s a n d a s s a y e d f o r H A V i n f e c t i v it y . T h i s d e m o n s t r a t e s t h a t

t h e r e w a s i n t e r f e r e n c e o f t h e p r o c e s s e d o y s t e r s a m p l e m a t e r i a l w it h de t e c t i o n by

i n f e c t iv it y . I n h i b it i o n w a s a l s o s e e n w h e n H A V R N A w a s a m p l i fi e d b y O n e St e p R T -

PC R a n d v i s u a l iz e d by g e l e l e c t r o p h o r e s i s . A s s h o w n i n T a b l e 4 . 2 5 a n d i n F i g u r e 4 2 . 1 0
,

P F U e q u i v a l e n t s o f H A V R N A w e r e n o t de t e c t e d i n s a m p l e s c o n t a i n i n g < 2 9 0 P F U /m l

a n d < 2 P F U p e r 2 . 5 u l o f t e m p l a t e , a lt h o u g h t h e d e t e c t i o n l i m i t o f t h e O n e St e p R T - P C R

a s s a y i n d e i o n i z e d w a t e r i s 0 . 0 5 P F U p e r 2 . 5 u l o f t e m p l a t e w it h 2 5 u l t o t a l r e a c t i o n

v o l u m e s . H A V R N A i n o c u l a t e d i n o y s t e r e x t r a c t s o r P E G e x t r a c t s , a n d d i l u t e d i n P B S

w e r e d e t e c t e d a s p o s it i v e w h e n P F U e q u i v a l e n t s H A V R N A w e r e i n q u a n t it i e s 1 - 2 l o g s

a b o v e t h e d e t e c t i o n l im it t h e a s s a y in d e i o n i z e d w a t e r (T a b l e 4 . 2 . 5 ,
F i g u r e 4 . 2 . 8 ) . T h i s

e x p e r im e n t de m o n s t r a t e s t h a t n e i t h e r s im p l e d i r e c t e l u t io n n o r s u b s e q u e n t P E G

c o n c e n t r a t i o n e f fi c i e n t l y r e m o v e e n z y m a t i c i n h i b it o r s f r o m o y s t e r t i s s u e , a l t h o u g h s a m p le

q u a l i t y i s a c c e p t a b l e f o r s e n s i t i v e d e t e c t i o n w i t h c e l l c u l t u r e i n f e c t i v it y .

9 5

NEATPAGEINFO:id=93A61D50-AA43-456E-9A74-A6DB2CBB0230



T a b l e 4 . 2 . 4 D e t e c t i o n o f i n f e c t i o u s H A V ( a n d H A V R N A ; s e e F ig . 4 . 2 . 9 ) i n u n s e e d e d

e l u a t e s a n d u n s e e d e d P E G m a t e r i a l a f t e r s p e c i f i c s t a g e s o f s a m p l e p r o c e s s i n g

O y s te r

s a m p le
D i l u t i o n

T o t a l P F U

HA V

in o c u l a t e d

i n 1 m l o f

s a m p le

P o s it i v e by
T o ta l P F U E s t im a te d G e l

H A V PF U f o u n d P F U p e r E l e c t r o p h o r e L a n e in g e l

d e te c t e d i n 0 14 m l R T - P C R s i s (s e e b e lo w )
i n s a m p le R e a c t i o n (s e e be lo w )

u n d i l u t e 2 9 0 0 T N T C c 4 06 2 0 3 Y e s

E lu a t e s : 1 : 1 0 2 9 0 2 72 3 8 2 0 3 Y e s

d i l u t io n s

m a d e i n P BS
' ' : 10 0 2 9 3 5 4 9 0 2 3 N o

1 : 1 00 0 2 9 3 5 0 4 9 0 0 2 3 N o

2

3

4

5

E lu a t e s :

d i l u t i o n s

m a d e i n

m o c k e l u a te

u n d i lu te

1 : 1 0

1 : 10 0

1 : 10 0 0

29 0 0

2 9 0

2 9

2 9

T N T C c

12 0

8

< 1 P F U

4 0 6

16 8

1 1

< 1 P F U

20 3

2 0 3

0 2 3

0 0 2 3

Y e s

N o

N o

N o

P E G b :

d i l u t i o n s

m a d e i n P BS

u n d i lu t e

1 : 10

1 : 10 0

1 : 10 0 0

29 0 0

2 9 0

2 9

2 9

- d

2 72

2 9

5

4 0 6

3 8 1

4 1

0 7

2 0 3

2 0 3

0 2 3

0 0 2 3

Y e s

Y e s

N o

N o

1 0

1 1

1 2

1 3

1 : 10

u n d i lu te
P E G b :

d i l u t i o n s

m a d e i n I l OO
m o c k PE G

1: 10 0 0

2 90 0

2 9 0

29

2 9

- d

- d

- d

- d

4 0 6

4 0 6

4 0 6

0 4 0 6

2 0 3

2 0 3

0 2 3

0 02 3

Y e s

Y e s

N o

N o

1 4

1 5

1 6

17

^
E lu a t e = T P B (p H 8 ) = 10 % t r y p t o s e p ho s p h a te b r o th / 0 0 5 M g ly c i n e (p H 8 ) ;

"
P EG = P EG pe l l e t (f r o m T P B

(p H 8 )) ,
r e s u s p e n de d i n 2 0 m L o f P BS ;

' ^

s l ig ht c y t o to x ic it y ; p l a q u e s v i s ib le ;
" - s ig n if i c a n t c y t o t o x i c i ty ;

p l a q u e s b a r e ly v i s ib l e
,
t h e r e f o r e

,
n o d a t a o b ta i n a b l e

*

t he d e te c t i o n l im i t o f c e l l c u l t u r e i n fe c t i v i ty a s s a y i s 1 P F U pe r 20 0 u l s a m p le
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F i g u r e 4 . 2 . 9 O n e S t e p R T - P C R o f R N A c h e m i c a l l y e x t r a c t e d f r o m H A V s a m p l e s

t h a t h a d b e e n s e e d e d i n t o o y s t e r e l u a t e a n d t h e n p r e c i p i t a t e d w i t h P E G ( s e e T a b l e

4 . 2 . 5 f o r s a m p l e d e s c r i p t i o n s )

10 12 13 14 15 16 17 18

L a n e 1 : 1 0 0 b p m a r k e r ; l a n e s 2 - 1 7 (s e e T a b l e 4 . 4 . 4 f o r d e s c r i p t i o n ); l a n e 1 8 : n e g a t i v e

c o n t r o l 19 2 bp a m p l i c o n (S c h w a b
,
1 99 5)

4 . 2 . 5 R e c o v e r y o f H A V f r o m c o m p l e x f o o d s u s i n g m u l t i p l e e l u t i o n a n d P E G s t e p s

B e c a u s e t h e
"
s i m p l e

"
d i r e c t e lu t i o n m e t h o d (F i g u r e 4 . 2 . 6 ) w i t h a d d i t i o n a l P E G

c o n c e n t r a t i o n (F i g u r e 4 . 2 . 8 ) g a v e p o o r s a m p le qu a l it y , t h e m e t h o d w a s e x p a n d e d t o a l l o w

f o r s t e p s t h a t n o t o n l y r e c o v e r v i r u s e s
,
b u t a l s o i n c r e a s e s a m p l e q u a l i t y b y r e d u c i n g

in h i bi t o r s t h a t i n t e r f e r e w i t h v i r a l R N A d e t e c t i o n b y R T - P C R (F i g u r e 4
. 2 . 1 0 ) . I n t h e n e x t

s e r i e s o f e x p e r i m e n t s a t t e m p t s w e r e m a d e t o r e c o v e r a n d d e t e c t l o w i n p u t l e v e l s o f H A V

(i e . ,
< 1 0 00 P F U p e r s a m p l e ) s e e d e d i n t he s e m i - s o l i d / l i q u i d f o o d m a t r i c e s ,

i n c l u d i n g

o y s t e r t i s s u e
,

t o m a t o s a u c e
,

a n d b l e n d e d s t r a w b e r r i e s . A g l y c i n e b u f f e r (0 . 5 M

G l y c i n e / 0 . 1% T w e e n - 8 0 (p H 8 . 0 ) ) w a s c h o s e n a s t h e e l u e n t
,
b e c a u s e s t a t i s t ic a l t e s t s

s h o w e d n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e (P v a l u e = 0 . 4 5 2 1 ; K r u s k a l - W a l l is T e s t ) , ) b e t w e e n t h e

g l y c i n e bu f f e r a n d 3 o t h e r p u b l i s h e d b u f f e r s (L e w i s a n d M e t c a l f
,
19 88 ) f o r t h e a b i l it y t o

r e c o v e r H A V f r o m o y s t e r s . A l s o , t h e g l y c i n e b u f f e r i s h y p o t h e s i z e d t o c o n t r i b u t e l e s s t o

i n h i b i t i o n o f R T - P C R t h a n o t h e r b u f f e r s i n t h i s s t u dy , i n c l u d i n g 3 % b e e f e x t r a c t w h i c h
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c o n t a i n s a c h a o t r o p i c a g e n t s o d i u m n i t r a t e k n o w n t o i n h ib it R T - P C R ( S h e i h e t a l
,
19 9 7 ) .

T h e r e c o v e r y p r o c e d u r e u s e d i s s h o w n i n F i g u r e 4 2 . 1 0 . I n t h e f o l l o w i n g e x p e r i m e n t s

d e t e c t i o n o f H A V w a s f o r v ir a l R N A a mp l i f i e d by O n e St e p R T - P C R .

F i g u r e 4 . 2 . 1 0 M u l t i p l e e l u t i o n a n d P E G m e t h o d

1 A d d 1 7 5 m l o f 0 5 M g ly c i n e / 0 1% T w e e n - 8 0 (p H 8)
t o 2 5 g r a m s o f to m a t o s a u c e

,

s t r a w be r r y s a u c e
,

o r

o y s te r s a m p le s e e d e d w i t h v i r u s

2 Ho m o g e n i z e / b l e n d a t h ig h s pe e d f o r 3 0 s e c o n d s

3 Le t b le n d e r v e s s e l s i t f o r 10 m in u t e s

fo r f o a m t o d is s ip a t e

4 P o u r i n to 5 0 0 m l c e n t r i f u g e b o tt l e ; r e c o v e r r e m a i n i n g
fo a m o r l iq u id i n b l e n d e r v e s s e l w i t h p ip e tt e

5 C e n t r if u g e a t 2 0 0 0x g f o r 2 0 m in u t e s

6 R e c o v e r s u p e r n a t a n t ( s u p e r n a t a n t # 1)

7 A d d 1 7 5 m l o f f r e s h e l u a n t to r e m a i n i n g p e l le t ; v o r t e x

8 C e n t r if u g e a t 2 00 0x g f o r 2 0 m in u te s

9 R e c o v e r s u pe r n a t a n t ( s u pe r n a t a n t # 2 )

10 A d d s u p e r n a t a n t s # 1 a n d # 2 t o g e t h e r

( a p p r o x im a t e ly 3 50 m l) ; a dj u s t t o p H 7 2

1 1 P e r f o r m P EG p r o c e d u r e ; a d d 8 % P E G

a n d 0 3 M N a C I

12 T ra n s f e r i n t o c le a n 5 0 0 m l c e n t r i fu g e b o t t le

13 C e n t r i f u g e a t 4 6 5 7x g fo r 30 m in u te s

14 R e s u s p e n d e d P E G pe l le t i n 2 0 m l o f PB S

1 5 E x t r a c t t h e r e s u s p e n de d P E G m a t e r ia l w it h

V e r t r e l ( I O m l)

16 C e n t r i f u g e a t 2 0 0 0x g f o r 2 0 m in u t e s

1 7 R e c o v e r s u p e r n a t a n t

18 P e r fo r m P EG p r o c e d u r e o n s u p e r n a ta n t :

a d d 8 % P EG a n d 0 3 M N a C I

1 9 Re s u s pe n d P EG p e l le t i n 2 m l o f P B S

2 0 V e r t r e l e x t r a c t io n (5 m l)

2 1 R e c o v e r s u p e r n a t a n t

2 2 C h e m ic a l ly e x t r a c t R N A ; d i l u t e e x t r a c t s

1 : 10 to 1 : 1 00 in P C R g r a d e w a t e r

2 3 A s s a y u n d i l u t e a n d d i l u te d R N A e x t r a c t s

u s in g O n e S t e p R T - PC R a s s a y

T h e s e r e c o v e r y a n d d e t e c t i o n m e t h o d s w e r e p e r f o r m e d o n d u p l ic a t e o y s t e r s a m p l e s a n d

o n o n e s a m p l e e a c h o f t o m a t o a n d s t r a w b e r r y s a u c e .
T h e r e s u l t s o f e x p e r i m e n t s w i t h

s e e d i n g l e v e l s o f H A V a t 10 0 P F U p e r s a m p l e a n d 10 0 0 P F U p e r s a m p l e a r e s h o w n i n

F i g u r e 4 . 4 . 1 1 a n d F i g u r e 4 . 4 . 12
,
r e s p e c t i v e ly . E x p e c t e d o r t h e o r e t i c a l v a l u e s f o r c e l l

c u l t u r e i n o c u lu m s a n d O n e S t e p R T - P C R a r e g i v e n i n T a b l e 4 . 4 . 5 .

A s s h o w n i n F i g u r e 4 . 4 . 1 1 , H A V R N A w a s n o t d e t e c t e d i n a n y o f t h e s a m p l e s s e e d e d

i n i t i a l l y w i t h 10 0 P F U (3 9 0 R T P C R U ) . H o w e v e r
, p o r t io n s o f t h e r e s u s p e n d e d P E G
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s a m p l e ( s t e p 19 , F ig u r e 4 . 4 . 10 ) w e r e a s s a y e d f o r H A V by in f e c t iv it y a s s a y . I n f e c t i o u s

H A V w a s d e t e c t e d i n o n e o f t h e o y s t e r s a m p l e s a n d i n t h e s t r a w b e r r y s a u c e s am p l e , a t a

t o t a l r e c o v e r y v a l u e o f 5 P F U (d a t a n o t s h o w n ) . I n c o n t r a s t
,
in f e c t i o u s H A V w a s n o t

d e t e c t e d i n t h e o t h e r o y s t e r s a m p l e ,
b u t a t o t a l o f 2 5 P F U w a s r e c o v e r e d a n d d e t e c t e d

f r o m t h e t o m a t o s a u c e s a m p l e . T h i s e f fi c i e n c y o f r e c o v e r y o f H A V a ft e r P E G

p r e c i p i t a t io n o f e l u a t e s i s l o w a n d i s s i m i l a r t o t h e v a l u e s r e p o r t e d i n T a b l e 4 . 2 . 4 ( a b o u t

4 0 - 1 0 0 % ) .

T o d e t e r m i n e i f a h ig h e r l e v e l o f H A V c o u l d b e r e c o v e r e d a n d d e t e c t e d i n f o o d s a m p l e s

u s i n g t h e r e c o v e r y p r o c e d u r e s h o w n i n F i g u r e 4 . 4 . 1 0 , o y s t e r , t o m a t o s a u c e
,
a n d b l e n d e d

st r a w b e r r y s a m p l e s w e r e s e e d e d w i t h 1 0 0 0 P F U o f H A V . L i k e t h e l a s t e x p e r im e n t
, H A V

R N A w a s n o t d e t e c t e d i n a n y o f t h e s a m p l e s (F ig u r e 4 . 4 .
1 1 ) . N o a t t e m p t w a s m a d e t o

d e t e c t i n f e c t i o u s H A V i n t h e s a m p l e s f r o m t h i s e x p e r i m e n t .

T a b l e 4 . 2 . 5 C o m p a n i o n t o F i g u r e s 4
.
4

. 1 2 a n d 4 . 4 . 1 3 g i v i n g e x p e c t e d l e v e l s o f H A V in

c e l l c u l t u r e i n o c u l u m s a n d O n e S t e p R T - P C R r e a c t i o n s , b a s e d o n f o o d a n d i n i t i a l

i n o c u l u m .

H A V E x p e c t e d H A V R N A E x p e c t e d

F o o d In p u t P F U i n d i l u t i o n P F U i n L a n e i n

(P F U ) 2 0 0 u l f a c t o r 2 . 5 u l g e l

O y s te r 1 1 0 0 0 5 0

O y s te r 2 1 0 0 0 5 0

T o m a t o S a u c e 1 0 0 0 5 0

S t ra w b e r r ie s 1 0 0 0 5 0

u n d i l u t e

1 : 1 0

u n d i l u t e

1 : 1 0

u n d i lu t e

1 : 10

u n d i lu t e

1 : 10

3 5

0 3 5

3 5

0 3 5

3 5

0 3 5

3 5

0 3 5

2

3

4

5

8

9

1 0

1 1

O y s t e r 1

O y s t e r 2

T o m a t o S a u c e

1 0 0 5 0

10 0 5 0

10 0 50

u n d i lu t e

1 : 1 0

u n d i l u t e

1 : 1 0

u n d il u t e

1 : 1 0

3 5

0 3 5

3 5

0 3 5

3 5

0 3 5

2

3

4

5

8

9

99
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s t r a w b e r r i e s 1 0 0 5 0 u n d i l u t e

1 : 1 0

3 5

0 3 5

1 0

1 1

F i g u r e 4 . 2 . 1 1 O n e S t e p R T - P C R o f H A V r e c o v e r e d f r o m t o m a t o s a u c e
,
s t r a w b e r r y

s a u c e
,
a n d o y s t e r s a m p l e s (f o o d s a m p l e s s e e d e d w i t h 1 0 0 P F U o r 3 9 00 R T P C R U )

< - 1 9 2 b p

L a n e 1 : 10 0 b p m a r k e r ; l a n e 2 : u n d i l u t e d H A V R N A fr o m o y s te r s a m p le # 1 ; l a n e 3 : 1 : 10 d i l u t io n o f s a m p le i n

l a n e 2 ; la n e 4 : o y s te r b R NA u n d l u te ; l a n e 5 : 1 : 1 0 ; l a n e s 6 a n d 7 : e m pt y ; l a n e 8 : t o m a t o R NA u n d ; la n e 9 : 1 : 10 ;
l a n e 10 :s tr a w b e r ry R N A u n d i l u t e d ; l a n e 1 1 : s tr a w b e r ry R NA 1: 10 ; la n e 12 : e m pt y ; l a n e 13 : n e g a t i v e c o n t r o l ; l a n e

14 : p o s i t iv e c o n t r o l ; l a n e 1 5 : 10 0 b p m a r k e r S a m p le s i z e s w e r e a s f o l lo w s : t o m a t o s a u c e (3 1 g ra m s ) ; s t r a w b e r ry
s a u c e (2 8 g ra m s ) ; o y s t e r s # 1 a n d # 2 (9 g ra m s e a c h ) T h i s c o r r e s po n d s t o a s e e d l e v e l o f 3 2 P F U /g , 3 6 PF U /g ,

a n d 1 1 P F U /g fo r T S
,
S S

,
a n d o y s te r s

,
r e s p e c t iv e ly 192 b p a m p l i c o n (S c h w a b

,

19 95)

F i g u r e 4 . 2 . 1 2 O n e S t e p R T - P C R o f H A V r e c o v e r e d f r o m t o m a t o s a u c e
,
s t r a w b e r r y

s a u c e
,
a n d o y s t e r s a m p l e s (f o o d s a m p l e s s e e d e d w i t h 1 00 0 P F U o r 3 90 0 0 R T P C R U )

^ 1 9 2 b p

La n e 1 : 100 bp m a r k e r ; l a n e 2 : u n d i l u t e d H A V R NA fr o m o y s t e r s a m p le # 1 ; l a n e 3 : 1 : 10 d i l u t i o n o f s a m p le i n l a n e

2 ; l a n e 4 : o y s t e r b R N A u n d i l u t e ; la n e 5 : 1 : 10 ; l a n e s 6 a n d 7 ; e m p ty ; l a n e 8 : to m a t o R N A u n d ; l a n e 9 : 1 : 10 ; l a n e

10 :s t r a w b e r ry R N A u n d il u t e d ; l a n e 1 1 : s t r a w b e r ry R NA 1 : 1 0 ; la n e 12 : e m p ty ; l a n e 13 : n e g a t iv e c o n t r o l ; l a n e 14 :

po s it i v e c o n t r o l ; la n e 15 : 10 0 b p m a r k e r S a m p le s i z e s w e r e a s f o l l o w s : t o m a t o s a u c e ( 3 1 g r a m s ) ; s t r a w b e r ry

s a u c e (2 8 g r a m s ) ; o y s t e r # 1 (6 g r a m s ) a n d o y s t e r # 2 (14 g ra m s ) T h is c o r r e s p o n d s to a s e e d l e v e l o f 3 2 P F U /g ,
3 6

P F U/ g ,
1 6 7 P F U /g ,

a n d 7 1 P F U /g fo r T S
,

S S
,
a n d o y s te r s 1 a n d 2

,
r e s pe c t iv e ly 1 9 2 bp a m p l i c o n (S c h w a b

,

19 9 5)
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I n s u m m a r y , t h e e x p e r im e n t s u s i n g a l k a l in e e l u t i o n m e t h o d s t o r e c o v e r H A V f r o m f o o d s

s u g g e st t h a t t h e e lu t i o n p r o c e d u r e w a s s o m e w h a t e f f e c t i v e i n r e c o v e r i n g v i r u s e s . V i r u s e s

w e r e e lu t e d f r o m o y s t e r s h o m o g e n a t e s u s i n g p r e v i o u s l y r e p o r t e d e l u e n t s (L e w i s a n d

M e t c a l f
,
19 8 8 ) ,

a n d 6 0 (± 3 5 %) o f in it i a l l y s e e d e d H A V a n d 7 7 % (± 18% ) o f i n it i a l ly

s e e d e d M S2 w e r e r e c o v e r e d . A lt h o u g h M S2 w a s e f f i c i e n t l y c o n c e n t r a t e d b y P E G
,
t h e

d a t a s h o w l o w r e c o v e r i e s o f H A V a ft e r P E G c o n c e n t r a t i o n 6 . 9 % (± 5 . 7 % ) ,
w h i c h c o u l d

m e a n t h a t e i t h e r t h e P E G p r o c e d u r e w a s e i t h e r n o t e f fi c i e n t i n p r e c i p i t a t i n g H A V i n f o o d

e l u a t e s
,
o r t h a t t h e r e w a s s ig n i f i c a n t c y t o t o x i c i t y a n d / o r i n h i b it i o n t o R T - P C R

,
e v e n a ft e r

c h e m i c a l R N A e x t r a c t i o n . E x p e r i m e n t s t o d e t e r m in e s a m p l e q u a l it y s h o w e d n o r e d u c t i o n

i n o b s e r v e d p l a q u e c o u n t s a s c o m p a r e d t o e x p e c t e d p l a q u e c o u n t s f o r o y s t e r t i s s u e

s a m p l e s d i l u t e d i n P B S
,
b u t s i g n i f i c a n t c y t o t o x i c i t y f o r o y s t e r s a m p l e s d i l u t e d i n o t h e r

o y s t e r e x t r a c t s n o t c o n t a i n i n g v i r u s . O y s t e r e x t r a c t s w e r e d e t e c t e d b y O n e S t e p R T - P C R

a s p o s i t i v e o n l y w h e n P F U e q u iv a l e n t s H A V R N A i n w e r e i n q u a n t i t i e s 1 - 2 l o g s a b o v e

t h e d e t e c t io n l i m i t t h e a s s a y .
E v e n a ft e r m e t h o d o l o g i c a l m o d i f i c a t i o n t o r e d u c e

i n h i b i t o r s
,
s u c h a s o r g a n i c s o l v e n t e x t r a c t i o n w i t h V e r t r e l X F ® , H A V n u c l e i c a c i d s w e r e

n o t d e t e c t e d w h e n i n it i a l l y s e e d e d a t 1
,
0 0 0 P F U H A V o r 1 00 P F U H A V i n o y s t e r s ,

t o m a t o s a u c e
,
a n d s t r a w b e r r i e s . T h e s e l o w i n o c u l u m e x p e r im e n t s w e r e d o n e a t 1 - 2 l o g s

a b o v e t h e d e t e c t i o n l im it o f t h e O n e S t e p R T - P C R a s s a y . T h e u s e o f e l u t i o n m e t h o d s t o

r e c o v e r l o w l e v e l s o f H A V i n f o o d s
,
a n d d e t e c t H A V g e n o m i c RN A u s i n g R T - P C R w a s

n o t a s s u c c e s s f u l a s i n i t i a l l y a n t i c i p a t e d . F u r t h e r w o r k t o w a r d s d e v e l o p in g m e t h o d s t o

r e c o v e r F LA V a n d M S2 f r o m o y s t e r s , p r o d u c e
,
a n d s a u c e s m u st f o c u s o n (i ) e f f i c i e n t l y

r e c o v e r i n g a n d c o n c e n t r a t i n g v i r u s e s f r o m f o o d s ; (i i ) i n c r e a s in g t h e s e n s i t i v i t y o f

1 0 1
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d e t e c t i o n o f m o l e c u la r m e t h o d s ; a n d ( i i i ) r em o v i n g i n h i b i t o r s t h a t i n t e r f e r e w it h s e n s it i v e

d e t e c t i o n .

4 . 3 V i r u s N u c l e i c A c i d A m p l i f i c a t i o n a n d D e t e c t i o n

4 . 3 . 1 M o l e c u l a r d e t e c t i o n o f h e p a t i t i s A v i r u s u s i n g r e a l t i m e R T - P C R , a n d n e s t e d

R T - P C R

F r o m e x p e r i e n c e g a in e d d u r i n g d e v e lo p m e n t o f a l k a l i n e e l u t i o n m e t h o d s
,

i t w a s

d e t e r m i n e d t h a t n o t o n l y i m p r o v e d r e c o v e r y m e t h o d s w e r e r e q u i r e d , bu t m o r e s e n s i t i v e

a n d r o b u st m o l e c u l a r d e t e c t i o n m e t h o d s s h o u l d a l s o b e i n c o r p o r a t e d i n t h e s t u dy . T w o

c a n d i d a t e m o l e c u l a r d e t e c t i o n m e t h o d s , r e a lt im e R T - P C R a n d n e s t e d R T - PC R
,
w e r e

i n v e s t i g a t e d f o r t h e i r a b i l i t y t o d e t e c t l o w le v e l s o f H A V g e n o m i c R N A in b o t h de i o n iz e d

w a t e r a n d s a m p l e m a t r ic e s . T h e f o l l o w i n g s e c t i o n d e s c r i b e s t h e r e s u l t s o f t i t r a t i o n s o f

H A V R N A t o w a r d s d e v e l o p i n g s e n s i t i v e m o l e c u l a r d e t e c t i o n m e t h o d s .

R e a l t i m e R T - P C R w a s u s e d t o d e t e c t a n d q u a n t i f y H A V R N A i n s a m p l e s . O n e c o m m o n

m e t h o d f o r a n a l y s i s a n d q u a n t i fi c a t i o n o f u n k n o w n s a m p l e s i s b y c o m p a r i s o n t o a

s t a n d a r d c u r v e
,
a s e x p l a i n e d i n t h e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s s e c t i o n . I n r e a l t i m e R T - P C R

,

s t a n da r d c u r v e s w e r e d e r iv e d f r o m s e r i a l t e n f o l d di l u t i o n s o f a s a m p l e o f k n o w n

c o n c e n t r a t i o n a n d v a l i d a t e d b y c a l c u l a t i n g t h e r e a c t io n e f f i c i e n c y a n d s lo p e c o e f f i c ie n t a s

e x p l a i n e d i n t h e M e t h o d s a n d M a t e r i a l s s e c t i o n . St a n d a r d c u r v e s g e n e r a t e d f o r t h e

d e t e c t i o n o f H A V R N A i n a st o c k v i r u s s a m p l e a n d a n a l y z e d u s in g s o ft w a r e i n c l u d e d

w it h t h e C e p h e i d Sm a r t C y c l e r (S u n n y v a l e , C A ) a r e s h o w b e l o w i n T a b l e 4 . 3 . 1 ) .

D i v i d i n g t h e a c t u a l c o n c e n t r a t i o n (P F U ) o f v i r u s r e c o v e r e d i n a s am p l e b y t h e e x p e c t e d
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c o n c e n t r a t i o n o f v i r u s p r e s e n t a s a s s a y e d b y c e l l c u l t u r e i n f e c t i v i t y ( a s s u m e d t o b e 10 0 %)

g i v e s t h e p e r c e n t d e t e c t i o n o f H A V R N A f o r a s a m p l e . D e t e c t i o n o f H A V w a s c a l c u l a t e d

f o r d i f f e r e n t e x p e r i m e n t a l c o n d it i o n s o f p r o b e l a b e l , p r o b e c o n c e n t r a t i o n a n d s a m p l e

d i l u t i o n a n d r e s u l t s a r e s h o w n b e l o w i n T a b l e 4 . 3 . 1 .

T a b l e 4 . 3 . 1 D a t a f r o m q u a n t i t a t i v e r e a l t i m e R T - P C R s t a n d a r d c u r v e s f o r h e p a t i t i s

A v i r u s

D a t e o f P r o b e P r o b e T e n f o ld S lo p e R e a c t io n

A s s a y L a b e l C o n c e n t r a t i o n D i l u t i o n s C o e f f i c ie n t E f f i c i e n c y

5 - A u g
- 0 3 5

'

R O X - B HQ 3
'

0 1 u M 4 0 9 9 0 9 8

1 4 - A u g
- 0 3 5

'

R O X - B H Q 3 ' 0 . 1 u M 5 1 . 0 0 0 . 9 8

2 1 - O c t - 0 3 5
'

R O X - B H Q 3
'

0 2 u M 4 0 9 8 0 8 5

2 6 - N O V - 0 3 5
'

R O X - B H Q 3
'

0 2 u M 4 0 9 9 1 2 4

2 6 - N O V - 0 3 5
'

R O X - B H Q 3
'

0 2 u M 5 0 9 9 1 1 0

1 1 - N O V - 0 3 5
'

R O X - B H Q 3
"

0 . 2 u M 4 0 . 9 6 0 . 9 5

1 2 - A p r - 0 4 5
'

R O X - B H Q 3
'

0 . 2 u lVI 4 0 . 9 9 0 . 9 8

5 - J u n - 0 4 5
'

R O X - B H Q 3
'

0 2 u M 4 1 0 0 0 8 5

2 3 - J u n - 04 5
'

F A M - B H Q 3
'

0 2 u M 5 0 9 8 0 9 0

1 8 - J u n - 0 4 5
'

F A M - B H Q 3
'

0 . 2 u M 6 1 . 0 0 1 . 0 3

E x p e c t e d 5 o r m o r e 1 0 0 1 0 0
* F A M a n d R O X a r e f l u o r e s c e n t l a be le d d y e s s it u a t e d o n t he 5

'

p r im e e n d o f t he p r o be ,
a n d B H Q s t a n d s fo r

B l a c k H o l e Q u e n c he r s it u a t e d o n th e 3
'

e n d o f t he p r o b e

A s s h o w n i n T a b l e 4 . 3 . 1
,
1 1 s t a n d a r d c u r v e s w e r e g e n e r a t e d u s in g 2 d i f f e r e n t p r o b e s ,

a

F A M - l a b e le d p r o b e a n d a R O X - l a b e l e d p r o b e . C h a r a c t e r i s t ic s o f a p e r f e c t s t a n d a r d

c u r v e a r e : r e a c t i o n e f f i c i e n c y
= 1 , s l o p e c o e f f i c i e n t = 1

,
a n d 5 o r m o r e s e r i a l t e n f o l d

s a m p l e d i l u t i o n s . A l l t r i a l s i n T a b l e 4 . 3 . 1 u s e 4 o r m o r e s e r i a l t e n f o l d d i l u t i o n s t o

g e n e r a t e s t a n d a r d c u r v e s . R e a c t i o n e f f i c ie n c i e s r a n g e d f r o m 0 . 8 5 t o 1 . 0 3 , a n d s l o p e

c o e f f i c i e n t s r a n g e d f r o m 0 . 9 6 t o 1 . 0 0 . C e p h e i d s o ft w a r e a p p l i e s t h e c y c le t h r e s h o l d (C t )

v a l u e s o f u n k n o w n s a m p l e s a n d u s e s i t t o e x t r a p o l a t e t h e c o n c e n t r a t i o n o f v i r u s i n

u n k n o w n s a m p l e s b a s e d o n a s e l e c t e d s t a n da r d c u r v e . T r i a l s h i gh l i g h t e d i n T a b l e 4 . 3 . 1

a r e s t a n da r d c u r v e s c h o s e n f o r c o m p a r i s o n w i t h c u r v e s g e n e r a t e d b y a n a ly s i s o f u n k n o w n

s a m p l e s . T h e b a s i s f o r t h e i r s e l e c t i o n i s t h a t t h e s e t r i a l s a l l h a v e r e a c t i o n e f f i c i e n c i e s
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(b e t w e e n 0 . 9 5 a n d 1 . 0 3 ) m o r e c l o s e ly a p p r o x i m a t i n g p e r f e c t r e a c t i o n e f f i c i e n c y t h a n

o t h e r s t a n d a r d c u r v e s . S t a n d a r d c u r v e s w e r e g e n e r a t e d f o r c o m p a r i s o n t o c u r v e s

g e n e r a t e d f r o m u n k n o w n s a m p l e s p r o c e s s e d w it h d i f f e r e n t p r o b e s e q u e n c e s
,

c o n c e n t r a t i o n s , a n d s t o c k s o f H A V u s e d a t v a r i o u s s t a g e s o f t h e r e s e a r c h . F o r e x a m p l e ,

t h e s t a n d a r d c u r v e f r o m A u g u s t 14
,
2 0 0 3 u s e s a R O X pr o b e a t a 0 . 1 î M c o n c e n t r a t i o n

a n d w a s g e n e r a t e d f o r i n i t i a l e x p e r i m e n t s b e f o r e t h e p r o b e c o n c e n t r a t i o n w a s o p t i m i z e d

t o 0 . 2 \ i M . L a t e r w o r k i n c l u d e d a F A M l a b e l e d p r o b e ,
b e c a u s e n e w e r R T - P C R k it

c h e m i s t r i e s n e c e s s it a t e d s u c h a c h a n g e .

W e h y p o t h e s iz e d t h a t r e a l t i m e R T - P C R m a y b e m o r e s e n s it i v e t o f o o d - b a s e d i n h ib it o r s

t h a n o t h e r m o l e c u l a r m e t h o d s
,
s u c h a s n e s t e d o r c o n v e n t i o n a l R T - P C R . R e a lt i m e R T -

P C R m a y a l s o f a c i l i t a t e t h e v i s u a l iz a t i o n o f f o o d - b a s e d in h i b it i o n , b e c a u s e t h e a s s a y u s e s

a s a m e a s u r e t h e r a t e o f e x p o n e n t i a l i n c r e a s e o f P C R p r o d u c t a m p l i fi c a t i o n
,
r a t h e r t h a n

m e a s u r i n g t h e fi n a l q u a n t i t y a m p l i fi e d p r o d u c t a s i n c o n v e n t i o n a l P C R .
I n t h i s w a y

r e a lt i m e R T - P C R i n d i c a t e s t h e e f fi c i e n c y o f a m p l i fi c a t i o n a s a fu n c t i o n o f t h e r a t e o f t h e

r e a c t i o n . T o c o m p a r e r e a l t i m e R T - P C R t o a n o t h e r s e n s it i v e m o l e c u l a r d e t e c t i o n m e t h o d ,

a n e s t e d R T - P C R s y s t em w a s d e v e l o p e d u s i n g p u b l i s h e d p r i m e r s (H u t i n e t a l . , 1 9 9 9 ) a n d

a o n e - t u b e , o n e - s t e p k i t (Q i a g e n ,
V a l e n c i a , C A ) . T h e de t e c t i o n l i m i t o f t h e n e s t e d a s s a y

u s i n g st o c k H A V e x t r a c t e d w it h a V i r a l R N A E x t r a c t i o n M i n i k i t (Q i a g e n , V a l e n c ia ,

C A ) ,
a m p l i fi e d f r o m a s a m p l e v o l u m e o f 5 |j l i n a n i n i t i a l r e a c t i o n v o l u m e o f 2 5 [i \ a n d

v i s u a l i z e d b y g e l e l e c t r o p h o r e s i s w a s ~ 0 . 0 2 P F U H A V in o n e e x p e r im e n t (F i g u r e 4 . 3 . 1) .
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F i g u r e 4
. 3 . 1 T it r a t i o n o f s t o c k H e p a t i t i s A v i r u s b y N e s t e d R T - P C R .

R o u n d J R o u n d 2 ( n e s t e d )

0 . 0 2 P F U 0 . 0 2 P F U

3 19 b p
- >

2 4 3 bp ^

L a n e 1- l a dd e r
. R o u n d 1 b a n d s

= 2 0 P F U
, 2 P F U , 0 .

2 P F U , 0 0 2 PF U

R o u n d 2 (n e s t e d ) b a n d s
= 2 0 PF U , 2 PF U , 0 2 PF U , 0 02 P F U

A s s u m i n g t h e f i n a l v i s i b l e b a n d in t h e n e st e d a s s a y c o n t a i n s 1 R T - P C R u n i t , a r a t i o o f 5 0

R T PC R : P F U w a s p r e s e n t ,
w h i c h i s s i m i l a r t o p r e v i o u s l y r e p o r t e d r a t i o s o f 3 9 (S e c t i o n

4 .
2 . 3 ) ,

2 5 : 1 (C a st e e l 2 0 0 1 ) a n d 23 : 1 (S c h w a b e t a l „ 2 0 0 0 ) . T h i s s t o c k o f v i r u s w a s u s e d

i n s u b s e q u e n t e x p e r im e n t s f o r H A V r e c o v e r y f r o m f o o d s f o l l o w e d by m o l e c u l a r

d e t e c t i o n a n d / o r c e l l c u l t u r e i n f e c t i v it y . T i t r a t i o n o f t h e s a m e s t o c k o f H A V b y r e a l t im e

R T - P C R c o n s i s t e n t l y d e t e c t e d H A V a t a h i g h e r a m o u n t ( 1 t o 3 l o g s m o r e ) t h a n n e s t e d

R T - P C R de t e c t e d d u r i n g o n e t r i a l . A lt h o u g h , m o r e t it r a t io n o f H A V b y n e s t e d R T - P C R

a r e r e qu ir e d t o fu r t h e r g r o u n d t h i s c l a i m .
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NEATPAGEINFO:id=D9B0AFA2-3AE1-47F3-B5ED-BEAE31FF2594



4 . 4 A c i d - a d s o r p t i o n E l u t i o n M e t h o d s

4 . 4 . 1 D e v e l o p m e n t o f a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d s t o r e c o v e r v i r u s e s f r o m
f r u i t a n d v e g e t a b l e (n o n - o y s t e r ) f o o d m a t r i c e s

A ft e r d e v e l o p i n g a lt e rn a t i v e s t o c o n v e n t i o n a l R T - P C R f o r t h e s e n s i t i v e d e t e c t io n o f H A V

n u c l e i c a c i d s
,
t h e s t u d y b e g a n i n v e s t i g a t i n g a l t e r n a t iv e m e t h o d s f o r r e c o v e r i n g a n d

c o n c e n t r a t i n g v i r u s e s f r o m f o o d s . B e c a u s e o f t h e e a r ly o b s e r v a t i o n t h a t t h e a c i d i c pH o f

t o m a t o a n d s t r a w b e r r y s a u c e (i e , p H
~ 4 ) r e s u l t e d in a d s o r p t i o n o f v i r i o n s t o t h e s a u c e

m a t e r i a l , w e h y p o t h e s i z e d t h a t a n a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n t e c h n i q u e
,
w h i c h h a s b e e n

p r e v i o u s l y e m p l o y e d f o r t h e r e c o v e r y o f v i r u s e s f r o m s h e l l f i s h t i s s u e
, w o u l d p e r h a p s a l s o

w o r k o n r e c o v e r i n g v i r u s e s f r o m o t h e r k i n d s o f f o o d s a m p l e s . A s w e l l , o y s t e r t i s s u e

p r o c e s s e d b y a c i d - a d s o r p t io n e l u t i o n m e t h o d s r e t a i n s f e w e r R T - P C R i n h ib i t o r s t h a n

e lu t i o n m e t h o d s (S h i e h e t a l .

,
1 9 99 ) . P o s s i b l y ,

a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d s c o u l d

r e d u c e m o r e i n h i b i t o r s f r o m p r o d u c e a n d s a u c e s t h a n e l u t i o n m e t h o d s .
I n i t i a l t e s t s w e r e

c o n d u c t e d u s in g c o l ip h a g e M S2 a n d H A V i n t o m a t o a n d s t r aw b e r r y s a u c e . T h e

p r o c e d u r e s h o w n i n F i g u r e 4 . 4 . 1 (u p t o s t e p 16 ) w a s u s e d
,
a n d s am p le s w e r e a s s a y e d

u s i n g t h e d o u b l e a g a r l a y e r t e c h n i q u e a s d e s c r i b e d i n M a t e r i a l s a n d M e t h o d s .
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F i g u r e 4 . 4 . 1 A c i d - a d s o r p t i o n o f v i r u s e s t o t o m a t o s a u c e a n d b l e n d e d s t r a w b e r r ie s

1 A d d 7 v o l u m e s (v o l v o l ) c h i l l e d a n d s t e r i l e

d e i o n i z e d w a t e r t o to m a to s a u c e a n d

s tr a w be r r y s a m p le (3 0 g r a m s )

2 H o m o g e n iz e i n Wa r i n g B le n d e r o n h ig h f o r

2 m in P o u r i n t o 2 5 0 m L c e n t r i fu g e b o t t le

3 A dj u s t p H t o 4 8 - 5 0

4 S ha k e (h o r iz o n t a l ly ) a t 1 00 R P M f o r 1 5 m in

5 C e n t r i fu g e a t 2 0 0 0 x g f o r 2 0 m in a t 4
°

C

6 R e ta i n l iq u id s u pe r n a t a n t ; a s s a y b y c e l l
c u l tu r e i n fe c t iv i ty a n d R T - PC R fo r HA V a n d

b y d o u b l e a g a r la y e r f o r M S 2

T h e s e e x p e r i m e n t s a r e i n t e n d e d t o s h o w t h a t v i r u s p a r t i c l e s c a n b e ( 1) e f f e c t i v e l y

a d s o r b e d t o t h e f o o d - m a t r i x ; a n d (2 ) v i r u s e s b o u n d t o f o o d p a r t i c u l a t e s w o u l d p e l l e t u p o n

c e n t r i f u g a t i o n
,
l e a v i n g n o v i r u s e s i n t h e s u p e r n a t a n t . A ft e r c e n t r i f u g a t i o n

,
t h e

s u p e r n a t a n t w a s a s s a y e d fo r v ir u s e s a s a p r o x y f o r t he a m o u n t o f v i r u s p r e s e n t i n t h e

p e l l e t . T h a t i s , t h e t o t a l i n p u t o f v i r u s m i n u s t h e v i r u s p r e s e n t i n t h e s u p e r n a t a n t t o b e

d i s c a r d e d w o u l d e st i m a t e t h e q u a n t i t y o f v i r u s e s p r e s e n t i n t h e p e l l e t . D a t a i n T a b l e 4 . 4 . 1

i n d i c a t e s t h a t
,
w h e n p r o c e s s e d b y t h e p r o t o c o l in F i g u r e 4 . 4 . 1

,
t o m a t o s a u c e p e l l e t s

c o n t a in l e s s H A V t h a n st r a w b e r r y s a u c e p e l l e t s . S u bt r a c t in g t h e v i r u s p r e s e n t i n t h e

s u p e rn a t a n t f r o m t h e t o t a l v i r u s i n p u t s h o w s 6 7 . 1% (± 6 2 ) a n d 5 6 . 9% (± 12 . 8 ) o f t h e t o t a l

H A V i n o c u lu m i s p r e s e n t i n t o m a t o s a u c e p e ll e t s (F i g u r e 4 . 4 . 1 - s t e p 5 ) , a s d e t e c t e d b y

c e l l c u l t u r e in f e c t i v i t y a n d r e a lt i m e R T - P C R , r e s p e c t i v e l y (T a b l e 4 . 4 1) .
S t r a w b e r r y

p e l l e t s f r o m t h e s a m e a n a ly s i s p r o t o c o l a n d p r o c e s s i n g st e p c o n t a i n 8 9 . 2 %) (± 5 . 37 ) a n d

8 7 . 6 % ) (+ 5 . 6 ) o f t h e t o t a l H A V i n o c u l u m
,
a s d e t e c t e d b y c e l l c u l t u r e i n f e c t i v i t y a n d
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r e a lt i m e R T - P C R , r e s p e c t i v e ly (T a b l e 4 . 4 . 1 ) .
D a t a f r o m a n o t h e r v ir u s , M S 2

,
r u n i n t h e

s a m e e x p e r im e n t g i v e s a s i m i l a r t r e n d f o r t h e s e f o o d s a m p l e s (T a b l e 4 . 4 . 2 ) . M S 2 l o s s i n

d i s c a r d e d s u p e r n a t a n t (F i g u r e 4 . 4 1 - st e p 5 ) w a s l o w
,
w i t h 7 . 0 % (± 1 . 0% ) r e c o v e r e d f r o m

d i s c a r d e d t o m a t o s a u c e s u p e r n a t a n t
,

a n d 0 . 9 % (± 0 . 3 % ) r e c o v e r e d f r o m d i s c a r d e d

s t r a w b e r r y s u p e r n a t a n t S u b t r a c t i n g v i r u s l o s s f r o m t o t a l v i r u s i n p u t g i v e s 9 9 . 1% (±

0 . 3 % ) M S2 l e ft in s t r a w b e r r y p e l l e t s ,
a n d 9 3% (± 1 . 0 % ) M S2 l e ft i n t o m a t o s a u c e p e l l e t s

(F i g u r e 4 . 4 . 2 ) . F o r H A V a n d M S2
,
t h e t o m a t o s a u c e m a t r i x i s s o m e w h a t l e s s e f fi c i e n t a t

r e t a i n i n g a c i d - a d s o r b e d v i r u s p a r t i c l e s t h a n a s t r a w b e r r y s a u c e m a t r i x (F i g u r e 4 . 4 . 2 ) .

T a b l e 4 . 4 . 1 H A V r e c o v e r e d f r o m a d i s c a r d e d s u p e r n a t a n t d u r i n g a c i d - a d s o r p t io n

e l u t i o n m e t h o d

M a t r i x H A V % R e c o v e re d (s t d e v )
*

P F U i n p u t C e l l C u l t u r e R e a l t im e R T - P C R

T o m a t o S a u c e 4 2 4 x 1 0
^

3 2 9 (± 6 2 ) 4 3 1 (± 12 8 )

S t r a w b e r ry S a u c e 4 2 4 x 1 0
°

1 0 8 (+ 5 3 7 ) 12 6 (+ 5 6 )
*

n = 2

T a b l e 4 . 4 . 2 M S2 r e c o v e r e d f r o m t h e d i s c a r d e d s u p e r n a t a n t o f t h e a c i d - a d s o r p t io n

e l u t i o n m e t h o d

M a t r i x M S 2 % R e c o v e r e d (s t d e v )
*

P F U i n p u t D o u b le A g a r L a y e r

T o m a t o S a u c e 3 9 1 x 10
^

7 0 (± 1 0 )

S t ra w b e r r y S a u c e 3 9 1 x 10
^

0 9 (± 0 3 )
*

n = 2

1 0 8

NEATPAGEINFO:id=4FDCF095-982A-4FA9-B4F4-1232204D06C5



F i g u r e 4 . 4 . 2 E f fi c i e n c y o f H A V a n d M S2 A c i d A d s o r p t i o n t o F o o d s

1 0 0
T o m a to s a u c e

S t r a w b e r r ie s

(5 5 0

n A v ^u e i i c u lt u r e ) H A V ( re a lt im e R T - M S 2 (d o u b le a g a r

P C R ) la y e r)

V i r u s (d e t e c t i o n m e t h o d )

T o b e t t e r u n d e r s t a n d t h e e f f e c t s o f s a m p l e c o n d i t i o n s i n t h e c r u c i a l a c i d - a d s o r p t i o n s t e p s
,

t h e e f f e c t s o f b o t h p H a n d c o n d u c t i v it y w e r e m e a s u r e d a s a f u n c t i o n o f t h e d i l u t i o n o f

s a u c e s i n d e i o n i z e d w a t e r (F i g u r e s 4 . 4 . 3 a n d 4 . 4 . 4 ) . T o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r y s a u c e

w e r e d i lu t e d 1 :2 , 1 : 3 , 1 :4 e t c ,
t i l l 1 : 2 0 a n d s a m p l e s w e r e m e a s u r e d i n c r e m e n t a l l y fo r

p H a n d c o n d u c t i v i t y . F i g u r e 4 . 4
. 3 s h o w s t h a t a s s a m p l e s b e c o m e m o r e d i l u t e

,
t h e

c o n du c t i v i t y d e c r e a s e s— dr a m a t i c a l ly i n t h e c a s e o f t o m a t o s a u c e a n d l e s s s o fo r

s t r a w b e r r y s a u c e . O p t i m a l c o n d u c t i v it y f o r t h e a d s o r p t i o n o f v i r u s e s t o o y s t e r t i s s u e i s

2 0 0 0 |a S/ c m , w h i l e o p t i m u m c o n du c t i v i t i e s f o r v i r u s t o o t h e r f o o d m a t r i c e s h a v e n o t b e e n

d e t e r m i n e d . F i g u r e 4 .
4

.
4 s h o w s t h e e f f e c t s o f d i l u t i o n o n a m b i e n t f o o d p H a r e s m a l l .

T h r o u gh d i l u t i o n
, t o m a t o s a u c e pH i n c r e a s e s f r o m a n u n d i l u t e d pH o f - 4 . 1 t o a 1 :2 0

10 9
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F i g u r e 4 . 4 , 4 . E f f e c t o f s a m p l e d i l u t i o n o n p H o f t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r i e s

4 4 0

4 2 0

4 0 0

3 8 0

X
a

3 6 0

3 4 0

3 2 0

3 0 0

^ ♦ ♦ ♦ ♦ ♦ ^
_

^ • J. 1 6 1 :7 1 : 8 1 : 9 1 : 1 0 Tr R
-

♦ 1 : 3 " ^̂
! =>

♦

- 4 42 0 -

1 : 2

♦ T o m a to s a u c e p H

■ S t r a w b e r r y s a u c e p H

1 : 2 1 :3 1 : 4 1: 5 1 ; & 1 : 7 1 : 8 1 : 9
'

'
'

' °
1 : 1 5

1 : 2 0

D i l u t i o n f a c t o r (1 v o l s a m p l e : X v o l w a te r )

T h e r e s u l t s o f t h e s e e x p e ri m e n t s i n d i c a t e d t h a t fo o d c o n d u c t i v i t y d e c r e a s e d gr e a t l y a n d

p H i n c r e a s e d a l i t t l e b y d i l u t i o n w i t h w a t e r .
I f s a m p l e c o n du c t i v i t y a n d p H a r e im p o r t a n t

f a c t o r s i n fl u e n c i n g v i r u s a d s o r p t i o n , t h e l a r g e d e c r e a s e i n t h e e l u e n t c o n du c t i v i t y o f

t o m a t o s a u c e w i t h d i l u t i o n c o u l d r e s u l t c h a n g e s i n a d s o r p t i o n e f fi c i e n c y ,
a l o n g w i t h a

p o s s i b l e e f f e c t f r o m th e m i n o r c h a n g e i n s a m p l e p H .

I n p r e v i o u s s t u d i e s o n v i r u s r e c o v e r y b y e l u t i o n a n d a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n
,
1 : 4 t o 1 : 1 0

v o l :v o l d i l u t i o n s o f s am p l e i n e l u e n t a r e t yp i c a l . I n t h e a c i d - a d s o r pt i o n s t u d i e s d e s c ri b e d

a b o v e ,
1 : 7 s am p l e d i l u t i o n s a r e u s e d . I n t h i s s t u d y th e e f f e c t s o f s a m p l e p H a n d

c o n d u c t i v i t y o n v i r u s a d s o r p t i o n a n d e l u t i o n w e r e n o t s y s t e m a t i c a l l y i n v e s t i g a t e d .

1 1 0

NEATPAGEINFO:id=2D54D3DA-6CF8-4C3D-9043-87C6367086FE



F i g u r e 4 . 4 . 4 . E f f e c t o f s a m p l e d i l u t i o n o n p H o f t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r ri e s

4 4 0

4 2 0

4 0 0

3 8 0

3 6 0

3 4 0

3 2 0

3 0 0

♦ # •» ♦

*
. r 1 6 1 :7 1 : 8 1 : 9 1 : 1 0

* 1 : 3 1 :4 ^ ^
t r t s

- - 4 42 0 -

1 : 2

♦ T o m a to s a u c e p H

■ S t r a w b e r r y s a u c e p H

■ ■' Ta 1 5 1 6 1 ^7 1 : 8 1 : 9 1 1Q
-

1 :2 1 :3 1 : 4 ' ^ ' ' '

1 : 1 5
1 : 2 0

D i l u t i o n f a c t o r (1 v o l s a m p l e : X v o l w a t e r )

T h e r e s u l t s o f t h e s e e x p e r i m e n t s i n d i c a t e d t h a t f o o d c o n d u c t iv i t y d e c r e a s e d g r e a t l y a n d

p H i n c r e a s e d a l i t t l e by d i l u t i o n w it h w a t e r . I f s a m p l e c o n d u c t iv it y a n d p H a r e i m p o r t a n t

f a c t o r s i n f l u e n c i n g v i r u s a d s o r p t i o n
,
t h e l a r g e d e c r e a s e i n t h e e l u e n t c o n d u c t i v it y o f

t o m a t o s a u c e w i t h d i l u t i o n c o u l d r e s u l t c h a n g e s in a d s o r p t i o n e f fi c i e n c y ,
a l o n g w i t h a

p o s s i b l e e f f e c t f r o m t h e m i n o r c h a n g e i n s a m p l e p H .

I n p r e v i o u s s t u d i e s o n v i r u s r e c o v e r y b y e l u t i o n a n d a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n , 1 :4 t o 1 : 1 0

v o l :v o l d i l u t i o n s o f s a m p l e i n e lu e n t a r e t y p i c a l . I n t h e a c i d - a d s o r p t i o n s t u d i e s d e s c r i be d

a b o v e
,
1 :7 s a m p l e d i lu t i o n s a r e u s e d . I n t h i s s t u dy t h e e f f e c t s o f s a m p l e p H a n d

c o n d u c t i v i t y o n v i r u s a d s o r p t i o n a n d e lu t io n w e r e n o t s y s t em a t i c a l ly i n v e s t ig a t e d .

I l l
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T h e r e f o r e
,
i t i s p o s s i b l e t h a t o p t i m i z a t i o n o f t h e s e c o n d i t i o n s w o u l d i n c r e a s e v i r u s

r e c o v e r i e s o v e r t h o s e r e p o r t e d i n T a b l e s 4 . 4 . 3 a n d 4 . 4 . 5 .

A d d it i o n a l e x p e r i m e n t s w e r e t h e n d e s i g n e d a n d c a r r ie d o u t t o o p t i m i z e o r f u r t h e r

i m p r o v e t h e p r e v i o u s l y o b s e r v e d p o o r a d s o r p t i o n o f v i r u s t o t o m a t o s a u c e . O n e

e x p e r i m e n t i n v e s t i g a t e d h o w 2 d i f f e r e n t p H l e v e l s ( a m b i e n t f o o d p H a n d p H 4
. 8 - 5 ) , a n d

t h r e e c e n t r i f u g a t i o n s p e e d s (2 ,
0 0 0 x ^ ,

4
,
0 0 0 j cg ,

a n d 6
,
0 0 0 x g ) a f f e c t e d t h e a b i l it y o f H A V

t o a d s o r b t o fo o d s a n d b e e f f e c t i v e l y p e l l e t e d . A t o t a l o f 4 . 2 4 x 10
^
P F U o f H A V w a s

i n o c u l a t e d i n t o 3 0 g r a m s o f t o m a t o s a u c e a n d p r o c e s s e d u s in g t h e p r o t o c o l f r o m F i g u r e

4 . 4 . 1 . T a b l e 4 . 4 . 3 p r e s e n t s t h e r e s u lt s o f r e a l t i m e R T - P C R t o d e t e c t t h e p e r c e n t o f

v i r u s e s r e c o v e r e d f r o m t h e d i s c a r d e d s u p e r n a t a n t (F i g u r e 4 . 4 1 , s t e p 6 ) a s a p r o x y f o r t h e

v i r u s - c o n t a i n i n g p e l l e t . T h e a v e r a g e H A V r e c o v e r e d f r o m t h e d i s c a r d e d s u p e r n a t a n t

r a n g e d f r o m 8 . 8 % t o 3 7 . 1%
,
m e a n i n g t h a t t h e r e t a i n e d p e l l e t c o n t a in e d a r a n g e o f 9 1 . 2 %

t o 62 . 9 % o f t h e t o t a l in i t i a l H A V i n o c u l u m
.

U s i n g a n o n -

p a r a m e t r i c A N O V A t e s t
, t h e m e a n s o f s a m p l e s p r o c e s s e d b y d i f f e r e n t

c o m b in a t i o n s o f p H a n d c e n t r i f u g a t i o n d o n o t d i f f e r m o r e t h a n e x p e c t e d b y c h a n c e a l o n e

(P v a l u e = 0 . 4 3 4 9 ; K r u s k a l - W a l l i s T e s t ) . I n o t h e r w o r d s , n o c o m b i n a t i o n o f p H a n d

c e n t r i f u g a t i o n s p e e d i s s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t t h a n a n o t h e r . W h e n c o m p a r i n g

c e n t r i f u g a t i o n s p e e d s ,
t h e r e i s n o r e a s o n t o c o n c l u d e t h a t t h e m e a n r e c o v e r i e s o f H A V

d i f f e r w h e n o n e o f t hr e e c e n t r i f u g a t io n s (2 , 0 0 0 x g ,
4 , 0 00 x g , a n d 6 , 0 0 0 x g ) w a s a p p l i e d (P

v a l u e = 0 . 2 6 0 1 ; K r u s k a l - W a l l i s T e s t ) . F u r t he rm o r e , t h e p e r c e n t o f H A V r e c o v e r e d f r o m

s am p l e s a dj u s t e d t o p H 4 . 8 - 5 w a s n o t s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t ( t w o t a i l e d P v a l u e = 0 . 5 8 87 ;
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M a n n - W h i t n e y T e s t ) f r o m t h e p e r c e n t H A V r e c o v e r e d f r o m s a m p l e s a dj u s t e d t o pH
- 4 . 2 .

T he r e f o r e , H A V r e c o v e r ie s f r o m t o m a t o s a u c e a t a m b i e n t p H a r e p r o b a b l y t h e s a m e a s

f o r s a m p l e s a d j u s t e d t o p H 4 . 8 - 5 . F u r t h e r m o r e
,
s i g n i fi c a n t t i m e s a v in g s c o u l d b e r e a l i z e d

b y m a i n t a i n in g a m b i e n t t o m a t o s a u c e p H i n s t e a d o f a d j u s t i n g t o p H 4 . 5 - 5
,
t h e r e by

s i m p l if y i n g t h e m e t h o d .

S a m p le s n o t s e e d e d w i t h v i r u s a l s o w e r e i n c l u d e d i n t h e s e e x p e r im e n t s .
A ft e r p r o c e s s i n g

t h e s e u n s e e d e d s a m p l e s f o r v ir u s r e c o v e r y , t h e y w e r e t h e n in o c u la t e d w it h H A V R N A
,

a n d p r o c e s s e d w i t h HA V - s e e d e d s a m p l e s by r e a l t im e R T - P CR t o d e t e r m i n e i f t h e r e w a s

s a m p l e - r e l a t e d i n h ib it i o n . A s s h o w n i n T a b l e 4 . 4 . 4 , o f t he 2 1 . 2 P F U s o f H A V i n o c u l u m

a d d e d (a s e n u m e r a t e d b y c e l l c u l t u r e i n f e c t i v i t y ) ,
r e a l t i m e R T - P C R d e t e c t e d 2 0 . 1 ± 3 . 6

P F U s , g iv i n g a 9 4 . 8% r e c o v e r y . H e n c e , t h e p r o c e s s e d s a m p l e w a s r e l a t i v e l y f r e e o f

i n h i b i t o r s o f r e a lt i m e R T - P C R a mp l i f i c a t i o n .

N e x t
,
t o m a t o s a u c e s a m p l e s w i t h t h r e e c o n du c t i v it ie s (2 , 0 0 0 |j S / c m , 4 , 0 0 0 |J , S / c m , a n d

6
,
0 0 0 (i S / c m ) a n d t h r e e pH le v e l s (p H 4

,
5

,
a n d 6 ) w e r e c o m p a r e d t o d e t e r m i n e t h e

o p t i m a l c o n d it i o n s f o r a d s o r p t i o n o f H A V t o t o m a t o s a u c e . S p e c i fi c a l l y ,
H A V w a s

i n o c u l a t e d i n 3 0 g r a m s o f t o m a t o s a u c e a n d a dj u s t e d t o o n e o f t h r e e c o n d u c t iv it i e s

r e s u lt i n g in a c o n c e n t r a t i o n o f - 7
,
0 0 0 P F U H A V /m l . A l l s a m p l e s w e r e p r o c e s s e d u s i n g

t h e p r o t o c o l f r o m F i g u r e 4 .
4 . 1 T h e r e s u l t s i n T a b l e 4 .

4 . 5 s h o w t h a t H A V i n t h e d i s c a r d e d

s u p e r n a t a n t r a n g e d f r o m 5 . 2 % t o 3 2 . 4 %
,
m e a n i n g a r a n g e o f 9 4 . 8 % t o 67 . 6 % o f H A V

w a s p r e s e n t i n t h e r e t a i n e d t h e p e l l e t . M e d i a n r e c o v e r i e s o f H A V w e r e n o t s i g n i fi c a n t l y

g r e a t e r w i t h a n y o n e c o n d u c t i v i t y (2 ,
0 0 0 ^i S /c m ,

4
,
0 0 0 |j S/c m ,

o r 6
,
0 0 0 (j , S / c m ) th a n

p r o v i d e d by c h a n c e a l o n e (P v a l u e = 0 . 6 2 8 6 ; K r u s k a l - W a l l i s T e s t ) . Si m i l a r ly , s a m p l e p H
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d id n o t h a v e a st a t i s t i c a l l y s ig n i f i c a n t e f f e c t o n t h e m e d i a n p e r c e n t r e c o v e r y o f H A V f r o m

t o m a t o s a u c e (P v a l u e = 0 . 5 4 2 9 ; K r u s k a l - W a l l i s T e s t )

A s p r e v i o u s l y , t o m a t o s a u c e s a m p l e s f r e e o f v i r u s w e r e g e n e r a t e d , t h e n i n o c u l a t e d w it h

H A V R N A , a n d p r o c e s s e d w i t h v i r u s - s e e d e d s a m p l e s b y r e a l t i m e R T - P C R t o d e t e r m i n e

i f t h e r e w a s i n h i b i t i o n o f t h e a m p l i fi c a t i o n r e a c t i o n . T a b l e 4 4 . 6 s h o w s t h a t t h e 3 1 . 1 5 P F U

in o c u l u m (a s e n u m e r a t e d b y c e l l c u lt u r e i n f e c t i v i t y ) w a s d e t e c t e d b y r e a l t i m e R T - P C R a s

3 0 7 ± 4 . 4 P F U s
, g i v in g a 9 8 . 6% r e c o v e r y .
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T a b l e 4 . 4 . 3 H A V r e c o v e r e d f r o m w a t e r w a s h e l u a t e s a d j u s t e d t o 2 d i f f e r e n t p H s a n d c e n t r i f u g e d 3 d i f f e r e n t

s p e e d s .

T o m a t o S a u c e H A V I n p u t p H C e n t r i f u g a t io n

S a m p le P F U

R e a l t im e R T - P C R
* *

P F U p e r A v e r a g e S t . D e v o f

C t v a lu e r e a c t io n % R e c o v e r e d % R e c o v e r e d % R e c o v e r e d

A

B

A

B

A

B

4 2 4 x 1 0
'

p H 4 8 - 5

pH 4 8 - 5

p H 4 8 - 5

2 , 0 0 0 x g

4
, 0 0 0 x g

6
,
0 0 0 x g

3 8 9 2

3 7 7 4

3 9 3 9

3 8 8 3

3 9 9

3 7 8 1

0 4 1 6

0 9 5 7

0 2 9 9

0 4 4 3

0 2 0 8

0 9 1 1

1 0

2 2 6

7 1

1 0 4

4 9

2 1 5

1 1 8

8 8

1 3 2

15 3

2 . 4

1 1 . 7

A

B

A

B

A

B

N e g a t i v e

C o n t r o l

4 2 4 x 1 0
^

pH - 4 2
*

2 , 0 0 0 x g

p H - 4 2 4 , 0 0 0 x g

p H - 4 2 6
,
0 0 0 x g

pH 4 8 - 5 2 , 0 0 0 x g

4 0 2 5

3 8 36

3 8 4 6

3 9 9 7

3 7 5 4

3 6 6 7

0 1 6 2

0 6 2 1

0 5 5 7

0 1 9 8

1 1 0 7

2 0 4 2

3 . 8

1 4 6

1 3 1

4 . 7

2 6 1

4 8 2

9 2

8 9

3 7 . 1

7 7

6 . 0

1 5 6

p H 4 2 is a m b ie n t pH f o r t o m a t o s a u c e m ix e d in 1 0 0 m l w a t e r ;
* *

s a m p le s a s s a y e d a t 1 : 10 d i lu t i o n i n R N a s e f re e d e io n lz e d w a te r

T a b l e 4 . 4 . 4 T o m a t o s a u c e i n h i b i t i o n t o t h e d e t e c t i o n o f H A V b y r e a l t i m e R T - P C R

T o m a t o S a u c e H A V I n p u t R e a l t im e R T - P C R
*

S t . D e v o f A v e r a g e

P F U C t v a l u e P F U A v e r a g e P F U A v e r a g e P F U % R e c o v e r e d

S a m p le N e g a t i v e C o n t r o l + H A V 2 1 2 3 6 6 4 2 2 6 4

S a m p le N e g a t i v e C o n t r o l + H A V 2 1 2 3 7 0 4 1 7 5 5 7

S a m p le N e g a t i v e C o n t r o l 0 0 0

2 0 1 3 6 9 4 8
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T a b l e 4 . 4 . 5 H A V r e c o v e r e d f r o m w a t e r w a s h e l u a t e s a d j u s t e d t o 3 d i f f e r e n t p H s a n d 3 d i f f e r e n t c o n d u c t iv it i e s .

T o m a t o S a u c e H A V In p u t C o n d u c t i v i t y p H R e a l t im e R T - P C R *

P F U p e r A v e r a g e
S a m p le [ c o n c e n t r a t i o n ] C t v a lu e r e a c t i o n % R e c o v e r e d r e c o v e r e d S t d e v

2 1 8 x 1 0
^
P F U [6 9 2 2 „ „ _ „ „

/

P F U /m l]
6 , 0 0 0 u S / c m

4

5

6

3 6 5 3

3 7 8 1

3 9 0 7

2 2 4 6

0 9 0 9

0 3 7 6

3 2 4

1 3 . 1

5 4

1 7 0 1 3 9

1 0 3 x 1 0
^
P F U [6 9 2 2

P F U / m l]
4

,
0 0 0 u S / c m

4 3 7 1 9

5 3 9 1 2

6 3 7 3 1

1 4 15

0 36

1 3 0 1

2 0 4

5 2

18 8

1 4 8 8 4

6 2 3 x 1 0
*
P F U

[6 9 2 2 P F U / m l]
2

,
0 0 0 u S / c m

4 3 7 3 7

5 3 7 1 6

6 3 6 6 6

1 2 4 7

1 4 4 2

2 0 5 8

18 0

2 0 8

2 9 7

2 2 9 6 1

N e g a t i v e C o n t r o l 2
, 0 0 0 u S / c m

'

s a m p le s a s s a ye d a t 1 : 1 0 d i l u t io n in R N a s e f re e d e io n iz e d w a t e r

T a b l e 4 . 4 . 6 T o m a t o s a u c e i n h i b i t i o n t o t h e d e t e c t i o n o f H A V by r e a l t i m e R T - P C R

T o m a t o S a u c e

S a m p le

H A V I n p u t R e a l t im e R T - P C R
*

A v e r a g e S t . D e v o f A v e r a g e %

( P F U ) C t v a l u e P F U P F U A v e r a g e P F U R e c o v e r e d

S a m p le N e g a t i v e C o n t r o l + H A V 3 1 1 5

S a m p le N e g a t i v e C o n t r o l + H A V 3 1 1 5

S a m p le N e g a t i v e C o n t r o l 0

3 2 7

3 2 9 9

0

3 3 7 8 3

2 7 5 7 2

0

3 0 7 4 4 9 8 6

^

s a m p le s a s s a y e d a t 1 :1 0 d i lu t i o n in R N a s e f r e e d e io n i z e d w a t e r
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4 . 4 . 2 R e c o v e r y o f h e p a t it i s A v i r u s d u r i n g P E G ,
R N A e x t r a c t i o n a n d R N A

p r e c i p i t a t i o n

T h e r e c o v e r y o f H A V d u r i n g P E G p r e c i p i t a t i o n b a s e d o n v i r u s e s e l u t e d f r o m t h e

r e s u s p e n d e d P E G p e l l e t ,
R N A e x t r a c t i o n , a n d R N A p r e c ip it a t i o n w a s i n v e s t i g a t e d .

P o s i t i v e c o n t r o l s (H A V i n o c u l a t e d in t o P B S ) w e r e u s e d t o c o m p a r e t h e e f f e c t s o f

c e n t r i f u g a t i o n t e m p e r a t u r e o n r e c o v e r y a n d t o c o m p a r e i s o p r o p a n o l t o e t h a n o l a s a

p r e c i p i t a t in g a g e n t . P r e v io u s l y ,
it w a s a s s u m e d t h a t s h o r t (5 m i n ) r o o m t e m p e r a t u r e

c e n t r i f u g a t i o n w a s a d e q u a t e f o r t h e p e l le t i n g o f R N A d u r in g e t h a n o l p r e c i p i t a t i o n
,
bu t

a ft e r s e v e r a l n e g a t i v e r e s u l t s t hi s a s s u m p t i o n w a s q u e s t i o n e d . W i t h e t h a n o l p r e c ip it a t i o n

i t w a s f o u n d t h a t c h i ll i n g t h e m i c r o c e n t r if u g e a t - 2 0 ° C b e f o r e t h e s p i n a n d c e n t r i f u g i n g a t

4 °

C ,
r e s u l t e d i n i n c r e a s e d v i r u s r e c o v e r y o v e r r o o m t e m p e r a t u r e c e n t r i f u g a t i o n (d a t a n o t

s h o w n ) . A c o m p a r i s o n o f i s o p r o p a n o l t o e t h a n o l f o u n d t h e t w o c o m p a r a b le a t

c o n c e n t r a t i n g a n d p r e c i p i t a t i n g v i r u s R N A
,
w h i c h i s c o n s i s t e n t w i t h t h e fi n d i n g s o f

o t h e r s . T h o u g h c o m p a r a b le
,
e t h a n o l w a s n o t c h o s e n a s a p r e c i p i t a t i n g a g e n t b e c a u s e

5 0% l e s s i s o p r o p a n o l b y v o l u m e i s r e q u i r e d f o r n u c l e i c a c i d p r e c i p it a t i o n , t h u s

m i n im i z i n g t h e t o t a l v o lu m e t o b e c e n t r i f u g e d f o r R N A r e c o v e r y (S am b r o o k e t a l .

,
1 9 8 9 ) .

O t h e r w a y s t o i m p r o v e v i r u s r e c o v e r i e s f r o m p o s i t i v e c o n t r o l s a m p l e s w e r e a t t e m p t e d b y

i n c r e a s i n g t h e c e n t r i f u g a l f o r c e s a n d t i m e s f o r P E G c e n t r i f u g a t i o n . I n t h i s e x p e r im e n t
,
1 x

1 0
^
P F U H A V w a s i n o c u l a t e d in t o P B S (p H 7 .

5 ) , t h e n P E G p r e c i p i t a t e d o v e r n i g h t a t 4
°

C

(8% PE G ; 0 . 3 M N a C l ) ,
a n d c e n t r i f i i g e d u s i n g t h e c e n t r i f u g a l f o r c e s a n d t i m e s s h o w n .

T h e P E G p e l l e t w a s e x t r a c t e d w it h G u SC N b u f f e r , R N A e x t r a c t e d i n l a r g e v o l u m e s ( ~ 4

m l ) ,
a n d t he R N A w a s e l u t e d f r o m M id i c o l u m n s u s i n g 2 00 |x l o f T E b u f f e r p l u s 1 0 U o f

R N a s in . T h e r e c o v e r e d RN A w a s p r e c i p it a t e d u s i n g i s o p r o p a n o l
,
r e s u s p e n de d in 2 0 p , l o f
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T E b u f f e r , a n d 5 (a 1 o f R N A w a s a n a ly z e d b y r e a l t i m e R T - P C R (Jo t h i k u m a r a t a l .

,
2 0 04 ) .

A s s h o w n i n T a b l e 4
.
4 . 7 b e l o w ,

d o u b l i n g t h e c e n t r i f u g a t i o n t i m e i n c r e a s e s H A V r e c o v e r y

i n o n e t r i a l , b u t m o r e e x p e r i m e n t a l r e p l i c a t e s a r e n e e d e d t o j u s t i fy t h i s c l a i m . S a m p l e

R N A w a s s e r i a l l y t e n f o l d d i l u t e d in m o l e c u l a r g r a d e w a t e r
,

a n d a s s a y e d a s 1 : 1 0 a n d

1 : 1 00 d i lu t i o n s b e c a u s e i n h i b i t i o n w a s p r e s e n t i n u n d i l u t e d s a m p l e s
—h y p o t h e s i z e d t o b e

f r o m r e s i d u a l a l c o h o l i n n u c l e i c a c i d p r e c ip it a t e d p e l l e t s o r f r o m i n h i b it o r s i n t h e c r u d e

v i r u s s t o c k .

T a b l e 4 . 4 . 7 E f f e c t o f s p i n t i m e o n r e c o v e r y o f H A V f r o m PE G

S a m p l e
P E G p e l le t

c e n t r i f u g a t io n

V i r u s in p u t

P F U H A V D i l u t io n

q R T - P C R a n a ly s i s

C t v a l u e % R e c o v e r e d

P B S

P B S

15
,
0 0 0 x g

f o r 15 m in

1 5
,
0 0 0 x g f

f o r 3 0 m in

1 x 1 0
'

1 x l O
5

1 : 1 0

1 : 1 0 0

1 : 1 0

1 : 1 0 0

3 3 5 3

3 6 4 8

3 1 3 3

3 3 8 2

1 2 %

1 2 %

4 8 %

9 6 %

5 lo g l O PF U H A V a d de d to s a m p le ; th e r e f o r e
,
i f o n e a s s u m e s 10 0 % r e c o v e ry ,

t h e t he o r e t i c a l a m o u n t o f
HA V p re s e n t i n 5 u L o f s a m p le ta k e n f o r R T - PC R is : ( (10 0 ,

00 0 P F U / 0 0 2 m L) (0 0 05 m L ) = 2 5
,
0 00 P F U ;

p e r c e n t r e c o v e ry = P F U r e c o v e r e d / 2 5
,
0 00 P F U (10 0 )

A n e x p e r i m e n t w a s do n e t o in v e s t i g a t e d t h e l i m i t o f d e t e c t io n o f H A V i n P B S (p H 7 . 5 )

s a m p l e s p r o c e s s e d b y p o l y e t h y l e n e g ly c o l p r e c i p i t a t i o n , c e n t r i f u g a t i o n f o r 3 0 m i n u t e s a t

15
,
0 0 0 x g

- a n d 4 ° C
,
d ir e c t G u SC N l y s i s o f t he P E G p e l l e t , M i d i c o l u m n e x t r a c t io n

,

i s o p r o p a n o l p r e c ip i t a t e d t o 2 0 u l
,

a n d 5 u l o f 1 0 - f o l d o r 1 0 0 - f o l d d i lu t i o n s o f a l c o h o l

c o n c e n t r a t e d R N A e x t r a c t s w e r e u s e d i n a r e a l t i m e R T - P C R a s s a y (T a b l e 4 . 4 . 8 )

(Jo t h i k u m a r e t a l .

, 2 0 0 4 ) . A s s ho w n i n T a b l e 4 . 4 8,
i n o c u l u m s o f < 1

,
0 0 0 P FU H A V

c o u l d n o t b e d e t e c t e d b y r e a l t i m e R T - P C R
. H o w e v e r

,
t h e d e t e c t i o n l i m i t o f a t it r a t i o n o f

s t o c k H A V u s e d a s a s t a n da r d c u r v e i n r e a lt i m e R T - P C R (T a b l e 4 . 3 . 1) w a s 1 0 PF U , a n d

t h e t h e o r e t i c a l d e t e c t i o n l i m i t i s a n i n i t i a l i n o c u l u m o f 4 00 P F U H A V . I n t h r e e s a m p l e s ,
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H A V i n o c u l u m s o f > 1 , 0 0 0 P F U w e r e d e t e c t e d i n a m o u n t s r a n g i n g f r o m 4 8 % t o 1 2 0 % o f

t h e i n it i a l i n o c u l u m . T h e e x p e r i m e n t h a s t w o l i m i t a t i o n s : 1 ) t h e d e t e c t i o n l i m it w a s r a t h e r

h i g h ( 10 P F U ) ; 2 ) s a m p l e in h i b i t io n i n t e r f e r e d w it h d e t e c t i o n i n u n d i l u t e s a m p l e s .

P e r h a p s l o w e r l e v e l s o f H A V R N A d e t e c t i o n m a y b e p o s s i b l e t h r o u g h n e s t e d R T - P C R o r

S o u t h e r n B l o t a n a ly s i s o f a m p l i fi e d D N A . T he s a m e e x p e r i m e n t a s i n T a b l e 4 . 4 . 8 w a s

r e p e a t e d l a t e r in t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r y m a t r i c e s (T a b l e s 4 . 4 . 9 a n d 4 . 4 . 1 0 ) .

T a b l e 4 . 4 . 8 D e t e c t i o n l i m i t o f H A V i n o c u l a t e d i n P B S a n d P E G p r e c i p i t a t e d

S a m p l e H A V In o c u l u m P E G R e a l - t im e R T - P C R a n a ly s i s

(P F U ) C e n t r i f u g a t i o n D i l u t i o n C t v a l u e % R e c o v e r e d

P B S , ,

^
5 ,

1 5
,
0 0 0 x gf 1 : 1 0 3 1 3 3 4 8 %

^
3 0 m in a t 4

°

C 1 : 1 0 0 3 3 8 2 9 6 %

I x l O
' * " "

1 : 1 0 3 3 8 7 9 3 %

1 : 10 0 3 7 0 9 1 2 0 %

1 x 10
^ " "

1 1 0 3 8 0 8 6 4 %

1 : 10 0 0 « 10 P F U
* *

1 x 1 0
^ " "

1 : 1 0 0 « 1 0 P F U

1 : 1 0 0 0 « 1 0 P F U

I x l O
'

1 :1 0 0 « 1 0 P F U

1 : 1 0 0 0 « 10 P F U
*

5 Io g 10 P F U HA V a d d e d t o s a m p le ; t he r e fo r e
,
if o n e a s s u m e s 10 0 % re c o v e ry ,

t h e t he o r e t i c a l a m o u n t o f

HA V p re s e n t i n 5 u L o f s a m ple t a k e n fo r RT - PC R is : ( (1 0 0 ,
0 0 0 P F U / 0 0 2 m L ) (0 0 0 5 m L) = 2 5

,

0 0 0 P F U ;

p e r c e n t r e c o v e ry = P F U r e c o v e r e d / 2 5
,
0 0 0 P F U (10 0 ) ; f o r 4 Io g 1 0 in p u t

,
u s e 2

,
5 0 0 P F U

,
e tc

* * « 1 0 P F U T h e l a s t d e t e c t a b l e d i l u ti o n o f t h e r e a lt im e R T - P C R a s s a y (u s e d a s a s t a n d a r d c u r v e ) w a s 10
P F U H A V ; g i v i n g a t he o r e t i c a l l im it o f d e t e c ti o n o f 4 0 0 P F U s o f In i t ia l i n o c u l u m

4 . 4 . 3 L i m i t o f d e t e c t i o n o f h e p a t i t i s A v i r u s i n f o o d e l u a t e s u s i n g r e a l t i m e R T - P C R

T w o d e t e r m i n a n t s o f s u c c e s s f u l v i r u s r e c o v e r y i n f o o d s a m p l e s a r e (1 ) t h e c o m p a t i b i l i t y

o f s a m p l e s w i t h a d e t e c t i o n m e t h o d ; a n d (2 ) t h e s e n s i t i v i t y o r l o w e r d e t e c t io n l i m i t o f a

m e t h o d . F u r t h e r e x p e r i m e n t s t e s t e d t h e c o m p a t i b i l it y o f f o o d s a m p l e s p r o c e s s e d b y a c i d -
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a d s o r p t i o n e lu t i o n
,
c o n c e n t r a t io n , a n d p u r i fi c a t i o n s t e p s i n F i g u r e 4 4 . 5

,
f o r d e t e c t io n o f

H A V i n r e a l t i m e R T - P C R .

F i g u r e 4 . 4 . 1 A c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d f o r t h e r e c o v e r y o f v i r u s e s f r o m
c o m p l e x f o o d s a m p l e s

1 A d d 10 5 m l o f c h i l le d
,
s te r i l e

,
d is t i l l e d w a te r t o 1 1 C e n t r i fu ge a t 4 6 5 7 x g f o r 2 0 m in u te s

t o m a t o s a u c e
,
s t r a w b e r ry s a u c e

,
o r o y s t e r s a m p le

i n 2 50 m l c e n t r if u g e b o t t l e 1 2 S a v e e l u a t e # 2

2 F o r o y s t e r s o n ly : a d j u s t c o n d u c t i v ity t o < 2
,
0 0 0 13 C o m b in e e l u a t e # 1 a n d e l u a t e # 2

n S /c m ; a d ju s t p H to 4 8 - 5 0 (a p p r o x im a te ly 2 1 0 m l)

3 S ha k e (h o r i z o n ta l ly ) a l l s a m p le s a t 100 R P M fo r 14 A dd 8 % P EG a n d 0 3 M N a C I:

15 m in u te s s t i r t o s o l u t io n ; s t o r e o v e r n ig h t 4
° C

4 C e n tr i f u g e a t 2 0 00 x g fo r 2 0 m in u te s 1 5 C e n t r i f u g e 15
,
0 0 0 x g fo r 30 m in u t e s

5 D i s c a r d w a te r s u p e r n a t a n t 1 6 D is c a r d s u p e r n a t a n t

6 R e s u s pe n d pe l l e t i n 10 5 m L o f 0 0 5 M g ly c i n e / 1 7 Re s u s pe n d PE G p e l l e t i n 5 m L G u S C N

0 14 M N a C I (p H 7 5 )
1 8 Re c o v e r R N A t h r o u g h M id i s p i n c o lu m n

19 Is o p r o p a n o l p r e c ip it a te R N A

7 A d d 1 : 2 : : V e r tr e l : s a m p le ; v o r t e x 2 m in

8 C e n t r if u g e a t 5 0 0 0x g fo r 3 0 m in u t e s

2 2 Re s u s pe n d p r e c ip i t a te i n 2 0 u L o f 1 0 u M T r is -

9 S a v e e lu a te # 1 I m M ED T A (T E ; p H 8 0 ) + 1 0 U R N a s i n

10 R e s u s p e n d pe l l e t i n 1 05 m L o f 0 5 M t h r e o n i n e / 2 3 A a s s a y 5 u L R N A e x t r a c t u s i n g r e a lt im e R T - PC R
0 1 4 M Na C I (p H 7 5 )

S a m p l e i n h i b i t i o n w a s i n v e s t i g a t e d f o r r e p r e s e n t a t i v e f o o d s , s p e c i fi c a l l y , s t r a w b e r r i e s ,

t o m a t o s a u c e , d i s s e c t e d o y s t e r s t o m a c h s
,

a n d w h o l e o y s t e r s . I n t h i s s i n g l e r e p l i c a t e

e x p e r im e n t
,

- 4
,
0 0 0 P F U e q u i v a l e n t s o f H A V R N A w a s a d d e d ( i n s t e p 2 2 o f t h e m e t h o d

in F i g u r e 4 . 4 . 5 ) t o e a c h s e r i a l t e n f o ld d i l u t e d R N A e x t r a c t e d f o o d s a m p l e . I t w a s

h y p o t h e s iz e d t h a t f o o d e l u a t e s l a c k i n g i n h i b i t o r s t o R T - P C R s h o u l d p r o v i d e s im i l a r a n d

h i g h r e c o v e r i e s a t e a c h d i l u t i o n ,
w i t h r e c o v e r i e s a t t h e 1 : 1 0 d i l u t i o n b e in g s im i l a r t o t h o s e

a t 1 : 1 0 0 a n d 1 : 1 00 0 d i l u t i o n s
,
b e c a u s e t h e s a m e P F U e q u i v a l e n t s o f H A V R N A w e r e

a d d e d t o e a c h d i l u t i o n . A s s h o w n in T a b l e 4 . 4 . 8
,

s t r a w b e r r y p u r e e a n d t o m a t o s a u c e

p r o c e s s e d b y t h e m e t h o d i n F i g u r e 4 . 4 . 5 w e r e n o t a p p r e c i a b l y i n h i b i t o r y t o H A V RN A

12 0
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d e t e c t i o n b y r e a lt i m e R T - P C R . V i r u s d e t e c t i o n a t t h e 1 : 10 d i l u t i o n o f e x t r a c t e d R N A

w a s n o t i n h i b i t o r y t o R T - P C R
,
n o r w e r e t h e 1 00 - a n d 10 00 - f o l d d i l u t i o n s . T o m a t o s a u c e

a l s o w a s n o t g r e a t l y in h i b i t o r y t o r e a lt i m e R T - P CR d e t e c t i o n ,
a s p e r c e n t r e c o v e r i e s w e r e

h i g h a t a l l s a m p l e d i l u t i o n s t e st e d . H o w e v e r
, C t v a l u e s a n d p e r c e n t r e c o v e r i e s d i d

in c r e a s e w i t h i n c r e a s i n g s a m p l e d i l u t i o n
,
i n d i c a t i n g s o m e in h i b i t i o n o f r e a l t im e R T - P C R

b y t h i s t y p e o f s a m p l e . P r o c e s s e d s a m p l e s o f b o t h d i s s e c t e d a n d w h o l e o y s t e r s w e r e

i n h ib it o r y t o r e a lt i m e R T - P C R d e t e c t i o n ,
a s C t v a l u e s a n d p e r c e n t r e c o v e r i e s w e r e l o w e s t

i n s a m p l e s d i l u t e d t h e l e a s t ( 10 - f o l d ) a n d h i g h e s t i n s a m p l e s d i lu t e d t h e m o s t ( 1 00 0 - f o l d ) .

T a b l e 4 . 4 . 1 . I n h i b i t i o n f r o m c o m p l e x f o o d e l u a t e s t o t h e d e t e c t i o n o f H A V i n

r e a l t i m e R T - P C R

S a m p le
T o t a l

F o o d (g )
A s s a y e d in 1

r e a c t io n

R e a l t i m e R T - P C R a n a ly s i s

D i l u t i o n C t v a l u e % r e c o v e r y

S t r a w b e r r y

T o m a t o

S a u c e

D is s e c t e d

O y s t e r
*

W h o l e
O y s t e r

1 5

15

1 6

1 7

0 2 6

0 0 2 6

0 0 0 2 6

0 2 6

0 0 2 6

0 0 0 2 6

0 2 8

0 . 0 2 8

0 0 0 2 8

0 3

0 0 3

0 0 0 3

1 :1 0
1 : 1 00
1 : 1 0 0 0

1 : 1 0

1 : 1 0 0

1 : 1 0 0 0

1 : 1 0
1 : 1 0 0

1 : 10 0 0

1 : 1 0

1 : 1 0 0

1 :1 0 0 0

3 0 4 9

3 0 4 6

3 0 5 8

3 0 6

2 9 8 9

2 9 6 2

4 1 1

3 4 6 2

3 0 15

3 3 7 7

3 1 3 4

3 0 5 4

2 0 3 %
2 0 7 %
1 9 2 %

1 8 9 %
2 9 8 %
3 5 4 %

0 %
14 %
2 5 3 %

2 5 %

1 1 8 %
1 9 6 %

- 4
,
0 0 0 (3 6 Io g 10 ) P F U H A V a d d e d to s a m p le ; t he r e fo r e

,

i f o n e a s s u m e s 10 0% re c o v e ry , t h e t he o r e t i c a l
a m o u n t o f HA V p re s e n t i n 5 |j l o f s a m p le t a k e n f o r R T - P C R is : ( (3 6 l o g 10 / 0 02 m l) x (0 0 0 5 m l) = 10 0 0
PF U ; p e r c e n t r e c o v e ry

= P F U r e c o v e r e d / 10 0 0 P F U (10 0 )

E a c h o f t h e f o o d s a m p l e s i n t h e e x p e r im e n t s d e s c r i b e d a b o v e a r e 1 5 - t o 1 7 -

g r a m s u b -

s a m p l e o f l a r g e r p r e - h o m o g e n i z e d s a mp l e p o o l s
,
s u c h a s a h o m o g e n iz e d j a r o f t o m a t o
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s a u c e
,
o r a h o m o g e n i z e d b o x o f f r o z e n s t r a w b e r r i e s . F u r t h e r m o r e , t h e n e e d f o r s a m p l e

d i l u t io n t o o v e r c o m e r e m a i n i n g R T - P C R i n h i b it i o n f r o m t h e s a m p l e r e d u c e s t h e

s e n s it i v i t y o f t h e m e t h o d a n d d e c r e a s e s t h e s a m p l e s i z e t h a t c a n b e a n a l y z e d .

O y s t e r s a m p l e s w e r e t h e m o s t in h i b i t o r t t o H A V R N A de t e c t i o n b y r e a l t i m e R T - P C R
,

w i t h o n l y 2 5 p e r c e n t o f t h e H A V R N A i n o c u lu m d e t e c t a b l e a t t h e 1 : 1 0 d i lu t i o n i n w h o l e

o y st e r s a m p l e s . A t t h e 1 : 1 0 0 s a m p l e d il u t i o n o v e r 1 0 0% o f t h e i n it i a l H A V R N A

i n o c u lu m w a s d e t e c t a b l e . D i s s e c t e d o y s t e r s r e q u i r e d 10 - f o l d g r e a t e r d i l u t i o n t h a n w h o l e

o y s t e r s t o g i v e r e l a t i v e l y i n h i b i t i o n - f r e e d e t e c t i o n o f H A V R N A . I t i s p r e s u m e d t h a t

d i s s e c t e d o y s t e r s p r o v i de a l a r g e r e f f e c t i v e s a m p l e s i z e b e c a u s e m o s t v ir u s e s a c c u m u l a t e

i n t h i s t i s s u e a s c o m p a r e d t o o t h e r s h e l l fi s h t i s s u e s . A lt h o u g h o n e d i s s e c t e d o y s t e r

w e i g h s a b o u t o n e t e n t h a s m u c h a s a w h o le o y s t e r , w h e n c o m p a r i n g e q u a l w e i g h t s o f

d i s s e c t e d a n d w h o l e o y s t e r s t h e r e i s l e s s i n h i b i t i o n w i t h w h o l e o y s t e r s . T h i s o b s e r v a t i o n

s u g g e s t s t h a t t h e l e v e l s o f i n h ib i t o r y m a t e r i a ls a r e h ig h in t h e d i g e s t i v e g l a n d t i s s u e s ,

c o m p a r e d t o t h e l e v e l s i n o t h e r t i s s u e s o f t h e o y s t e r . I n t e r e s t i n g l y , t h e P E G p e l l e t f r o m a

w h o le o y s t e r s a m p l e i s t w i c e a s s m a l l a s t h e P E G p e l l e t f r o m a c o m p a r a b l e d i s s e c t e d

o y s t e r s am p l e T h e r e a s o n s f o r t h i s a r e u n c e r t a in b u t it i s p o s s i b l e t h a t w h o l e o y st e r s ,

c o n t a in in g m o r e m u s c l e t i s s u e , r e s u l t e d i n p e l l e d s o l id s t h a t a r e e a s i e r t o r e m o v e d u r i n g

c l a r i fi c a t i o n s t e p s (F i g u r e 2 8 , s t e p 4 ) t h a n t h e s o l i d s f r o m t h e d i g e s t iv e t i s s u e

F u r t h e r w o r k t o r e m o v e o r o v e r c o m e f o o d - b a s e d i n h i b i t o r s e x a m i n e d t h e a b i l it y o f a

G u SC N l y s i s b u f f e r , (w h o s e r e c ip e i s l i s t e d i n m e t h o d s a n d m a t e r i a l s ) t o d i g e s t v a r io u s

f o o d s . W e i gh e d f o o d s a mp l e s ,
s p e c i fi c a l l y o y s t e r s t o m a c h s

,
t o m a t o s l i c e s , g r o u n d b e e f

.
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s t r a w b e r r ie s
,
a n d w h e a t c r a c k e r s

,
w e r e p l a c e d i n 1 :2 , 1 : 1 , o r 2 : 1 v o l u m e r a t i o s o f G u SC N

l y s i s b u f f e r a n d o b s e r v e d a ft e r 1 5 m i n u t e s
,
3 0 m i n u t e s

,
6 0 m i n u t e s a n d o v e rn i g h t . A s

i n d i c a t e d b y t h e o b s e r v a t i o n r e c o r d e d in T a b l e 4 . 4 . 9 ,
G u SC N w a s e f f e c t iv e a t d i g e s t i n g

f a t s
,
s u g a r s ,

a n d t o s o m e e x t e n t p r o t e in s f r o m f o o d s . H i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f G u SC N

r e s u lt e d i n f a s t e r d i g e s t i o n o f f o o d s . B l e n d e d s t r a w b e r r i e s w e r e c o m p l e t e l y

d i s s o l v e d / d i g e s t e d ,
w h i l e t o m a t o s l i c e s

, g r o u n d b e e f a n d o y s t e r s t o m a c h s w e r e p a r t i a l ly

t o h a l f d i s s o l v e d /d i g e s t e d a ft e r 2 4 h o u r s I n t e r e s t i n g ly ,
st r a w b e r r y s e e d s a n d p l a n t

l i g n e o u s t i s s u e w e r e n o t d i g e s t e d b y G u SC N ly s i s b u f f e r e v e n a f t e r 2 4 h o u r s . W h e a t

c r a c k e r s s e e m e d u n a f f e c t e d b y G u SC N
, p r o b a b l y b e c a u s e t h e s a m p le m a t r i x w a s l o w i n

m o i s t u r e c o n t e n t s o t h a t t h e d i g e s t i o n p r o c e s s e s c o u l d n o t p r o c e e d . G u SC N d i d n o t

d i s s o lv e / d i g e s t d i s s e c t e d o y s t e r s t o m a c h s a s r a p i d l y a s o t h e r i n v e s t i g a t o r s r e p o r t o y s t e r

s t o m a c h d i g e s t i o n w i t h 8 c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e p r o t e a s e s (L e g e a y , C a u d r e l ie r e t a l

2 0 00 ) .

U l t i m a t e l y ,
d i r e c t G u SC N d i g e s t i o n o f f o o d s d i d n o t a p p e a r t o b e a n a c c e p t a b l e

r e p l a c e m e n t o f a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n o r e l u t i o n a s m e a n s t o r e c o v e r v i r u s e s f r o m

i n t e r n a l ly c o n t a m i n a t e d f o o d s b e c a u s e t h e l y s i s b u f f e r c a n n o t c o m p l e t e l y d i g e s t m a n y o f

t h e s a m p l e s o f i n t e r e s t . H o w e v e r
, s o m e i n v e s t i g a t o r s h a v e u s e d G u SC N w a s h e s t o

r e c o v e r H A V a n d n o r o v i r u s e s f r o m s u r f a c e c o n t a m i n a t e d f o o d s l i k e l u n c h m e a t s

(S c h w a b e t a l .

,
2 0 0 0 ) . I n t h a t s t u d y ,

G u SC N w a s h e s w e r e p r e f e r a b l e t o s u r f a c e e l u t i o n o f

v i r u s e s w i t h p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e (S c h w a b e t a l . , 2 0 0 0 ) . I n t h e c u r r e n t s t u d y , t h e

p r e f e r r e d a p p r o a c h t o v i r u s r e c o v e r y f r o m i n t a c t f o o d s w a s t o w a s h w i t h a n e l u t io n

m e d i u m t h a t r e c o v e r s v i r i o n s a n d t h e n p u r ify a n d c o n c e n t r a t e t h e r e c o v e r e d v ir i o n s i n t h e

e l u a t e f o r s u b s e q u e n t R N A e x t r a c t io n a n d R T - P C R de t e c t i o n .
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T a b l e 4
.
4 . 2 D i g e s t i o n o f f o o d s w i t h G u SC N ly s i s b u f f e r : a q u a l i t a t iv e a n a ly s i s

S a m p le M a s s

( g r a m s o r u l )

R a t i o o f s a m p l e t o

G u S N C ly s is b u f f e r

(m a s s / v o l u m e )

D ig e s t i o n o f s a m p l e a t t i m e i n t e r v a l s

1 5 m i n 3 0 m i n 6 0 m i n o v e r n i g h t

O y s t e r s t o m a c h

T o m a t o s l ic e s

G r o u n d B e e f

S t r a w b e r ry s a u c e

W h e a t c r a c k e r s

0 2 1 g
0 2 3 g
0 2 8 g

0 2 5 g
0 2 2 g
0 2 3 g

0 2 1 g
0 2 g
0 1 9 g

4 0 u l

4 0 u l

4 0 u l

0 0 9 g
0 0 7 5 g

0 0 8 7 g

2 : 1

1 : 1

1 :2

2 : 1

1 : 1

1 : 2

2 : 1

1 : 1

1 :2

2 :1

1 :1

1 : 2

2 :1

1 : 1

1 : 2

n o e f fe c t — -

c o n t e n t s i n c r e a s i n g ly d ig e s t e d -

c o n t e n t s in c r e a s i n g ly d ig e s te d -

n o e f fe c t -

n o e f fe c t

pa r ti a l ly d ig e s te d

n o e f fe c t -

n o e f fe c t -

>

> p a rt i a l ly d i s s o lv e d

p a rt i a l ly d i s s o lv e d

pa rt i a l ly d i s s o lv e d -

- >

- >

- >

V i s c o u s

r u n n y

L iq u id w i t h s e e d s p r e s e n t-

S to m a c h c o n t e n t s i n ta c t

pa rt ia l ly d ig e s te d

5 0 % s t i l l i n t a c t

L iq u id w it h s e e d s p r e s e n t

N o e f fe c t ; C r a c l < e r s a b s o r b e d th e ly s i s b u f fe r

N o e f fe c t ; C r a c k e r s a bs o r be d t h e ly s i s b u ffe r

N o e f fe c t ; C r a c k e r s a b s o r b e d t h e ly s i s b u f fe r
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T o f u r t h e r e x a m i n e t h e e f f e c t s o f s a m p l e i n h i b i t i o n o n d e t e c t i o n o f H A V f r o m RN A

e x t r a c t e d f o o d s ,
t h e r e c o v e r y o f H A V w a s s t u d ie d b y s p i k in g a r a n g e o f H A V le v e l s

(1 x 1 0
^
P F U t o I x l O

^
P F U ) i n t o f o o d s a t s t e p 13 o f t h e m e t h o d i n F i g u r e 4 . 4 . 5 . T h i s i s t h e

p o i n t i n t h e p r o c e d u r e w h e r e v i r u s e s h a v e b e e n e l u t e d f r o m t h e f o o d s o l i d s a n d a r e t h e n

g o i n g t o b e p r e c i p it a t e d w it h P E G . A ft e r P E G p r e c ip it a t io n , R N A e x t r a c t i o n a n d

c o n c e n t r a t i o n a n d i s o p r o p a n o l p r e c ip i t a t i o n , t h e r e s u lt i n g H A V R N A w a s s e r i a l t e n f o l d

d i l u t e d i n m o l e c u l a r g r a d e w a t e r a n d a s s a y e d b y r e a l t im e R T - P C R . U n d i l u t e d s a m p l e s

f r o m t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r i e s w e r e n o t a s s a y e d ,
b e c a u s e e n z y m a t i c i n h i b i t o r s

g r e a t l y r e d u c e d d e t e c t a b l it y o f H A V n u c l e i c a c i d s . T h e r e s u l t s i n T a b l e 4 . 4 . 10 s h o w t h a t

a l l t o m a t o s a u c e a n d b le n d e d s t r a w b e r r y s a m p l e s i n o c u l a t e d w it h > 1 x 1 0 P F U H A V a r e

d e t e c t e d by r e a l t i m e R T - P C R . W it h a 1 x 1 0
' '
P F U i n o c u l u m

,
R N A e x t r a c t e d s t r a w b e r r y

s a m p l e s d i l u t e d a s m u c h a s 1 : 1 0 0 0 i n d e i o n i z e d w a t e r a r e d e t e c t e d b y r e a l t im e R T - P C R .

T h e l o w e s t d e t e c t a b le d i l u t io n g i v i n g p o s i t i v e R T - P C R s i g n a l s f o r t o m a t o s a u c e w a s a

1 : 10 d i l u t i o n in d e i o n i z e d w a t e r . M o r e r e p l i c a t e s s h o u l d b e p e r f o r m e d t o b e t t e r

c h a r a c t e r i z e t h e d i f f e r e n c e s in r e c o v e r y b e t w e e n t o m a t o s a u c e a n d b l e n d e d s t r a w b e r r i e s .

I n g e n e r a l
,
w h e n t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r y s a m p l e s a r e e x t e n s i v e l y c o n c e n t r a t e d b y

P E G p r e c ip i t a t i o n ,
4 m l R N A e x t r a c t i o n

,
a n d i s o p r o p a n o l n u c l e i c a c i d p r e c i p it a t i o n

,
t h e

l a r g e i n p u t s o f H A V a r e e it h e r l o s t d u r i n g p r o c e s s i n g s t e p s o r e x c e s s iv e c o n c e n t r a t i o n

i n h i bi t s a c c u r a t e s am p le d e t e c t i o n a n d q u a n t i fi c a t i o n .
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T a b l e 4 . 4 . 3 R e c o v e r y a n d d e t e c t i o n o f H A V f r o m s t r a w b e r r y s a u c e e l u a t e s u s i n g
r e a l t i m e R T - P C R

S a m p l e

F o o d (g r a m s )

A s s a y e d
T o t a l i n 1

r e a c t i o n

V i r u s

in p u t

P F U H A V D i l u t i o n

R e a l t i m e R T - PC R a n a ly s i s

T h e o r e t i c a l

P F U a s s a y e d
C t v a lu e % R e c o v e r e d

S t r a w b e r r y
S a u c e

S t r a w b e r r y
S a u c e

S t r a w b e r r y
S a u c e

1 5

1 5

1 5

0 2 6

0 0 2 6

0 0 0 2 6

0 2 6
0 0 2 6

0 0 0 2 6

2 6
0 2 6

1 x 1 0
=

1 x l O
^

1 x 10
^

1 : 1 0

1 :1 0 0

1 : 1 0 0 0

1 : 1 0

1 : 1 0 0

1 : 1 0 0 0

U n d i l u t e

1 : 1 0

2 , 5 0 0

2 5 0

2 5

2 50
2 5

2 5

2 5 0

2 5

3 2 6 7

3 5 2 3

3 7 8 3

3 5 4 8
3 9 0 2

3 9 5 5

N D
N D

2 0 %
3 9 %

7 2 %

3 3%
3 6 %
2 5 0 %

« 1 0 P F U
' '

« 1 0 P F U
* *

[( a c t u a l P F U r e c o v e r e d / t h e o r e t ic a l P F U p r e s e n t)
*

10 0 = t he % re c o v e r e d ]
* * « 1 0 P F U B a s e d o n t h e la s t d e te c t a b le d i lu t i o n o f t he r e a lt im e R T - PC R

,
t h e th e o r e t i c a l l im it o f d e t e c t i o n

w a s 4 0 0 P F Us o f i n it i a l i n o c u l u m

N D = N o t D e te c t e d

T a b l e 4 . 4 . 4 R e c o v e r y a n d d e t e c t i o n o f H A V f r o m t o m a t o s a u c e e l u a t e s u s i n g
r e a l t i m e R T - P C R

S a m p le
T o

t a l

F o o d (g )

A s s a y e d

i n 1

r e a c t io n

V i r u s

i n p u t

P F U

HA V
D i l u t io n

T h e o r e t i c a l

P F U

a s s a y e d

R e a l t im e RT - P C R a n a ly s i s

C t v a l u e % R e c o v e r e d

T o m a t o

S a u c e

T o m a t o

S a u c e

T o m a t o

S a u c e

1 5

1 5

1 5

0 2 6

0 0 2 6

0 0 0 2 6

0 2 6

0 . 0 2 6
0 0 0 2 6

2 6

0 2 6

1 x 1 0
="

1 x 1 0
"

1 x l O
^

1 : 1 0

1 :1 0 0

1 : 1 0 0 0

1 : 1 0

1 : 1 0 0

1 : 1 0 0 0

U n d i l u t e d
1 : 1 0

2
, 5 0 0

2 5 0

2 5

2 5 0
2 5

2 5

2 5 0
2 5

3 3 4 4

3 7 1

4 1 04
* *

3 9 0 7

N D

N D

N D

N D

1 2 %
12 %

« 10 P F U
*

3 %
« 10 P F U

« 1 0 P F U

« 1 0 P F U

« 1 0 P F U

[(a c t u a l P F U r e c o v e r e d / t h e o r e t ic a l P F U p re s e n t )
* 10 0 - th e % re c o v e r e d ]

* *

t h i s s a m p le w a s a s s ig n e d a C t v a lu e b y e x t r a p o la t in g o f a f i tt e d l in e ,
b u t C t v a lu e s > 4 0

g e n e r a l ly n o t u s e d i n r e a lt im e R T - P C R
* " « 10 P F U B a s e d o n t he la s t d e te c t a b l e d i l u t i o n o f t h e r e a lt im e RT - P C R

,
th e t he o r e t i c a l lim it o f

d e te c t i o n w a s 4 0 0 PF U s o f i n it i a l i n o c u l u m

N D = N o t D e te c te d
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T h e r e s u lt s i n T a b l e 4 . 4 . 8 a b o v e i n d i c a t e d t h a t s t r a w b e r r y s a u c e a n d t o m a t o s a u c e w e r e

c o m p a t i b l e w i t h d e t e c t i o n b y r e a l t i m e R T - P C R d i l u t i o n s o f t h e fi n a l R N A
,
r a n g i n g f r o m

1 : 1 0 f o r st r a w b e r r y s a u c e t o 1 : 1 0 0 0 f o r d i s s e c t e d o y s t e r t i s s u e . T h e r e s u lt s i n T a b l e s

4 . 4 . 10 a n d 4 . 4 . 1 1 i n d i c a t e d l o w v i r u s r e c o v e r y e f f i c i e n c y e v e n h i g h H A V i n p u t l e v e l s . A

s i m i l a r r e c o v e r y e x p e r i m e n t w a s p e r f o r m e d o n d i s s e c t e d o y s t e r s w i t h H A V i n p u t s o f 1 x

10
^

a n d 1 X 10
" ^
P F U w i t h n o p o s i t iv e s i g n a l s d e t e c t e d b y r e a l t i m e R T - P C R . W h i l e

t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r y s a u c e c a n b e s u c c e s s f u l l y p r o c e s s e d a n d a s s a y e d f o r H A V

by a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n a n d r e a lt i m e R T - P C R w h e n c o n t a m i n a t i o n l e v e l s a r e h i g h a n d

s a m p l e e x t r a c t s a r e d i lu t e d
,
d i s s e c t e d o y s t e r s a n d w h o l e o y st e r s a p p a r e n t l y a r e m o r e

d i f fi c u l t m a t r i c e s f r o m w h i c h t o r e c o v e r v i r u s a n d r e d u c e R T - P C R i n h i b it o r s , a s n o

v i r u s e s w e r e d e t e c t a b l e b y t h e s a m e p r o c e s s i n g a n d a s s a y m e t h o d s .

4 . 4 . 4 C h a r a c t e r i z i n g f o o d - b a s e d i n h i b i t o r s b y n e s t e d R T - P C R
,
r e a l t im e R T - P C R

,

a n d s p e c t r o p h o t o m e t r y

T h e r e s u lt s f o r H A V R N A d e t e c t i o n b y r e a l t i m e P C R o f s t r a w b e r r y a n d t o m a t o s a u c e

s a m p l e s p r o c e s s e d by a d s o r p t i o n - e lu t i o n - P E G p r e c i p i t a t i o n a n d R N A e x t r a c t i o n i n d i c a t e d

r e m a in i n g i n h i b i t o r s a n d r e l a t i v e l y p o o r v i r u s d e t e c t i o n o r r e c o v e r y f o r t o m a t o s a u c e .

T h e r e f o r e
,
e x p e r im e n t s w e r e d o n e t o d e t e r m i n e i f l o w e r d e t e c t i o n l e v e l s o f i n p u t v i r u s

c o u l d b e a c h i e v e d u s i n g n e s t e d R T - P C R
,
w h i c h p o t e n t i a l ly i s l e s s a f f e c t e d b y i n h i b i t o r s .

B o t h a l k a l i n e a m i n o a c i d e l u t i o n a n d a c i d- a d s o r p t i o n e l u t i o n h a v e be e n p r e v i o u s l y s h o w n

t o b e e f f e c t iv e f o r r e c o v e r in g v ir u s e s f r o m v a r i o u s f o o d s a m p l e s . H o w e v e r
,
f o l l o w i n g

s e v e r a l c o n c e n t r a t i o n a n d p u r i f i c a t i o n s t e p s ,
i t w a s s h o w n i n t h i s s t u d y t h a t d e t e c t i o n o f

l o w - l e v e l s o f v i r u s e s i n e l u a t e s f r o m c o m p l e x f o o d s a m p l e s u s i n g c o n v e n t i o n a l R T - P CR
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w a s i n h i b it e d , e v e n f o l l o w i n g P E G , fl u o r o c a r b o n e x t r a c t i o n , a n d / o r R N A c h e m i c a l

e x t r a c t i o n s t e p s . T o u n d e r st a n d w he r e t h e i n h i b it i o n p r o b le m s o c c u r r e d in t h e s e s t e p s

a n d t o im p r o v e v ir u s r e c o v e r y p e r s t e p ,
s e v e r a l e x p e r im e n t s w e r e p e r f o r m e d in w h i c h

H A V w a s a d d e d t o s am p l e s (s u c h a s i n t h e e x p e r im e n t s s h o w n i n T a b l e 4
.
4

. 8 ) t a k e n f r o m

d i f f e r e n t s t a g e s i n t h e o v e r a l l p r o t o c o l . S a m p l e s w e r e p r o c e s s e d b y r e a lt i m e R T - P C R a n d

n e s t e d R T - P C R t o c o m p a r e t h e t w o R N A d e t e c t i o n m e t h o d s . O t h e r s a m p l e s w e r e

a n a l y z e d b y v i s i b l e sp e c t r o p h o t o m e t r y a t 2 3 0 n m t o d e t e r m i n e t h e l e v e l s o f p la n t - b a s e d

in h i b i t o r s
,
b a s e d o n t h e a b s o r b a n c e o f p o l y s a c c h a r i d e s .

F r o m r e s u lt s in t h e p r e v i o u s s e c t i o n
,
i t w a s h y p o t h e s iz e d t h a t r e a l t i m e R T - P C R m a y b e

m o r e s e n s i t i v e t o f o o d - b a s e d i n h i b it o r s t h a n o t h e r m o le c u l a r m e t h o d s
,
s u c h a s n e s t e d o r

c o n v e n t i o n a l R T - P C R . R e a l t i m e R T - P C R m a y a l s o be b e t t e r s u i t e d t o q u a n t i t a t i v e l y

e x a m in e t h e e f f e c t s o f f o o d - b a s e d i n h i b i t i o n
,
b e c a u s e t h e a s s a y u s e s a s a m e a s u r e t h e

e x p o n e n t i a l r a t e o f a m p l i fi c a t i o n o f P C R p r o d u c t , r a t h e r t h a n m e a s u r i n g t h e fi n a l q u a n t i t y

o f p r o d u c t a m p l i fi e d— a s i n c o n v e n t i o n a l P C R . H o w e v e r
,
t h e r e a l t i m e R T - P C R m e t h o d

a p p e a r s t o b e q u it e s e n s i t iv e t o R T - P C R i n h ib i t o r s r e m a i n i n g i n p r o c e s s e d s a m p l e s ,

t h e r e b y l im it i n g t h e a b i l it y t o d e t e c t s m a l l q u a n t it i e s o f v i r a l R N A i n l a r g e q u a n t it i e s o f

f o o d .

T o b e t t e r u n d e r s t a n d f o o d - b a s e d i n h i b i t i o n o n v i r u s de t e c t i o n u s i n g a n a c i d - a d s o r p t i o n

e l u t i o n m e t h o d (F i g u r e 4 . 4 . 6
,
s h o r t f o r m a n d F i g u r e 4 . 4 . 7 ) ,

a s i n g l e t r i a l e x p e r im e n t w a s

d e v i s e d w h e r e R N A e x t r a c t s o f f o o d t h a t c o n t a in e d n o a d d e d v i r u s e s w e r e in o c u l a t e d

w i t h k n o w n a m o u n t s o f H A V RN A a ft e r s t e p 18 o f t h e m e t h o d i n F i g u r e 4 . 4 . 7 . T o

q u a n t i fy t h e e f f e c t o f s a m p l e d i l u t i o n o n H A V R N A d e t e c t i o n , 2 0 0 P F U o f H A V R N A
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w a s in o c u l a t e d i n u n d i l u t e d a n d s e r ia l t e n f o l d d il u t i o n s o f t o m a t o s a u c e a n d b l e n d e d

s t r a w b e r r i e s . T o q u a n t i f y s a m p l e i n h i b i t i o n o f a d e c r e a s i n g a m o u n t o f H A V R N A w i t h

i n c r e a s i n g s a m p l e d i l u t i o n
,
H A V R N A w a s a d d e d t o f o o d s a m p l e s a n d t h e w h o le R N A

e x t r a c t o f t h e s a m p l e c o n c e n t r a t e w a s s e r i a l t e n f o l d d i l u t e d a n d a n a l y z e d b y R T - PC R .

F i g u r e 4 . 4 . 2 O v e r v i e w o f s h o r t a n d l o n g a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d s

S h o r t f o r m

(p r o p o s e d f o r u s e w i t h p r o d u c e )

H o m o g e n i z e f o o d i n b l e n d e r

i
A c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n &

F l u o r o c a r b o n e x t r a c t i o n

i
C o n c e n t r a t e w i t h P E G

i
R e s u sp e n d i n s m a l l v o l u m e &

f l u o r o c a r b o n e x t r a c t

i
A s s a y

L o n g f o r m

(p r e v i o u s ly u s e d f o r o y s t e r s ; M u l l e n d o r e

e t a l ,
2 0 0 1)

H o m o g e n i z e f o o d in b l e n d e r

i
A c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n

i
C o n c e n t r a t e w i t h P E G

i
R e s u s p e n d i n m e d i u m v o l u m e &

f l u o r o c a r b o n e x t r a c t

i
C o n c e n t r a t e w i t h 2 n d P E G

i
R e s u s p e n d i n s m a l l v o l .

i
A s s a y
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F i g u r e 4 . 4 . 3 S h o r t a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d t o r e c o v e r H A V f r o m p r o d u c e

1 A d d 7 v o l u m e s (v o l : v o l ) w a t e r to t o m a t o

s a u c e a n d s t r a w be r ry s a m p le (3 0 g r a m s )

2 H o m o g e n iz e In Wa r i n g B le n d e r o n h ig h fo r

2 m in P o u r i n t o 2 50 m L c e n t r if u ge bo t tl e

3 A d j u s t p H to 4 8 - 5 0

4 S h a k e (h o r i z o n t a l ly ) a t 10 0 R PM fo r 15 m in

5 C e n tr i f u g e a t 2 0 00 x g f o r 2 0 m in ; D is c a r d

w a te r s u pe r n a t a n t

6 R e s u s pe n d pe l l e t In 7 v o l (v o l : v o l ) 0 0 5 IVI

g ly c i n e / 0 14 IVI N a C I (p H 7 5) o r 0 7 5 IVI

g ly c i n e /0 14 M N a C I (p H 7 5 )

7 A d d 0 5 v o l ( v o l : v o l) C h lo r o f o rm a n d s h a k e
2 m in

8 C e n t r if u g e a t 50 0 0 x g f o r 3 0 m in ;
a r e c o v e r s u pe r n a t a n t ( e l u a t e # 1)

9 R e s u s p e n d i n t e r f a c e in 5 0 m L o f 0 5 M

t h r e o n i n e / 0 14 M N a C I (p H 7 5 )

10 Sh a k e 2 m in
,
c e n t r if u g e a t 4 6 57 x g fo r 2 0

m in u te s ; r e c o v e r s u pe r n a t a n t (e lu a t e # 2 )

1 1 C o m b in e e l u a t e # 1 a n d e l u a t e # 2

12 A d d 8 % P E G a n d 0 3 M N a C I: s t i r to

s o l u t i o n ; s t o r e o v e r n ig h t 4
° C

13 C e n t r if u ge 6
,
0 0 0x g fo r 3 0 m in u t e s

14 R e s u s p e n d pe ll e t i n 3
- 5 m L P BS (p H 7 5 )

15 A d d 0 5 v o l C h lo r o fo r m ; v o r t e x ; c e n t r if u ge

a t 3 0 0 0 x g f o r 15 m in

16 R e c o v e r s u pe r n a t a n t; o ff- g a s i n p e t r i d i s h

17 S pl it t he s a m p le : 1 m l fo r i n f e c ti v it y ;
a t h e r e s t fo r m o le c u la r d e te c t i o n

18 R NA e x tr a c t w ho l e s a m ple (3 - 5 m l)
u s i n g Q Ia g e n 4 m l M id i c o l u m n

1 9 Is o p r o p a n o l p r e c ip i t a t e R NA e x tr a c t s w it h

N H4 O A C ; R e s u s p e n d i n 1 0 u l T E (p H 8 0 )

2 0 A s s a y 2 5 u l R N A b y q R T - PC R a n d n e s t e d

RT - PC R

T a b l e 4 . 4 . 1 2 s h o w s t h e i n h i b i t i o n o f H A V R N A d e t e c t i o n s t i l l p r e s e n t i n a r e a l t im e R T -

P C R r e a c t i o n
, a s a f u n c t i o n o f t h e g r a m s o f f o o d i n t h a t r e a c t i o n .

A p o s i t i v e c o n t r o l

c o n s i st i n g o f 2 0 0 P F U o f H A V i n d e i o n i z e d w a t e r w a s d e t e c t e d a s 2 32 P F U b y s t a n d a r d

c u r v e a n a l y s i s , g i v i n g 1 16 % r e c o v e r e d . A p o s it i v e c o n t r o l t i t r a t i o n (2 0 P F U ,
2 P F U , e t c . )

i n d e i o n i z e d w a t e r w o u l d l ik e l y g i v e s i m i l a r r e s u lt s a s f o r 2 0 0 P F U , b a s e d o n t h e h i g h

r e a c t i o n e f fi c i e n c i e s c a l c u l a t e d f o r r e a l t i m e R T - P C R s t a n d a r d c u r v e s s h o w n p r e v i o u s l y

(T a b l e 4 . 3 . 1) . W i t h t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r y m o c k s a m p l e s , % p e r c e n t r e c o v e r y

i n c r e a s e s a s t h e s a m p l e b e c o m e s m o r e d i l u t e
,
a n d a s t h e v i r u s i s d i l u t e d i n p a r a l l e l w it h

s a m p l e d i l u t i o n s . I n b o t h f o o ds a s u n d i l u t e d s a m p l e s (7 . 5 g r a m s o f f o o d p e r r e a c t i o n ) ,

c o n s i d e r a b l e i n h i b i t i o n o f H A V R N A d e t e c t i o n b y r e a l t i m e R T - PC R
,
w i t h 1% r e c o v e r y

o f H A V f r o m t o m a t o s a u c e m o c k s a m p l e s , a n d 8 % r e c o v e r y i n s t r a w b e r r y s a u c e . W i t h
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t h e 1 : 10 d i l u t i o n ( 0 . 7 5 g r a m s o f f o o d p e r r e a c t i o n ) s o m e i n h ib it i o n o f H A V R N A

d e t e c t i o n b y r e a l t i m e R T - P C R w a s p r e s e n t i n t o m a t o s a m p l e s ,
a lt h o u g h t h e r e w a s 5 6 a n d

7 1% r e c o v e r y . I n b l e n de d s t r a w b e r r y s a m p l e s i n h i b it i o n o f H A V R N A d e t e c t i o n b y

r e a lt im e R T - P C R w a s m i n i m a l i n t h e r e a c t i o n s
,
w it h 8 7 % a n d 1 13 % r e c o v e r y .

T a b l e 4 . 4 . 5 R e a l t i m e R T - P C R d e t e c t i o n o f h e p a t i t i s A v i r u s i n f o o d s b y s h o r t a c i d -

a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d

S a m p le F o o d

T o t a l 1 R T - P C R

r e a c t i o n D i l u t i o n

q
- R T - P C R

P F U In p u t
*

o f H A V C t v a lu e % r e c o v e r y

T o m a t o S a u c e 3 0 g 7 5 g

0 7 5 g

0 0 7 5 g

7 . 5 9

0 7 5 g

0 . 0 7 5 9

S t r a w b e r r y 3 0 g 7 5 g

0 7 5 g
0 0 7 5 9

7 5 g
0 7 5 g

0 0 7 5 g

U n d l i l u t e

1 : 1 0

1 :1 0 0

U n d l i l u t e

1 : 1 0

1 : 1 0 0

U n d l i l u t e

1 : 1 0

1 : 1 0 0

U n d l i l u t e

1 : 10

1 : 10 0

P o s i t i v e C o n t r o l

2 0 0

2 0 0

2 0 0

2 0 0

2 0

2

2 0 0

2 0 0

2 0 0

2 0 0

2 0

2

2 0 0

3 7 5 7

3 2 3 3

3 1 6

1 %

5 6 %

9 7 %

3 7 5 7 1 %

3 5 0 8 7 1 %

3 8 . 8 3 4 2 %

3 4 9 5

3 1 4

3 0 7 5

3 4 9 5

3 4 8

3 7 34

3 1 3 6

8 %

1 1 3 %

1 8 4 %

8 %

8 7 %

12 9%

1 1 6 %
*

H A V R N A w a s s p ik e d i n t o 10 u l o f m o c k f o o d s
,
o r i n t o 10 - fo ld d i l u ti o n s o f m o c k f o o d s - a t f i n a l s te p

o f m e t h o d (F ig u r e 4 3 6
,
s t e p 19 )

T h e r e s u lt s f r o m T a b l e 4 . 4 .
1 2 a r e s h o w n g r a p h i c a l l y i n F i g u r e 4 . 4 . 8 . T h i s g r a p h

r e p r e s e n t s p a r t o f T a b l e 4 . 4 . 12
,
w i t h d e c l i n in g v i r u s i n p u t ( 2 00 ,

2 0 a n d 2 P F U ) w it h

g r e a t e r d i l u t i o n (u n d i l u t e
,
1 : 1 0

,
1 : 0 0 d i lu t i o n s ) . T h e g r a p h p r e s e n t t h e e q u i v a l e n t P F U o f

H A V R N A d e t e c t e d i n r e a l t i m e R T - P C R r e a c t i o n s a s a f u n c t i o n o f s a m p l e d i l u t i o n . T h e

p o s it i v e c o n t r o l g iv e s t he de s i r e d q u a n t i t a t i v e r e l a t i o n s h i p o f d e c r e a s i n g H A V R N A

d e t e c t i o n i n a d i lu t i o n s e r i e s , a n d h a s a s t r a i g h t l in e w i t h a n e g a t i v e s l o p e f o r a r e a c t i o n i n
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w h i c h n o R T - P C R i n h i b i t i o n i s p r e s e n t . U n d i l u t e d f o o d s a m p l e s (7 . 5 g r a m s o f f o o d p e r

r e a c t i o n ) ,
e s p e c i a l ly t o m a t o s a u c e

,
a r e g r e a t l y a f f e c t e d b y f o o d - b a s e d in h i b i t o r s t h a t

d e c r e a s e H A V R N A d e t e c t i o n T h e f o o d - b a s e d i n h i b i t o r s a r e l e s s p r o b l e m a t i c a s f o o d

s a m p l e s b e c o m e m o r e d i l u t e . T h e e f f e c t s o f s a m p le d i lu t i o n
,
n o t i n h ib it i o n

,
a r e s e e n i n

1 : 1 0 a n d 1 : 1 0 0 d i l u t e d f o o d s a m p l e s .

F i g u r e 4 . 4 . 4 E f f e c t o f s a m p l e d i l u t i o n o n d e t e c t i o n o f H A V R N A b y r e a l t i m e R T -

P C R

1 0 0 0 0

„ 10 0 0

t
0 )
(A
n
o

> 1 0 . 0

X
>^
o

I D

1 0

0 1

- ♦ — T o m a t o S a u c e

- B - S t r a w b e r r y

- i r - P o s t i v e C o n t r o l

u n d i lu t e 1 : 1 0 1 : 1 0 0

S a m p le d i l u t i o n

P a r a l l e l e x p e r i m e n t s o n t h e p o s s i b l e r o le o f f o o d - b a s e d i n h ib i t o r s a s d e t e r m in e d b y

a n a l y s i s o f s e r i a l l y 1 0 - f o l d d i l u t e d f o o d e x t r a c t s a m p l e s f o r H A V R N A d e t e c t i o n a l s o

w e r e d o n e u s i n g N e s t e d R T - P C R . N e s t e d R T - P C R s a m p l e s w e r e p r o c e s s e d a n d

a n a l y z e d w i t h t h e s a m e v i r u s s t o c k , t h e s a m e R N A e x t r a c t i o n
,
a n d t h e s a m e d i l u t i o n

s e r i e s a s r e a l t i m e R T - P C R s a m p l e s . A s a b o v e f o r t h e r e s u lt s o f r e a l t i m e R T - P C R , t h e
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e f f e c t s o f s a m p l e d i l u t i o n o n H A V R N A de t e c t i o n by n e s t e d R T - P C R w e r e s e e n w h e n

2 00 P F U o f H A V R N A w a s i n o c u l a t e d i n u n d i lu t e d a n d s e r i a l t e n f o l d d i l u t i o n s o f t o m a t o

s a u c e a n d st r a w b e r r y (F i g u r e s 4
.
4

. 9 a n d 4
.
4 . 1 0 b e l o w ) .

T o e x a m i n e p o s s i b l e i n h i b i t i o n

o f H A V R N A a m p l ifi c a t i o n o f n e s t e d R T - P C R w i t h v i r u s d i l u t i o n s
,
H A V R N A w a s

a d d e d t o u n d i l u t e d f o o d s a m p l e s a n d t h e w h o l e s a m p l e w a s s e r i a l t e n f o ld d i lu t e d t o t h e

e n d p o i n t o f v i r u s d e t e c t i o n . S a m p l e s a r e s h o w n b e l o w i n F i g u r e s 4 4 . 9 a n d 4 . 4 . 10 . O n ly

q u a l i t a t i v e o r s e m i - q u a n t i t a t iv e d a t a c a n b e o b t a i n e d f r o m e x am in a t i o n o f a m p l i c o n b a n d

i n t e n s i t y i n e l e c t r o p h o r e s e d a n d e t h i d i u m - br o m i d e s t a in e d a g a r o s e g e l s a m p l if i e d f r o m

s a m p l e s by t h e n e s t e d R T - PC R a s s a y . T h i s i s i n c o n t r a s t t o t h e m o r e q u a n t i t a t iv e n a t u r e

o f r e a l t im e R T - P C R in w h i c h t h e r a t e o f i n c r e a s e o f a c h e m i c a l fl u o r e s c e n t p r o b e i n t h e

a m p l i c o n s i s v i s u a l i z e d . T h e a m p l i c o n s i n 1 s t a n d 2 n d r o u n d (n e s t e d ) a m p l i fi c a t i o n o f

u n d i l u t e d f o o d s am p l e s (7 . 5 g r a m s o f f o o d p e r r e a c t i o n ) i n o c u l a t e d w it h H A V l o o k a s

i n t e n s e a s b a n d s f r o m 1 : 1 0 a n d 1 : 1 00 d i l u t i o n s (0 . 7 5 a n d 0 07 5 g r a m s o f f o o d p e r

r e a c t i o n , r e s p e c t iv e l y ) , s u g g e s t i n g l it t l e i n h i b i t i o n o f H A V R N A d e t e c t i o n . H o w e v e r , it i s

d i f fi c u lt t o e s t i m a t e t h e a m o u n t o f P C R p r o d u c t i n a n o b s e r v e d D N A b a n d . H o w e v e r
,

t h e r e a p p e a r s t o b e l i t t l e t o n o i n h i b i t i o n i n t h e u n d i l u t e d s a m p l e s t ha t w e r e p r o c e s s e d a n d

a n a l y z e d (7 . 5 g r a m s o f f o o d p e r r e a c t i o n ) . F r o m F i g u r e 4 4 . 9 i t a p p e a r s t h a t t h e t i t r a t i o n

o f H A V i n f o o d e x t r a c t s t o m a t o s a u c e s a m p l e s g a v e 1 l o g l e s s s e n s it i v i t y t o d e t e c t i o n

t h a n t h e t i t r a t i o n o f H A V i n w a t e r (F i g u r e 4 . 3 . 1) ,
a lt h o u g h o n e t r i a l i s n o t e n o u g h g i v e a n

a c c u r a t e i n t e r p r e t a t i o n . S t r a w b e r r y s a m p l e s i n o c u l a t e d w i t h P F U e q u iv a l e n t s o f H A V

R N A c o u l d b e d i l u t e d t o 0 . 0 0 2 P F U a s s h o w n i n F i g u r e 4 . 4 . 1 0
, b u t t h i s m u s t b e h u m a n

e r r o r b e c a u s e R T - P C R c a n n o t d e t e c t l e s s t h a n 1 p a r t i c l e ,
a n d a r a t i o o f 5 0 R T PC R u n i t s
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t o P F U w a s d e t e r m i n e d f o r n e s t e d R T - P C R i n w a t e r (F i g u r e 4 . 3 . 1) . I t i s m o r e l i k e l y t h a t ,

i f r e p e a t e d , t h e d e t e c t i o n l i m i t o f H A V R N A i n s t r a w b e r r i e s i s 0 . 0 2 P F U p e r r e a c t i o n .

F i g u r e 4 . 4 . 5 E f f e c t o f f o o d s a m p l e d i l u t i o n o n n e s t e d R T - P C R d e t e c t i o n o f H A V

R N A i n t o m a t o s a u c e e x t r a c t s .

^ 3 19 b p
<r 2 4 3 b p

L a n e s 1 a n d 2 8 c o n ta i n a 10 0 k b D N A la dd e r L a n e s 2 (fi r s t r o u n d 3 19 bp ) a n d 7 {n e s t e d r o u n d 2 43 bp )
a r e H A V p o s i t i v e c o n t r o l s L a n e s 6

,
11

,
a n d 1 8 a r e b l a n k L a n e s 25

, 2 6 ,
a n d 2 7 a r e n e g a t i v e c o n t r o l s w i t h

w a t e r i n s t e a d o f H A V t e m p l a t e du ri n g 1
^ '

r o u n d , 1
^ '

t o 2
" ' '

r o u n d , a n d 2
" ' '

r o u n d r e p l i c a t i o n , r e s p e c t i v e ly
G r o u p s l a b e l e d

"
A

"
a r e fi r s t r o u n d p r o du c t s a n d g r o u p s l a b e l e d

"
B

"
a r e s e c o n d r o u n d (n e s t e d ) p r o d u c t s

f r o m t he s a m e e x pe r im e n t F o r e x a m p le , l a n e 3 i s u n d i l u t e fi r s t r o u n d p r o d u c t , w i t h l a n e 8 a s i t s

c o r r e s p o n d i n g n e s t e d b a n d . L a n e s 3 - 5 a n d l a n e s 8 - 10 a r e t e n f o ld d i l u t i o n s e r i e s o f t o m a t o s a u c e e x t r a c t s

w i t h 2 00 P F U e q u i v i l a n t s o f H A V R N A in o c u l a t e d i n e a c h s a m p le G r o u p s l a b e l e d
"

C
"

a r e fi r s t r o u n d

p r o d u c t s a n d g r o u p s l a b e l e d
"
D

"
a r e s e c o n d r o u n d (n e s t e d ) p r o d u c t s f r o m t h e s a m e e x p e r im e n t F o r

e x a m p l e ,
l a n e 12 i s u n d i l u t e fi r s t r o u n d p r o du c t

,
w i t h l a n e 19 a s i t s c o r r e s p o n d i n g n e s t e d b a n d L a n e s 12 -

17 a n d l a n e s 1 9 - 2 4 a r e f r o m a t e n f o ld d i l u t i o n s e ri e s o f t o m a t o s a u c e e x t r a c t s w i t h 2 0 0 PF U e q u i v a l e n t s o f

H A V R N A i n o c u l a t e d i n th e u n d i l u t e s a m p l e (l a n e 12 ) T h e u n d i l u t e s a m p l e w a s s e r i a l t e n f o ld d i l u t e d to

t h e - 5 d i l u t i o n

F i g u r e 4 . 4 . 6 E f f e c t o f f o o d s a m p l e d i l u t i o n o n n e s t e d R T - P C R d e t e c t i o n o f H A V

R N A i n s t r a w b e r r y e x t r a c t s .

3 19 b p
- »

2 4 3 b p ^
5 16 1 7 1 8 ' )

L a n e s 1 a n d 2 8 c o n t a i n a 100 k b D N A l a d d e r L a n e s 2 (fi r s t r o u n d 3 19 bp ) a n d 7 (n e s t e d r o u n d 2 43 bp )
a r e H A V p o s i t i v e c o n t r o l s L a n e s 6

,
1 1

,
a n d 18 a r e b l a n k L a n e s 2 5

, 2 6 ,
a n d 2 7 a r e n e g a t i v e c o n t r o l s w i t h

w a t e r i n s t e a d o f H A V t e m p l a t e d u ri n g F
'

r o u n d , T
'

t o 2
" ^

r o u n d , a n d 2
" ' '

r o u n d r e p l i c a t i o n , r e s p e c t i v e ly .

G r o u p s l a b e l e d
"
A

"
a r e fi r s t r o u n d p r o d u c t s a n d g r o u p s l a b e l e d

"
B

"
a r e s e c o n d r o u n d (n e s t e d) p r o d u c t s

f r o m t h e s a m e e x p e r i m e n t F o r e x a m p l e ,
l a n e 3 i s u n d i l u t e fi r s t r o u n d p r o d u c t

,
w i t h l a n e 8 a s i t s

c o r r e s po n d i n g n e s t e d b a n d . L a n e s 3 - 5 a n d l a n e s 8 - 10 a r e a t e n f o l d d i l u t i o n s e r i e s o f s t r a w be r r y e x t r a c t s

w i t h 2 00 P F U e q u i v i l a n t s o f H A V R N A i n o c u l a t e d i n e a c h s a m p l e G r o u p s l a b e l e d
"
C

"
a r e fi r s t r o u n d

p r o d u c t s a n d g r o u p s l a b e l e d
"
D

"
a r e s e c o n d r o u n d (n e s t e d) p r o d u c t s f r o m t h e s am e e x p e r i m e n t F o r
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e x a m p l e ,
l a n e 12 i s u n d i l u t e fi r s t r o u n d p r o d u c t

,
w i t h l a n e 19 a s i t s c o r r e s p o n d i n g n e s t e d b a n d L a n e s 1 2 -

17 a n d l a n e s 19 - 2 4 a r e a d i l u t i o n s e r i e s o f s t r a w b e r r y e x t r a c t s w i t h 2 00 P F U e q u i v a l e n t s o f H A V R N A

in o c u l a t e d i n t he u n d i l u t e s am p l e ( l a n e 12 ). T h e u n d i l u t e s a m p l e w a s s e r i a l t e n f o ld d i l u t e d t o t he - 5

d i l u t i o n .

T o f u r t h e r e x p l o r e p o s s i b l e p l a n t - b a s e d R T - P C R i n h ib i t o r s a s f o u n d i n t o m a t o s a u c e a n d

s t r a w b e r r i e s
,
t h e a p p r o a c h e s u s e d i n p l a n t v i r o l o g y w e r e e x p l o r e d . P l a n t v i r o l o g i s t s

a t t e m p t t o r e c o v e r v ir u s e s f r o m l i g n e o u s t i s s u e
,
l e a v e s

,
f l o w e r s

,
r o o t s

,
a n d f r u i t b y

f r e e z i n g i n l i q u i d n i t r o g e n t h e n g r i n d i n g i n a m o r t a r a n d p e s t l e b e f o r e t h e v i r u s is

e x t r a c t e d a n d f u r t h e r p u r i f i e d . P l a n t v i r o l o g i s t s u s e a sp e c t r o p h o t o m e t e r t o g a g e t h e

q u a l i t y o f a n R N A e x t r a c t e d s a m p l e b e f o r e m o l e c u l a r d e t e c t i o n . A n a l y s i s by

sp e c t r o p h o t o m e t e r i n c lu d e s m e a s u r i n g t h e a b s o r b a n c e a t 2 3 0 n a n o m e t e r s (n m ) ,
a

w a v e l e n g t h u s e d t o d e t e c t t h e p r e s e n c e p o l y s a c c h a r i d e s , a c o m m o n R T - P C R i n h i b it o r ,

a n d t h e a b s o r b a n c e o f R N A / D N A a t 2 60 n m . P o l y s a c c h a r i d e s a r e r em o v e d f r o m R N A

e x t r a c t s b y t h e a d d i t io n o f l i t h i u m c h l o r i d e (L i C l2 ) ,
a m o n o v a l e n t c a t i o n ,

d u r i n g a l c o h o l

p r e c i p i t a t i o n . A d d i n g l i t h i u m c h l o r i d e d u r i n g a l c o h o l p r e c ip it a t i o n a l l o w s D N A
,

n u c l e o t i d e s ,
a n d p l a n t p o l y s a c c h a r i d e s t o s t a y i n s o l u t i o n , w h i l e p r e c ip it a t i n g RN A .

A c o m p a r i s o n w a s m a d e b e t w e e n l i t h i u m c h l o r i d e a n d o t h e r c o m m o n l y u s e d m o n o v a l e n t

c a t i o n s a lt s f o r t h e i r a b i l it y t o p u r i f y R N A s a m p l e s . I n o n e e x p e r im e n t
,
4 5 0 fi l o f t o m a t o

s a u c e e x t r a c t w a s i s o p r o p a n o l p r e c i p i t a t e d i n t h e p r e s e n c e o f 4 m o n o v a le n t c a t i o n s (T a b l e

4 . 4 . 1 3 ) . S a m p l e s w e r e k e p t f o r 3 0 m in u t e s a t - 2 0
° C

,
t h e n c e n t r i f u g e d a t 14

,
0 0 0 r p m f o r

1 5 m i n
,
w a s h e d w it h 7 0% E t O H

,
r e s p u n f o r 5 m i n u t e s

, a n d t h e r e s u l t i n g p e l l e t w a s

r e s u s p e n d e d in T E bu f f e r (p H 8 ) . D i l u t i o n s o f t h e r e s u sp e n de d p e l l e t w e r e a s s a y e d i n a

S p e c t r o p h o t o m e t e r a t a n a b s o r b a n c e o f 2 3 0 n m ; t h e w a v e l e n g t h a t w h i c h p l a n t

p o ly s a c c h a r i d e s b e s t a b s o r b l i g h t . S a m p l e s w e r e c o m p a r e d t o a n e g a t i v e c o n t r o l t h a t h a d
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n o c a t i o n t r e a t m e n t . L i t h iu m c h l o r i d e p e r f o r m e d a s w e l l a s s o d i u m a c e t a t e a t r e m o v i n g

p l a n t p o l y s a c c h a r i d e s ,
a n d s l i g h t l y b e t t e r t h a n a m m o n i u m a c e t a t e o r s o d i u m c h l o r i d e . A l l

t r e a t m e n t s p e r f o r m e d b e t t e r t h a n t h e n e g a t i v e c o n t r o l .

T a b l e 4 . 4 . 6 M o n o v a le n t c a t io n s i n a l c o h o l n u c l e i c a c i d p r e c ip i t a t i o n a n d t h e i r a b i l i t y
t o s o l u b a l i z e p l a n t p o ly s a c c h a r id e s i n t o m a t o s a u c e

M o n o v a l e n t C a t i o n M o la r i t y ( M ) A b s o r b a n c e

S t o c k F i n a l o f s a m p l e a t 2 3 0 n m

L iC l z 8 0 8 0 8 0 0

N H 40 a c 5 0 5 0 9 6 0

N a O A c 3 0 3 0 8 0 8

N a C I 5 0 2 1 0 0 2

N e g a t iv e C o n t r o l 0 0 1 12 8

A l t h o u g h l it h i u m c h lo r i d e p e r f o r m s b e s t a t r e d u c i n g p l a n t p o l y s a c c h a r i de s a n d i s

r e c o m m e n d e d i n t h e p l a n t v i r o l o g y l i t e r a t u r e
,
it d o e s a p o o r j o b o f p r e c i p it a t i n g s m a l l

q u a n t it i e s o f R N A . I t i s r e c o m m e n d e d t h a t a t l e a s t 0 . 2 - 0 . 4 u g / u l o f R N A b e p r e s e n t t o

e n s u r e h i gh r e c o v e r i e s o f RN A b y l i t h i u m c h l o r i d e p r e c ip it a t i o n L i t h i u m c h l o r i d e i s

r e c o m m e n d e d i n p l a n t v i r o l o g y b e c a u s e s a m p l e q u a l i t y ,
n o t s a m p l e s i z e o r q u a n t it y o f

n u c l e i c a c i d s i s t h e p r i m a r y c o n c e r n f o r p l a n t v i r o l o g i s t s . P la n t v i r u s e s g r o w t o v e r y h i g h

c o n c e n t r a t i o n i n i n f e c t e d c e l l s a n d t i s s u e s
,
s o t h e a m o u n t o f t a r g e t v i r a l n u c l e i c a c i d i s

u s u a l l y m u c h h i g h e r t h a n e n c o u n t e r e d i n e n v i r o n m e n t a l v ir o l o g y f o r e n t e r i c v i r u s e s i n

w a t e r a n d f o o d . E n v i r o n m e n t a l v ir o l o g i s t s a l m o s t n e v e r h a v e t h e r e c o m m e n d e d

c o n c e n t r a t i o n o f v ir a l R N A t o e f f e c t i v e ly p e r f o r m l it h i u m c h l o r i d e p r e c ip it a t i o n .

T a b l e 4 . 4 . 1 4 g i v e s t h e m a s s o f H A V R N A i n m i c r o g r a m s (|j g ) b a s e d o n t h e a b s o r b a n c e

(A 2 60 ) o f 1 0
^
P F U o f H A V R N A . A s s e e n i n T a b l e 4 . 4 . 1 4 , t h e c o n c e n t r a t i o n o f R N A i n

a t y p i c a l s a m p l e i s f a r l o w e r t h a n t h e r e c o m m e n d e d am o u n t o f R N A f o r l i t h i u m c h l o r i d e
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p r e c ip it a t i o n . A n a l t e r n a t i v e m o n o v a l e n t c a t io n
,
a m m o n i u m a c e t a t e , i s u s e d in t h i s s t u d y

b e c a u s e i t w o r k s r e l a t i v e ly w e l l a t p u r if y i n g R N A a n d a l l o w s f o r t h e p r e c i p i t a t i o n o f

s m a l l q u a n t i t i e s o f v ir a l R N A .

T a b l e 4 . 4 . 7 M a s s o f H A V R N A b a s e d o n S p e c t r o p h o t o m e t r i c a n a ly s i s

H A V M a s s o f H A V R N A 2 5 0 u l S a m p le C o n c e n t r a t i o n

( P F U ) (i t g ) (u g / n l )
1 0 5 3 6 0 14 4

1 0 4 3 6 0 0 14 4

1 0 3 0 3 6 0 0 0 1 4 4

10 2 0 0 36 0 0 0 0 14 4
1 0 0 0 0 3 6 0 0 0 0 0 14 4
1 0 0 0 0 3 6 0 0 0 0 0 0 1 4 4

4 . 4 . 5 R e c o v e r y e f fi c i e n c y o f v i r u s e s i n c o m p l e x f o o d s u s i n g a c i d - a d s o r p t io n e l u t i o n

m e t h o d s

F u r t h e r e x p e r i m e n t s w e r e u n d e r t a k e n t o r e c o v e r c o l ip h a g e M S2 f r o m t o m a t o s a u c e a n d

b l e n d e d s t r a w b e r r i e s (a l s o r e f e r r e d t o a s s t r a w b e r r y s a u c e ) u s i n g a n a c id - a d s o r p t i o n

e lu t i o n m e t h o d . T h e p r o c e d u r e s h o w n i n F i g u r e 4 4
. 1 1 (u p t o s t e p 16) w a s u s e d

, a n d

s a m p l e s w e r e a s s a y e d u s i n g t h e d o u b l e a g a r l a y e r p l a q u e t e c h n i q u e a s d e s c r i b e d i n

M a t e r i a l s a n d M e t h o d s .
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F i g u r e 4 . 4 . 7 A c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d f o r t h e r e c o v e r y o f v i r u s e s f r o m
c o m p l e x f o o d s a m p l e s

1 A d d 10 5 m L o f c h i l l e d
,
s t e r i le

,
d i s ti ll e d w a te r to 12 C o m bin e e l u a t e # 1 a n d e l u a t e # 2 (a p pr o x im a te l y

to m a to s a u c e
,
s tr a w b e r ry s a u c e

,
o r o y s t e r s a m p le in 2 10 m L )

5 00 m L c e n t r if u g e b o tt le

13 A d d 8 % PE G a n d 0 3 M N a C I: s t i r t o s o l u t io n ;

2 F o r o y s t e r s o n ly : a d j u s t c o n d u c t iv i ty to < 2 , 0 00 s t o r e o v e r n ig h t 4
° C

u S / c m ; a d ju s t p H t o 4 8 - 5 0

14 C e n t r if u ge 4 6 57 x g fo r 3 0 m in u te s

3 Sh a k e (h o ri z o n t a l ly ) a l l s a m ple s a t 10 0 R PM fo r

1 5 m in u t e s 15 R e s u s p e n d p e l le t i n 15 m L P BS (p H 7 5 )

4 C e n t ri fu g e a t 20 0 0 x g f o r 2 0 m in u t e s 16 A d d 15 m L o f V e r t r e l ; v o r t e x ; c e n t r if u g e a t
18 0 0x g f o r 30 m in u t e s

5 D i s c a rd w a t e r s u p e r n a t a n t

17 S a v e s u p e r n a t a n t # 1
6 R e s u s p e n d p e l le t i n 10 5 m L o f 0 0 5 M g l y c i n e /

0 14 M N a C I (p H 7 5 ) 18 A dd 1 v o l u m e 0 5 M t h r e o n i n e / 0 1 4 M N a C I (p H
7 5 ) to f l u o r o c a rb o n in t e r fa c e ; v o r t e x ; c e n t r if u ge a t

7 C e n tri f u g e a t 5 0 00 x g fo r 3 0 m in u t e s 1 80 0x g f o r 3 0 m in u te s

8 S a v e e l u a t e # 1 1 9 C o m b in e s u pe r n a ta n ts # 1 a n d # 2

9 R e s u s pe n d p e l le t i n 10 5 m L o f 0 5 M th r e o n i n e / 2 0 A dd 8 % P E G a n d 0 3 M N a C I; s ti r t o s o l u t i o n ;
0 14 M Na C I (p H 7 5 ) s to r e o v e rn ig ht 4

° C

10 C e n tri f u g e a t 46 5 7 x g f o r 2 0 m in u t e s 2 1 C e n t ri f u g e a t 14 ,
0 0 0x g f o r 1 5 m in u t e s

1 1 S a v e e l u a t e # 2 2 2 R e s u s p e n d p e ll e ts i n 2 m L o f P BS o r f r e e z e

p e l le t s a t - 8 0 ° C fo r f u t u r e R N A e x t r a c ti o n

R e s u l t s o f a n i n it i a l i n v e st i g a t io n s h o w s c o l i p h a g e M S2 w a s r e c o v e r e d f r o m b o t h t o m a t o

a n d s t r a w b e r r y s a u c e u s i n g a n a c i d - a d s o r p t i o n e lu t i o n t e c h n i q u e a s s h o w n i n T a b l e

4 . 4 . 1 5 . A lt h o u g h t h e e l u t i o n o n l y r e c o v e r e d b e t w e e n 1 0 - 1 6 % o f v i r u s i n i t i a l l y s e e d e d in

s a u c e s a m p l e s ,
o v e r 1 0 0% o f t h e M S 2 w a s r e c o v e r e d f o l l o w i n g P E G p r e c i p i t a t i o n o f t h e

c o m b in e d e lu a t e s . I t i s n o t k n o w n w h y r e c o v e r y o f M S 2 w a s l o w i n e l u t i o n a n d h i g h

a ft e r P E G c o n c e n t r a t io n a n d r e s u s p e n s i o n . P o s s i b l y ,
t h e v i r u s e s h a d b e c o m e a gg r e g a t e d

a n d g a v e r e d u c e d in f e c t iv i t y t i t e r s . N e v e r t h e l e s s
,
t h e s e r e s u l t s s h o w t h a t in c r e a s e d

p u r i f i c a t i o n o f t o m a t o a n d s t r a w b e r r y s a m p l e s b y P E G l e d t o i n c r e a s e d d e t e c t a b i l i t y o f

M S 2 . T h i s e a r l y t r i a l w i t h a fe c a l i n d i c a t o r v i r u s , c o l i p h a g e M S2
,
w a s a p r e c u r s o r t o
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s u b s e q u e n t w o r k a tt e m p t in g t o s h o w t h a t o t h e r v i r u s e s
,
l i k e H A V ,

c o u l d b e r e c o v e r e d

f r o m t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r i e s u s i n g a n a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d .

T a b l e 4 . 4 . 8 R e c o v e r y o f c o l i p h a g e M S2 f r o m T S a n d S S u s i n g t h e a c i d - a d s o r p t i o n

e l u t i o n m e t h o d f r o m F i g u r e 4 . 4 . 1 1

P F U s o f M S 2 R e c o v e r e d b y S t e p
_ ,

P F U s o f M S 2

i n o c u l a t e d
E l u a t e # 2

E l " a t e s 1 + 2 P E G o f e l u a t e s 1+ 2
i ^ ' u a t e ff i b i u a t e ff z

(
./ „ ^ c o v e r e d ) (% r e c o v e r e d )

T o m a t o
^

. _ _ _ _ 6 1 7 5
s a u c e

' ' " " ^ ^

(10 % ) (10 0 % )

S t r a w b e r ry ^
. _ _ _ _ 6 3 7 4

s a u c e
' ' " ^ ° "

(16 % ) (10 0 % )

"

7 1 Io g 10 P F U c o l ip ha g e M S 2 a d de d t o 15 m L ( - 3 1 g ) o f T S o r 15 m L S B H (- 28 g ) f o r fi n a l c o n c e n t r a t i o n s

o f 5 7 l o g l O P F U/ m L (5 4 lo g l O PF U/ g ) a n d 5 7 lo g l O P F U / m L (5 5 lo g l O P F U/ g ) ,
r e s p e c t iv e ly

T he a c i d - a d s o r p t i o n e lu t i o n t e c h n i q u e s h o w n i n F i g u r e 4 . 4 . 10 w a s t h e n u s e d t o r e c o v e r

H A V f r o m f o o d s a m p l e s ,
f o l l o w e d b y c h e m ic a l e x t r a c t i o n o f R N A a n d d e t e c t io n b y

O n e S t e p R T - P C R S a m p l e s w e r e t e s t e d w it h 10 0 a n d 10 0 0 P F U a d d e d t o f o o d s a m p l e s .

A s s h o w n i n F i g u r e 4 . 4 . 12
,
H A V R N A w a s n o t de t e c t e d i n t o m a t o s a u c e o r i n o y s t e r

s a m p l e s i n o c u l a t e d i n i t i a l l y w it h 10 0 P F U , b u t a f a i n t b a n d o f t h e a p p r o p r i a t e s i z e c a n b e

s e e n f o r t h e s t r a w b e r r y s a m p l e ,
in l a n e 1 3 o f F i g u r e 4 . 4 . 1 2 , U n f o r t u n a t e ly ,

n o

in d e p e n d e n t c o n f o r m a t i o n , l i k e s o u t h e r n b l o t h y b r i d iz a t i o n , w a s c o m p l e t e d t o v a l i d a t e t h e

p r e s u m p t iv e 1 9 2 n u c l e i c a c i d b a n d a s p o s i t i v e f o r H A V R N A i n t h e s t r a w b e r r y s a m p l e .

T o b e n c hm a r k r e s u l t s f o r t h e 10 0 P F U i n p u t e x p e r i m e n t
,
a s s u m in g 100 % r e c o v e r y , a n

e s t i m a t e f o r t h e e x p e c t e d r e c o v e r y i n g e l e l e c t r o p h o r e s i s b a n d s o f u n d i l u t e s a m p le s i s

0 . 3 5 P F U , 0 . 0 3 5 P F U i n 1 : 10 d i l u t e d s a m p l e s , a n d 0 . 0 0 3 5 P F U i n 1 : 1 0 0 d i l u t e d s a m p l e s .

I t i s l i k e l y t h a t t h e r e w e r e t o o f e w v ir u s e s i n s e r i a l d i l u t e d R N A e x t r a c t s t o b e a m p l i fi e d

b y O n e S t e p R T - P C R
,
a n d v i s u a l i z e d b y g e l e l e c t r o p h o r e s i s . I n l a t e r e x p e r im e n t s

,
n e s t e d

R T - P C R w a s u s e d t o i n c r e a s e a m p l i fi c a t i o n o f n u c l e i c a c i d s a n d d e t e c t i o n o f lo w c o p y
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n u m b e r s o f v i r u s e s . A l a c k o f d e t e c t i o n i n u n d i l u t e d R N A e x t r a c t s m a y b e d u e t o p o o r

e f fi c i e n c y o f H A V r e c o v e r y , w h i c h i s s u p p o r t e d by r e c o v e r ie s o f < 10 % i n a s i m i l a r a c i d -

a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d i n l a t e r w o r k t o b e d e s c r ib e d b e l o w .

T h e e x p e r i m e n t w a s r e p e a t e d u s i n g t h e s a m e m e t h o d (F i g u r e 4 . 4 . 1 3 ) ,
b u t u s i n g a h i g h e r

i n p u t ( 1 0 00 P F U p e r s a m p l e ) o f H A V . A s s h o w n i n F i g u r e 4 . 4 . 1 3
,
H A V R N A w a s

d e t e c t e d i n a l l s a m p l e s . H A V R N A a l s o w a s d e t e c t a b l e a ft e r h a v i n g b e e n d i l u t e d u p t o

1 0 0 - f o l d in d e i o n i z e d w a t e r . T o b e n c h m a r k r e s u lt s f r o m t h e e x p e r i m e n t w i t h 1 00 0 P F U

in p u t s ,
a s s u m in g 10 0 % r e c o v e r y ,

a n e s t i m a t e f o r t h e e x p e c t e d r e c o v e r y in g e l

e l e c t r o p h o r e s i s b a n d s f r o m u n d i l u t e s a m p l e s i s 3 . 5 P F U
,
0 . 3 5 P F U i n 1 : 1 0 d i l u t e d

s a m p l e s ,
a n d 0 . 0 3 5 P F U i n 1 : 10 0 d i l u t e d s a m p l e s . W i t h i n o c u l u m s o f 1 00 0 P F U

,
e n o u g h

v ir u s w a s r e c o v e r e d a n d c o n c e n t r a t e d a s t o a l l o w s i g n if i c a n t d i l u t i o n o f fi n a l R N A

e x t r a c t s (u p t o 10 0 - f o l d) , a l l o w in g a r e du c t i o n o f f o o d - b a s e d R T - P C R i n h i b i t o r t h r o u g h

d i l u t i o n a s s h o w n b e f o r e i n F i g u r e 4 . 4 . 8 . A s e e d e d p o s i t iv e c o n t r o l s h o u ld h a v e b e e n

i n c l u d e d t o v a l i d a t e t h e s a m p l i n g p r o c e s s i n g m e t h o d r e d u c e s f o o d - b a s e d R T - P C R

i n h i b it o r s , a n d t h a t b a s i c s t e p s i n t h e m e t h o d d o n o t y i e l d l o w r e c o v e r i e s . A ft e r l e a r n i n g

f r o m t h i s m i s t a k e , l a t e r e x p e r im e n t s d i d in c l u d e s e e d e d p o s i t iv e c o n t r o l s .
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F i g u r e 4 .
4 . 8 O n e S t e p R T - P C R o f R N A f r o m H A V r e c o v e r e d f r o m t o m a t o s a u c e

,

s t r a w b e r r y s a u c e
,
a n d o y s t e r s a m p l e s u s i n g a n a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d (f o o d

s a m p le s s e e d e d w i t h 1 0 0 P F U o r 3 9 0 0 R T P C R U )

1 9 2 b p

1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8

L a n e 1 : 10 0 b p m a rk e r
,
l a n e 2 : u n d i l u te d R N A f r o m H A V re c o v e r e d f r o m o y s t e r s a m p le # 1; l a n e s 3 a n d 4 ;

1 : 1 0 a n d 1 : 10 0 d i l u t i o n s o f R NA e x t r a c t f r o m s a m p le s h o w n In la n e 2 ; l a n e 5 : u n d il u te d R N A f r o m H A V

r e c o v e r e d fr o m o y s te r s a m p le # 2 ; l a n e s 6 a n d 7 : 1 : 10 a n d 1 : 10 0 d i l u t i o n s o f R NA e x t r a c t f r o m s a m p le s ho w n

i n l a n e 5 ; l a n e s 8 - 9 : e m pt y ,
l a n e 1 0 : u n d i l u t e d R N A f r o m H A V r e c o v e r e d fr o m to m a to s a m p l e ; l a n e s 1 1 a n d

1 2 : 1 : 10 a n d 1 : 10 0 d i l u t i o n s o f R NA e x t r a c t f r o m s a m p le s h o w n i n l a n e 10 ; l a n e 1 3 : u n d i l u t e d R NA fr o m HA V

re c o v e r e d fr o m s t r a w b e r r y ; l a n e s 14 a n d 1 5 : 1 : 10 a n d 1 : 10 0 d i l u t i o n s o f R NA e x t r a c t f r o m s a m p le s ho w n i n

la n e 1 3 ; l a n e 1 6 : n e g a t iv e c o n t r o l ; l a n e 17 : po s i t iv e c o n t r o l ; l a n e 18 : 10 0 bp m a rk e r

F i g u r e 4 . 4 . 9 O n e S t e p R T - P C R o f R N A f r o m H A V r e c o v e r e d f r o m t o m a t o s a u c e ,

s t r a w b e r r y s a u c e
,
a n d o y s t e r s a m p l e s u s i n g a n a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d (f o o d

s a m p l e s s e e d e d w i t h 1 0 0 0 P F U o r 3 9 0 0 0 R T P C R U )

19 2 b p

1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8 1 9

L a n e 1 : 1 0 0 b p m a r k e r ; l a n e 2 : u n d i l u t e d R N A f r o m H AV r e c o v e r e d fr o m o y s t e r s a m p le # 1; l a n e s 3 a n d 4 : 1 : 10
a n d 1 : 10 0 d i l u ti o n s o f R NA e x t r a c t f r o m s a m p le s h o w n i n l a n e 2 ; l a n e 5 : u n d i l u t e d R NA f r o m HA V re c o v e r e d fr o m
o y s t e r s a m p le # 2 ; l a n e s 6 a n d 7 : 1 : 10 a n d 1 : 10 0 d i l u t i o n s o f R N A e x t r a c t f r o m s a m p le s ho w n i n l a n e 5 ; l a n e s 8 -

9 : e m p ty ; l a n e 10 : u n d i l u te d R NA f r o m HA V r e c o v e r e d f r o m to m a to s a m p le ; l a n e s 1 1 a n d 1 2 : 1 : 10 a n d 1 : 10 0
d i l u t i o n s o f R NA e x t r a c t f r o m s a m ple s ho w n i n l a n e 1 0 ; l a n e 13 : u n d i l u te d R N A f r o m H A V re c o v e r e d f r o m
s t r a w be r ry ; l a n e s 14 a n d 15 : 1 : 10 a n d 1 : 10 0 d i l u t i o n s o f R N A e x t r a c t f r o m s a m p le s ho w n i n l a n e 1 3 ; l a n e 1 6 :

e m p ty ; l a n e 17 : n e g a t i v e c o n t r o l ; l a n e 1 8 : p o s i t iv e c o n t r o l ; l a n e 19 : 10 0 b p m a rk e r

— —
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U s in g a s h o r t e r a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d (F i g u r e 4 . 3 . 1 3 ) m o d i fi e d f o r r e c o v e r y o f

v i r u s e s f r o m n o n - o y s t e r f o o d s ,
e x p e r im e n t s w e r e c o n d u c t e d t o st u d y v i r u s r e c o v e r y , a s

d e t e c t e d b y r e a l t i m e R T - P C R a n d n e s t e d R T - P C R . T o m a t o s a u c e (3 0 g r am s ) w a s

i n o c u l a t e d w it h - 1
,
4 0 0 P F U H A V / g r am i n t h e fi r s t s t e p (F i g u r e 4 . 4 . 1 4 ) . T h e fi n a l

p r o c e s s e d s a m p l e w a s s p l it s o 1 m l w a s a s s a y e d b y c e l l c u lt u r e i n f e c t i v i t y ,
a n d t h e r e st

w a s R N A e x t r a c t e d f o r u s e i n r e a lt i m e R T - P C R a n d n e s t e d R T - P C R . A l s o
,
t w o d i f f e r e n t

e l u e n t s w e r e u s e d
,
s a m p l e A w a s e l u t e d w i t h 0 . 0 5 M G l y c i n e - 0 . 14 M N a C l (p H 7 . 5 )

w h i l e s a m p l e B w a s e l u t e d w i t h a m o r e c o n c e n t r a t e d e lu t i o n b u f f e r c o n t a in i n g 0 . 7 5 M

G l y c i n e - 0 . 1 4 M N a C l (p H 7 . 5 ) .

F i g u r e 4 . 4 . 1 0 S h o r t a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d t o r e c o v e r H A V f r o m p r o d u c e

1 A d d 7 v o l u m e s ( v o hv o l ) w a te r t o t o m a t o

s a u c e a n d s t r a w b e r r y s a m p le (3 0 g ra m s )

2 H o m o ge n i z e i n Wa r i n g B le n d e r o n h ig h fo r

2 m in P o u r i n t o 2 50 m L c e n t r if u ge bo tt l e

3 A dj u s t p H t o 4 8 - 5 0

4 S ha k e (ho r i z o n t a l ly ) a t 10 0 R PM fo r 15 m in

5 C e n t ri fu g e a t 2 0 00 x g fo r 2 0 m in ; D is c a r d

w a t e r s u pe r n a t a n t

6 R e s u s p e n d p e l le t i n 7 v o l ( v o hv o l) 0 0 5 M

g ly c i n e / 0 14 M N a C l (p H 7 5 ) o r 0 7 5 M

g l y c i n e / 0 1 4 M N a C l (p H 7 5 )

7 A d d 0 5 v o l ( v o hv o l ) C h lo r o fo r m a n d s ha l< e

2 m in

8 C e n t ri fu g e a t 5 0 00 x g fo r 3 0 m in ;
a r e c o v e r s u p e r n a ta n t ( e l u a te # 1 )

9 R e s u s p e n d i n te r fa c e i n 5 0 m L o f 0 5 M

t h r e o n i n e / 0 14 M N a C l (p H 7 5 )

10 S ha k e 2 m in
,
c e n t ri f u g e a t 4 6 57 x fi f fo r 2 0

m in u te s ; r e c o v e r s u pe r n a ta n t (e l u a te # 2 )

1 1 C o m b in e e l u a te # 1 a n d e l u a te # 2

1 2 A d d 8 % P E G a n d 0 3 M N a C l : s t i r to

s o l u t i o n ; s t o r e o v e r n ig h t 4
° C

13 C e n t ri f u ge 6
,
0 0 0x g f o r 30 m in u t e s

14 Re s u s p e n d pe l l e t i n 3 - 5 m L P BS (p H 7 5 )

15 A d d 0 5 v o l C h lo r o fo r m ; v o r t e x ; c e n t ri fu g e

a t 3 00 0 x gf f o r 1 5 m in

1 6 Re c o v e r s u p e r n a t a n t ; o f f- g a s i n pe t r i d i s h

17 Sp l i t t he s a m p le : 1 m l fo r i n f e c t i v it y ;
a t h e r e s t fo r m o l e c u la r d e te c t i o n

18 R N A e x t r a c t w h o le s a m p le (3 - 5 m l)
u s i n g Q ia g e n 4 m l M id i c o l u m n

19 Is o p r o pa n o l p r e c ip i ta t e R N A e x t r a c ts w it h

N H 4O A C ; R e s u s p e n d i n 10 u l T E (p H 8 0 )

2 0 A s s a y 2 5 u l R NA b y q R T
- P C R a n d n e s t e d

R T - P C R
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I n T a b le s 4
.
4

. 1 6 , 4 . 4 . 1 7 ,
a n d F i g u r e 4 . 4 . 1 5 a r e p r e s e n t e d t h e H A V r e c o v e r y d a t a f r o m

o n e e x p e r i m e n t p r o c e s s e d b y c e l l c u lt u r e i n f e c t i v i t y ,
n e s t e d R T - P C R a n d r e a l t im e R T -

P C R . T h e % r e c o v e r y f o r s a m p le A b y m o l e c u l a r d e t e c t i o n m e t h o d s w a s 2 - 1 0 % ,
w h i l e

s a m p l e B h a d r e c o v e r i e s b e t w e e n 2 - 3% . D e t e c t i o n o f i n f e c t i o u s H A V w a s i n t h e s a m e

r a n g e a s d e t e c t i o n o f v ir a l g e n o m i c R N A b y R T - P C R . A s p r e v i o u s l y n o t e d ,
H A V

d e t e c t i o n r e s u l t s f o r i n f e c t i v i t y a n d n e s t e d R T - P C R a s s a y s a r e b a s e d o n e n d p o i n t

d i l u t i o n s
,
w h i l e r e a l t i m e r e s u l t s f o r H A V R N A d e t e c t i o n a r e b a s e d o n r a t e s o f R N A

a m p l i fi c a t i o n a n d a s s u m p t i o n s a b o u t l e v e l o f i n h i b it i o n . T h o s e a s s u m p t io n s a r e a s

f o l l o w s : b a s e d o n a t i t r a t i o n o f H A V in e x p e r i m e n t a l l y s e e d e d f o o d s a m p l e s (F i g u r e

4 . 4 . 1 2 ) ,
r e a l t im e R T - P C R c o u l d o n l y d e t e c t - 1% o f t h e t o t a l v i r u s p r e s e n t i n u n d i l u t e d

s a m p le s (6 . 2 5 g r a m s o f f o o d p e r r e a c t i o n ) , b e c a u s e o f i n h i b it i o n t o r e a l t i m e R T - P C R .

A s s u m in g t h i s i s t r u e
,
v i r u s l e v e l s p r e s e n t i n u n d i l u t e d s a m p l e s A a n d B a r e - 1 0 0 t i m e s

m o r e t h a n d e t e c t e d b y r e a l t i m e R T - P C R i n T a b l e 4 . 3 . 1 8 ( u n d e r % r e c o v e r e d c o l u m n ,

u n d i l u t e d s a m p l e s ) . F o l l o w i n g t h i s a s s u m p t io n
,

- 9 0 0 a n d - 3 0 0 P F U a c t u a l l y c o u l d h a v e

b e e n p r e s e n t b u t w e r e u n d e t e c t e d i n s a m p l e s 1 a n d 2 , r e sp e c t i v e ly . W i t h a n i n p u t o f

1
,
4 0 0 P F U H A V / g r a m ,

t h i s c o r r e s p o n d s t o - 1 0% a n d - 3% r e c o v e r y f o r s a m p l e A a n d B ,

g i v e n i n T a b l e 4 . 3 . 16 .

B y c e l l c u l t u r e
,
4 - 5% o f H A V w a s r e c o v e r e d in s a m p l e s a ft e r p r o c e s s i n g (T a b l e 4 . 3 . 1 6 ) .

T h i s c o r r e s p o n d s t o 2 9 0 a n d 3 54 P F U o f H A V r e c o v e r e d in s a m p l e s A a n d B
,

r e s p e c t i v e l y . A l s o
,
4 . 2 4 x 1 0

" *
P F U H A V w a s i n o c u l a t e d i n t o P B S a s p o s i t i v e c o n t r o l a t

s t e p 12 o f t h e p r o t o c o l i n F i g u r e 4 . 4 . 14
,

a s m e a n s t o t r a c k P E G p r e c ip it a t i o n ,
P E G

r e s u s p e n s i o n
, a n d c h lo r o f o r m e x t r a c t i o n . I n t h e s e e d e d p o s i t i v e c o n t r o l , 6 4 2 P F U o r 8 %
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o f t h e H A V i n o c u l u m w a s r e c o v e r e d b y c e l l c u lt u r e . I t i s n o t k n o w n w h y r e c o v e r y o f t h e

s e e d e d p o s i t i v e c o n t r o l w a s l o w . T h i s r e s u lt w a s f r o m a s i n g l e t r i a l a n d m a y n o t b e

r e p r e s e n t a t i v e o f t r u e H A V r e c o v e r y i f r e p e a t e d . I t i s w e l l p r o v e n b y m a n y o t h e r

i n v e s t i g a t o r s t h a t h i g h r e c o v e r i e s o f H A V a r e a t t a i n a b l y b y P E G c o n c e n t r a t i o n ( f u r t h e r

e l a b o r a t e d i n t h e d i s c u s s i o n s e c t i o n ) . A p l a u s i b l e e x p l a n a t i o n f o r l o w H A V r e c o v e r i e s i n

t h e P B S p o s it i v e c o n t r o l c o u l d b e t h a t v i r u s i s l o st t o a n i n t e r f a c e d u r i n g c h l o r o f o r m

e x t r a c t i o n
,

o r r e s i d u a l c h l o r o f o r m i m p e d e d r e c o v e r y b y c e l l c u l t u r e
,

a l t h o u g h n o c e l l

d e a t h w a s w i t n e s s e d .

S a m p l e s p r o c e s s e d b y N e s t e d R T - P C R a n d v i s u a l i z e d b y g e l e l e c t r o p h o r e s i s a r e s h o w n

b e l o w (F i g u r e 4 . 4 . 1 5 ) . T o m a t o s a u c e s a m p l e s h a d n o f o o d - b a s e d in h i b i t i o n t o n e s t e d R T -

P C R e v e n i n u n d il u t e d s a m p l e s (6 . 2 5 g r a m s o f t o m a t o s a u c e p e r r e a c t i o n ) ,
w h e r e 2 1% o f

t he t o t a l 3 0 g s a m p l e w a s p r o c e s s e d . Sa m p l e s A a n d B w e r e d i l u t e d t o t h e e n dp o in t ,

g i v i n g a fi n a l n e s t e d b a n d a t t h e 1 : 1 00 0 d i l u t i o n . B a s e d o n t h e d e t e c t i o n l i m i t o f a

t i t r a t i o n o f s t o c k H A V i n w a t e r (0 . 0 2 p f u ) , a n d t h e d e t e c t i o n l i m it o f a t it r a t i o n o f H A V in

t o m a t o s a u c e (0 . 2 p f u ) ,
t h e s a m p l e s e a c h c o n t a i n ~ 2 0 0 P F U H A V . W it h a n in it i a l i n p u t

o f - 1
,
4 0 0 P F U H A V p e r g r a m o f f o o d ,

t h e % r e c o v e r y f o r n e s t e d R T - P C R s a m p l e s i s

s l i g h t ly m o r e t h a n 2% .

S a m p l e s p r o c e s s e d b y r e a l t i m e R T - P C R g a v e d if f e r e n t r e s u l t s t h a n t h a t o f n e s t e d R T -

P C R ,
d u e t o t h e g r e a t s u s c e p t i b i l it y o f r e a l t i m e d e t e c t i o n t o f o o d - ba s e d i n h i b it o r s . T a b l e

4 . 4 . 1 6 s h o w s % r e c o v e r y ,
u s i n g t h e s t a n d a r d c u r v e a n a l y s i s t o c a l c u l a t e P F U o b s e r v e d

,

a n d d i v i d i n g P F U o b s e r v e d b y P F U e x p e c t e d a s s u m i n g n o i n h i b i t i o n a n d 10 0% r e c o v e r y .
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R e a l t im e R T - P C R r e c o v e r e d 0 . 1% o f t h e i n it i a l H A V R N A i n s a m p l e A a n d 0 . 0 3 - 0 . 4 %

o f t h e i n i t i a l H A V R N A i n s a m p l e B .
T h e s e r e c o v e r i e s m a y n o t a n a c c u r a t e

r e p r e s e n t a t i o n o f t h e a c t u a l a m o u n t o f H A V p r e s e n t
,
b e c a u s e f o o d - b a s e d in h i b i t o r s m a s k

t h e t r u e l e v e l o f v i r u s R N A p r e s e n t . T h e f a i l u r e t o q u a n t i f y H A V R N A b y r e a l t i m e R T -

P C R in T a b l e s 4 4 . 1 3
,
4 . 4 . 1 6 a n d F i g u r e 4 . 4 . 8 g i v e s 2 i m p o r t a n t in s i g h t s ; 1 ) e i t h e r t h e

m e t h o d u s e d t o r e c o v e r H A V f r o m t o m a t o s a u c e d o n o t r e m o v e s am p l e i n h i b it o r s
,
w h i c h

i s s h o w n n o t t o b e t r u e w h e n a m p l i f y i n g fi n a l R N A e x t r a c t s b y n e s t e d R T - P C R (F i g u r e

4
. 4 . 1 4 ) , o r 2 ) r e a h i m e R T - P C R o n a C e p h e id Sm a r t C y c l e r (S u n n y v a l l e

,
C A ) h a s

s i g n i f i c a n t l i m i t a t i o n s i n i t s a b i l i t y t o q u a n t i f y v i r u s e s i n c o m p l e x f o o d m a t r i c e s
,
s u c h a s

o y st e r s
,
t o m a t o s a u c e , s t r a w be r r i e s a n d p o s s i b l y o t h e r e n v i r o n m e n t a l m a t r i c e s .

T a b l e 4 . 4 . 9 I n f e c t i v i t y ,
n e s t e d R T - P C R

,
a n d r e a l t i m e R T - P C R R e s u l t s f o r t h e %

r e c o v e r y o f H A V f r o m t o m a t o s a u c e u s i n g a s h o r t a c i d a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d

% R e c o v e r e d
*

_
,

_
^

P F U H A V
S a m p l e F o o d

, ^ $
I n p u t p e r g r a m

c e l l C u l t u r e Ne s t e d
* R e a l t im e

*

I n f e c t i v i t y R T - P C R
R T - P C R

A T o m a t o s a u c e 1
,
4 0 0 4 % 2 % 10 %

B T o m a t o s a u c e 1
,
4 0 0 5 % 2 % 3 %

N e g a t i v e c o n t r o l T o m a t o s a u c e - - 0 % 0 % 0 %

$ S a m p le s iz e : 3 0 g r a m s
*

% re c o v e r e d c a lc u la t e d b y a d j u s t in g f o r v o lu m e s , t h e n d iv id in g t h e a m o u n t o f H A V re c o v e r e d b y
t h e a m o u n t o f H A V in o c u la t e d
* ba s e d o n a s s u m p ti o n s m a d e f r o m t i t r a t i o n o f H A V In fo o d s a m p le s
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F i g u r e 4 . 4 . 1 1 N e s t e d R T - P C R o f H A V i n t o m a t o s a u c e p r o c e s s e d b y s h o r t a c i d

a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d

S a m p l e A

R o u n d 1 R o u n d 2

Sa m p l e B

R o u n d 1 R o u n d 2

: 2 u - l - 2 - 3 - 4 - 5 - 6 i - 5 - 6 u - l - 2 - 3 - 4 - 5 - 6

R o u n d 1 i s s y n o n y m o u s w i t h c o n v e n t i o n a l R T - PC R
,
R o u n d 2 i s t h e n e s t e d a s s a y ;+ C l

,
+ C 2 a r e

P o s i t i v e c o n t r o l s f o r R o u n d s 1& 2 ; u = u n d i l u t e ;
- 1 = 1 : 10 d i l u t i o n ;

- 2 = 1 : 10 0 d i l u t i o n ; e t c ;

N e g a t i v e c o n t r o l s i n c l u d e a s a m p le n e g a t i v e c o n t r o l a n d a b l a n k n e g a t i v e c o n t r o l f r o m R o u n d 1
,

R o u n d 1 - ^ 2 , a n d fr o m R o u n d 2 (o n 2
" ' '
h a l f o f t h e g e l , n o t s h o w n b u t w e r e n e g a t i v e ).

T a b l e 4 4 10 R e a lt i m e R T - P C R t o d e t e c t h e p a t i t i s A v i r u s r e c o v e r e d f r o m t o m a t o s a u c e

b y a s h o r t a c i d a d s o r p t i o n e lu t i o n m e t h o d

S a m p le

(e l u a t e )

F o o d

(t o m a t o s a u c e )
P e r

T o t a l r e a c t io n

R e a l t im e R T - P C R

P F U P F U
D i lu t i o n C t v a l u e e x p e c t e d o b s e r v e d % r e c o v e r e d

(0 0 5 M G ly c i n e
-

0 1 4 M N a C I)

B

(0 7 5 M G ly c in e
-

0 1 14 M N a C I)

N e g a t i v e C o n t r o l

P o s i t i v e C o n t r o l

3 0 g 6 2 5 g

0 6 2 5 g

0 0 6 2 5 g

0 0 0 6 2 5 g

3 0 g 6 2 5 g

0 6 2 5 g

0 0 6 2 5 g

0 0 06 2 5 g

3 0 g 6 2 5 g

In 2 1 0 m l P B S

U n d l i l u t e 3 5 7 3 2 9 1 7

1 :1 0 3 8 6 3 2 9 17

1 ;1 0 0 4 2 4 2 9 17

1 ; 10 0 0 N D 0 2 9 1 7

U n d l i l u t e 3 7 1 3 2 9 1 7

1 : 1 0 3 7 17 2 9 17

1 ;1 0 0 3 9 8 5 2 9 17

1 : 10 0 0 N D 0 . 2 9 1 7

U n d l ilu t e N D

u n d i lu t e

1 : 1 0

1 : 1 0 0

1 : 1 0 0 0

3 7 6 8

3 9 6 1

N D

N D

0

1 6 , 9 6 0

1
, 6 9 6

16 9 6

16 9 6

8 6 3 6

0 9 7 5

N D
*

N D

3 0 5 3

2 9 9 2

0 3 9

N D

N D

1 9 9

0 4 6 8

N D

N D

0 1%

0 1 %

0

0

0 0 3 %

0 3 %

0 . 4 %

0

0 0 1 2 %
0 0 3 %

0

0

A ft e r t h e s e s o m e w h a t s u c c e s s fi a l a p p l i c a t i o n s o f a s h o r t a c i d - a d s o r p t io n e lu t i o n m e t h o d

(F i g u r e 4 . 4 . 14 ) t o t h e r e c o v e r y o f h i g h t it e r H A V i n o c u l u m s i n t o m a t o s a u c e
,
r e a lt i m e
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R T - P C R w a s t h e n a b a n d o n e d f o r l o w l e v e l q u a n t i f i c a t i o n o f v i r u s e s i n f o o d s . F u r t h e r

e x p e r i m e n t s w e r e p e r f o r m e d t o a s s e s s t h e l o w e r d e t e c t i o n l im it o f t h e p r o t o c o l u s i n g

n e s t e d R T - P C R d e t e c t i o n . I n a s e r i e s o f e x p e r i m e n t s
,
s e r i a l l o g t e n d i l u t i o n s o f H A V

w e r e i n o c u l a t e d i n t o t o m a t o s a u c e s a m p l e s , i n t r i p l i c a t e . E a c h l o w i n o c u l u m , 14 , 1 . 4 , a n d

0 . 1 4 P F U o f H A V p e r g r a m o f t o m a t o s a u c e
,
w a s p r o c e s s e d b y t h e s h o r t a c id a ds o r p t i o n

e l u t i o n m e t h o d (F i g u r e 4 . 4 . 14 ) . I f p r e s e n t ,
H A V R N A w a s d e t e c t e d b y n e s t e d R T - P C R .

T h e d e t e c t i o n l i m i t o f H A V R N A i n t o m a t o s a u c e i s 0 . 2 P F U p e r r e a c t i o n , w h e n

a m p l i f i e d b y n e s t e d R T - P C R i n a s in g l e t r i a l e x p e r i m e n t s h o w n i n F i g u r e 4 . 4 . 9
,
a lt h o u g h

m o r e t r i a l s a r e n e e d e d t o v a l i d a t e t h i s d e t e c t i o n l i m i t . D a t a i n T a b l e 4 . 4 . 1 8 s h o w s 14

P F U p e r g r a m o f f o o d w a s t h e l o w e s t i n o c u lu m c o n c e n t r a t i o n a b l e t o b e d e t e c t e d b y

n e s t e d R T - P C R . A l l t h r e e s a m p l e s s p i k e d a t t h e 14 P F U c o n c e n t r a t i o n w e r e p o s i t i v e f o r

H A V R N A a t t h e 1 : 1 0 d i l u t i o n
,
w h i c h c o r r e s p o n d s t o a 1 0% r e c o v e r y . T h e s i x s a m p le s

w it h < 1
.
4 P F U o f H A V p e r g r a m o f t o m a t o s a u c e w e r e n o t d e t e c t e d a s p o s i t iv e b y n e s t e d

R T - P C R . I n o c u l u m s o f 1 . 4 P F U w e r e p r o b a b l y a t t h e d e t e c t i o n l i m it o f n e s t e d R T - P C R

A n o t h e r s e r i e s o f e x p e r i m e n t s , s i m i l a r t o t h o s e a b o v e , w e r e c o n d u c t e d t o e v a l u a t e t h e

l o w e r de t e c t i o n l im it o f H A V d e t e c t i o n i n s t r a w b e r r i e s p r o c e s s e d b y s h o r t a c i d -

a d s o r p t i o n e l u t i o n a n d a n a l y z e d b y n e s t e d R T - P C R . T h e d e t e c t i o n l i m i t o f H A V R N A in

s t r a w b e r r i e s i s l ik e ly t o b e 0 . 0 2 P F U p e r r e a c t i o n , w h e n a m p l i fi e d b y n e s t e d R T - P C R i n a

s i n g l e t r i a l e x p e r i m e n t s h o w n i n F i g u r e 4 . 4 . 1 0
,

a lt h o u g h m o r e t r i a l s a r e n e e d e d t o

v a l id a t e t h i s d e t e c t i o n l i m it . A s s h o w n i n T a b l e 4 . 4 . 1 9 , n o n e o f t h e 9 s a m p l e s i n o c u l a t e d

w it h < 2 1 P F U o f H A V p e r g r a m o f s t r a w b e r r y s a u c e (3 s a m p l e s e a c h w i t h 2 1
,
2 . 1 a n d

0 . 2 1 , r e s p e c t i v e l y ) w e r e p o s i t i v e b y n e s t e d R T - P C R . P r e v i o u s a c i d - a d s o r p t i o n w o r k i n

F i g u r e 4 . 4 . 1 2 a n d F i g u r e 4 . 4 . 1 3
,

s h o w s t h e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n o f H A V i n i t i a l ly
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i n o c u la t e d i n s t r a w b e r r i e s a n d s t i l l d e t e c t a b l e i s —3 3 P F U p e r g r a m . T h i s v a l u e w a s

a r r iv e d a t f r o m a n a l y s i s o f D N A b a n d s o n a g e l e l e c t r o p h o r e s i s

T a b l e 4 . 4 . 1 1 D e t e c t i o n l i m i t o f H A V i n t o m a t o s a u c e u s i n g a s h o r t A c i d - a d s o r p t i o n

e l u t io n m e t h o d

P F U H A V In p u t p e r E x p e c t e d P F U p e r r e a c t i o n R e p l i c a t e s

g r a m o f t o m a t o s a u c e % R e c o v e r e d p o s it i v e

b y n e s t e d

(3 0 g r a m s t o t a l) R T - P C R

U n d i l u t e 1 : 1 0 1 : 1 0 0 ( n = 3 )

14

1 4

0 1 4

1 0 6 10 6 1 0 6 10 % * 3 / 3

1 0 6 1 0 6 0 1 0 6 « 0 2 P F U 0 / 3

1 0 6 0 10 6 0 0 1 0 6 « 0 2 P F U 0 / 3

*

H A V R N A w a s d e t e c t e d a t 1 : 10 d i l u t i o n i n t h r e e r e p l ic a te s ;

T a b l e 4 . 4 . 1 2 D e t e c t i o n l i m i t o f H A V i n s t r a w b e r r y s a u c e u s i n g a s h o r t A c i d -

a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d

P F U H A V I n p u t p e r

g r a m o f s t r a w b e r r i e s

(3 0 g r a m s t o t a l)

E x p e c t e d P F U p e r r e a c t io n

u n d i l u t e 1 : 1 0 1 : 1 0 0

% R e c o v e r e d

R e p l i c a t e s

p o s i t i v e

b y n e s t e d
R T - P C R

*

(n = 3 )

2 1

2 1

0 2 1

1 5 6 1 5 6 1 5 6 « 0 0 2 P F U 0/ 3

1 5 6 1 5 6 0 1 5 6 « 0 0 2 P F U 0/ 3

1 5 6 0 1 5 6 0 0 1 5 6 « 0 0 2 P F U 0/ 3

*
T h e d e t e c t i o n l im i t o f H A V R N A in s t ra w b e r r y s a u c e is l ik e ly t o b e ~ 0 0 2 P F U p e r

r e a c t io n
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T h e w o r k o f t h i s s e c t i o n c a n b e s u m m a r i z e d i n t h r e e k e y p o i n t s :

1 . H A V a n d M S2 a r e e f fi c i e n t l y a c id - a d s o r b e d t o p r o d u c e a n d t h e s o l id p a r t ic l e s o f

s a u c e s du r i n g i n it i a l s t e p s i n a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n .
I n b l e n d e d s t r a w be r r i e s , 8 9 %

(± 5 . 4 %) o f i n f e c t io u s H A V a n d 9 9 % (± 0 . 3 % ) o f i n f e c t i o n s M S 2 w a s a c i d - a d s o r b e d a n d

p e l l e t e d w it h f o o d s o l i d s . I n t o m a t o s a u c e
, 6 7 % (± 6 . 2 %) o f i n f e c t i o u s H A V a n d 9 3 %

(± 1 0 %) o f i n f e c t i o n s M S 2 w e r e a c i d - a d s o r b e d a n d p e l l e t e d w i t h f o o d s o l i d s . H i g h

l e v e l s o f i n i t i a l v i r u s a d s o r p t i o n w e r e c r i t i c a l t o t h e s u c c e s s o f t h e a c i d - a d s o r p t i o n e lu t i o n

m e t h o d . W h e n k e y v a r i a b l e s i n v i r u s a d s o r p t i o n s u c h a s s am p l e p H , s a m p l e

c o n d u c t i v i t y ,
a n d c e n t r i f u g a t i o n f o r c e w e r e m a n ip u l a t e d ,

n o s in g l e m o d i f i c a t i o n g a v e

s i g n i fi c a n t l y h ig h e r r e c o v e r i e s . A m o r e s y s t e m a t i c s t u dy o f v ir u s a d s o r p t i o n m a y f u r t h e r

i m p r o v e v i r u s a d s o r p t i o n o v e r r e s u l t s f r o m t h i s s t u d y .

2 . P E G p r e c ip it a t io n c o m b i n e d w i t h l a r g e v o l u m e n u c l e i c a c i d e x t r a c t i o n , a n d n u c l e ic

a c i d c o n c e n t r a t i o n a r e o n l y m o d e r a t e l y e f fi c i e n t a t c o n c e n t r a t i n g a n d r e c o v e r i n g H A V

f r o m t o m a t o s a u c e a n d b l e n d e d s t r a w b e r r i e s , w it h a d e t e c t i o n l i m it o f l O
' *
P F U o f i n i t i a l l y

i n o c u l a t e d H A V i n 3 0 m l o f f o o d e l u a t e s . A r e a s o n f o r t h e s e l o w r e c o v e r i e s m a y b e

c l o g g i n g i n t h e s i l i c a b a s e d R N A e x t r a c t i o n fi l t e r b y r e s i d u a l f o o d p a r t i c u l a t e .
W h e n t h i s

m e t h o d w a s a p p l i e d b y o t h e r i n v e s t i g a t o r s f r o m C D C a n d U N C (J o t h i k u m a r e t a l . , 2 0 04 )

t o s u r f a c e w a t e r s
,
H A V w a s d e t e c t e d a t a s e n s i t iv i t y o f 1 . 6 P F U p e r r e a c t io n in 4 . 0 m l o f

R N A e x t r a c t e d v i r u s c o n c e n t r a t e f r o m w a t e r . I t i s p o s s i b l e t h a t d i f f e r e n c e s i n t h e s a m p l e

m a t r i c e s c o n t r i b u t e d t o d i f f e r e n c e s i n t h e e f f e c t i v e n e s s o f t h e r e c o v e r y a n d e x t r a c t i o n

m e t h o d s . H o w e v e r
,
f u r t h e r s t u d i e s in w h i c h r e c o v e r y ,

e x t r a c t i o n a n d d e t e c t i o n w e r e

c o m p a r e d in t h e m a t r i c e s s i d e - b y
- s id e w o u ld b e n e e de d t o d e t e r m i n e t h i s .
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3 . N e s t e d R T - P C R i s p r e f e r a b l e t o r e a lt i m e R T - P C R f o r a n a l y z i n g (i) h i g h l y c o n c e n t r a t e d

f o o d s a m p l e s ; ( i i) s a m p l e s c o n t a i n i n g h i g h e r l e v e l s o f e n z y m a t i c i n h i b i t o r s ; a n d (i i i )

s a m p l e s w it h l o w l e v e l s o f v i r a l c o n t a m i n a t i o n . H A V s e e d i n g l e v e l s lo w e r t h a n ~ 3 3 P F U

p e r g r a m w e r e n o t d e t e c t e d b y c o n v e n t i o n a l R T - PC R i n b l e n d e d s t r a w b e r r i e s .

A l t h o u g h ,
u s i n g n e s t e d R T - P C R

,
a l l t h r e e s a m p l e s in o c u l a t e d w it h c o n c e n t r a t i o n s o f 1 4

P F U H A V p e r g r am o f i n i t i a l l y s e e d e d t o m a t o s a u c e w e r e d e t e c t e d a s p o s it i v e , w i t h 1 0%

r e c o v e r i e s .

4 . 5 S a m p l e H a n d l i n g T i m e

H a n d l i n g t i m e i s a n im p o r t a n t c o n s i d e r a t io n w h e n c o n s i d e r i n g a m e t h o d f o r r o u t i n e u s e

o r w i d e s p r e a d u s e a m o n g m a n y l a b o r a t o r i e s . T h e t i m e n e e d e d t o p e r f o r m b o t h t h e a c id -

a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d s a n d a lk a l i n e e lu t i o n m e t h o d s w e r e d o c u m e n t e d in T a b l e

4 . 5 . 1 . O v e r a l l
,
1 . 5 t o 3 d a y s w e r e n e e d e d t o b o t h r e c o v e r a n d de t e c t v ir u s e s in f o o d s .

T h e p r o t o c o l s p r o c e s s e d 4 o r 6
,
3 0 g r a m f o o d s a m p l e s o r a bo u t 12 0 - 1 8 0 t o t a l g r a m s .

A c i d- a d s o r p t i o n m e t h o d s a n d a l k a l i n e e l u t i o n m e t h o d s t o o k s im i l a r a m o u n t s o f t i m e t o

p e r f o r m . T h e g r e a t e s t t i m e s a v i n g s w a s g a i n e d w h e n p e r f o r m i n g r e a l t im e R T - P C R ( 1 . 5

h o u r s ) i n s t e a d o f n e s t e d R T - P C R (8 ho u r s ) (T a b l e 4 . 5 . 1) . H o w e v e r
,
a s r e p o r t e d a b o v e

,

r e a l t im e R T - P C R w a s l e s s s u c c e s s f u l i n d e t e c t i n g v i r u s e s r e c o v e r e d f r o m f o o d m a t r ic e s

by t h e m e t h o d s o o f t h i s s t u d y .
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T a b l e 4 . 5 . 1 H a n d l i n g t i m e t o r e c o v e r a n d d e t e c t v i r u s e s i n f o o d s w i t h a c i d -

a d s o r p t i o n e l u t i o n a n d a l k a l i n e e l u t i o n p r o t o c o l s .

S t e p o f P r o t o c o l T i m e t o C o m p le t e

V i r u s e l u t i o n A c id - a d s o r p t io n e l u t i o n , 3 - 5 h o u r s

A lk a l i n e e l u t io n , 2 - 4 h o u r s

S a m p le e l u t io n

c o n c e n t ra t i o n O v e r n ig h t

R N A e x t r a c t io n a n d

R N A c o n c e n t r a t i o n 2 - 6 h o u r s

R T - P C R a m p li f ic a t io n

a n d d e t e c t i o n

C o n v e n t io n a l O n e S t e p R T - P C R
,
4 h o u rs

N e s t e d R T - P C R , 8 h o u r s

R e a lt i m e R T - P C R 1 5 h o u r s

T o t a l t i m e 1 5 - 3 d a y s

I n t h i s s t u d y ,
t h e a b i l i t y o f t h e m e t h o d s t o r e c o v e r a n d d e t e c t h i g h q u a n t i t i e s o f v i r u s t o o k

p r e c e d e n c e o v e r t h e sp e e d a t w h i c h t h e p r o t o c o l c o u l d be p e r f o r m e d , a lt h o u g h h a n d l i n g

t i m e i s a n i m p o r t a n t a s p e c t t o d o c u m e n t . W i t h t h i s i n f o r m a t i o n
,
l a b o r a t o r y a n a l st s c a n

b e t t e r u n d e r s t a n d t h e d e m a n d s o f t h e m e t h o d
,
a n d s i m i la r l y ,

s u p e r v i s o r s c a n b e t t e r j u d g e

t i m e t o a c h i e v e a n a l y t ic a l o u t p u t , s a m p le t h r o u g h p u t a n d c o s t s .
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5 D i s c u s s i o n

5 . 1 I n t r o d u c t i o n

O f t h e i l l n e s s e s c a u s e d b y k n o w n p a t h o g e n s e a c h y e a r ,
t h e C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l

a n d P r e v e n t i o n (C D C ) e s t i m a t e s t h a t a r o u n d 3 6 % o r 1 3 . 8 m i l l i o n o f t h o s e r e s u l t e d f r o m

fo o d b o m e t r a n s m i s s i o n (M e a d , S l u t s k e r e t a l . 1 9 99 ) . E s t im a t e s a r e r e l i e d u p o n b e c a u s e

m o s t c a s e s o f f o o d b o m e i l l n e s s e s
,
s u c h a s g a s t r o e n t e r it i s

, g o u n r e p o r t e d d u e t o t h e l a c k o f

a n a c t i v e g o v e r n m e n t r e p o r t i n g s y s t e m . W it h s u r v e i l l a n c e d a t a f r o m 19 83 - 1 9 9 2
,
t h e

C D C l i s t s a r o u n d 5 , 0 0 0 f o o d b o m e o u t b r e a k s in t h e U n i t e d St a t e s i n f e c t i n g a r o u n d

17 0 ,
0 0 0 p a t i e n t s (B e a n

,
G r i f fi n e t a l . 1 9 90 ; B e a n

,
G o u l d in g e t a l . 1 9 9 6 ) . F r o m t h e s a m e

19 83 - 1 9 92 s u r v e i l l a n c e d a t a
,
i f a k n o w n e t i o l o g i c a l a g e n t w a s d e t e r m i n e d

,
9 0 - 9 2 % o f t h e

t i m e i t w a s a b a c t e r i a l p a t h o g e n ,
a n d o n l y 5 - 6 % w a s i t a v i r a l p a t h o g e n (B e a n ,

G r i f fi n e t

a l . 1 9 9 0 ; B e a n , G o u l d i n g e t a l . 1 9 96 ) . W hy t h e n ha v e f o o d b o m e v i r a l p a t h o g e n s b e e n o n

t h e r i s e i n t h e l a s t d e c a d e - a n d a r e n o w t h e e t i o l o g i c a l a g e n t i n a s i g n i fi c a n t p o r t i o n o f

o u t b r e a k s ? P r e s u m a b l y , t h e n a t u r e o f f o o db o m e o u t b r e a k s h a v e n o t h a v e c h a n g e d

s i g n ifi c a n t l y f r o m t ho s e r e c o r d e d b y C D C in t h e 19 8 0 s a n d e a r l y 1 9 9 0 s .
B u t

,
o n e

i m p o r t a n t c h a n g e i s t h a t p u b l i c h e a l t h l a b o r a t o r i e s n o w h a v e t h e a b i l it y t h r o u g h P C R t o

d e t e c t v i r a l g e n o m i c in f o r m a t i o n f r o m p r e v i o u s l y c l a s s i fi e d "
n o n - ba c t e r i a a g e n t s

"

F o r m e r l y u n i d e n t i fi e d i l l n e s s e s , n e a r l y a t h i r d o f w h i c h a r e e s t im a t e d t o b e f o o d b o m e

i l ln e s s e s
,
m a y n o w b e c o r r e c t l y c a t e g o r i z e d f o r e t io l o g y . E s t i m a t e s s i n c e t h e a v a i l a b i l i t y
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o f P C R m e t h o d s n o w p r e d i c t a r o u n d 7 o f e v e r y 1 0 f o o d b o m e i l l n e s s e s a r e c a u s e d b y v i r a l

p a t h o g e n s (M e a d , S l u t s k e r e t a l . 1 9 9 9 ) .

T h e a p p l i c a t i o n o f m o l e c u l a r b i o l o g y h a s r e v o l u t i o n i z e d t h e i de n t i f i c a t io n o f p a t h o g e n s

c a u s i n g v i r a l g a s t r o e n t e r it i s
,
v i r a l h e p a t it i s ,

a n d o t h e r f o o d b o m e v i r a l i l l n e s s e s . P r o d u c e

e a t e n f r e s h s u c h a s b l u e b e r r i e s a n d l e t t u c e o r f r o z e n f r u i t s l ik e s t r a w b e r r i e s a n d

r a s p b e r r i e s h a v e b e e n l i n k e d t o v i r a l h e p a t i t i s o u t b r e a k s f r o m H A V w it h c o n t a m i n a t i o n

o ft e n o r i g i n a t i n g a t t h e f a r m l e v e l (R o s e n b l u m
,
M i r k i n e t a l . 1 9 9 0 ; C a l d e r

,
S im m o n s e t a l .

2 0 0 3 ) . R a s p b e r r i e s
,

s a l a d s
,
a n d p r o d u c e h a v e b e e n l in k e d t o n o r o v i r u s g a s t r o e n t e r i t i s

(G a u l i n , F r i g o n e t a l . 1 9 9 9 ; L o p m a n
,
R e a c h e r e t a l . 2 0 0 3 ) .

P r e p a r e d f o o d s ,
s u c h a s

r e s t a u r a n t f o o d s
,
h o t - d o g s ,

b r e a d
, p o t a t o s a l a d

, s a n dw i c h f o o d s ,
d e l i m e a t s

,
a n d o t h e r

m i x e d f o o d s c o n t am i n a t e d b y f o o d h a n d l e r s h a v e a l s o b e e n i m p l i c a t e d i n o u t b r e a k s o f

v i r a l h e p a t i t i s f r o m H A V (O s t e r h o l m
,
K a n t o r e t a l . 1 9 80 ; G u s t a f s o n

,
H u t c h e s o n e t a l .

1 9 83 ; H a y a s h i
,
Y a g i e t a l . 1 9 8 8 ; L o w r y ,

L e v in e e t a l 19 89 ; W a r b u r t o n , W r e g h it t e t a l .

1 9 9 1) a n d f r o m n o r o v i r u s e s (D a n i e l s , B e r gm i r e - Sw e a t e t a l . 2 0 0 0 ; L o v e
,
J i a n g e t a l .

2 0 02 ) . E n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a t i o n by H A V a n d n o r o v i r u s i n s h e l l fi s h
,

a n d

s p e c i fi c a l ly fi lt e r - f e e d i n g b i v a l v e m o l l u s k s i s a l s o w e l l d o c u m e n t e d a n d h a s c a u s e d

s h e l l fi s h - b o r n e o u t b r e a k s (D i e n s t a g ,
G u st e t a l . 1 9 7 6 ; D e s e n c l o s e , K l o n t z e t a l . 1 9 9 1 ; X u

,

L i e t a l . 1 9 92 ; A n o n y m o u s 19 9 7 ; S h i e h , M o n r o e e t a l . 2 0 0 0 ; B o s c h
, S a n c h e z e t a l . 2 0 0 1 ;

F u r u t a , A k i y a m a e t a l . 2 0 0 3 )

T o s y s t e m a t iz e o u t b r e a k i n v e s t i g a t i o n , t h e C D C h a s i s s u e d a w e b - b a s e d "
O u t b r e a k

I n v e s t i g a t i o n T o o l k i t
"

p r o v id i n g p r o t o c o l s f o r s a m p l e c o l l e c t i o n
,

c a s e id e n t i fi c a t i o n
,

a
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p a t i e n t q u e s t i o n n a i r e
,
a n d a f o r m f o r s t a t e o r l o c a l h e a lt h d e p a r t m e n t s t o r e p o r t f o o d b o m e

o u t b r e a k s (C D C - F o o d b o m e o u t b r e a k r e s p o n s e ) . D u r i n g a n o u t b r e a k i n v e s t i g a t i o n ,

e n t e r i c v ir u s e s m a y b e r e c o v e r e d f r o m p a t ie n t s s t o o l a n d g e n o t y p e d . A v i r u s e s
'

g e n e t i c

c o d e s e r v e s a s a m a r k e r f o r t r a c k i n g c o n t a m i n a t e d f o o d s t u f f s t h a t m a y b e d i s t r i b u t e d o v e r

a l a r g e g e o g r a p h i c a r e a .
E p i d e m i o l o g i c a l e v i d e n c e c a n a l s o p r e d i c t t h e s o u r c e a n d

t r a n s m i s s io n r o u t e o f t h e p a t h o g e n . U n f o r t u n a t e l y ,
t h e C D C m o d e l la c k s a d v i c e o n h o w

t o c o l l e c t a n d p r o c e s s f o o d s i m p l i c a t e d i n v ir a l o u t b r e a k s , a n d t h i s l a c k o f c a p a c it y a l s o

e x i s t s i n m a n y s t a t e a n d l o c a l h e a l t h d e p a r t m e n t s (C D C 2 0 03 ) . F ew o u t b r e a k

i n v e s t i g a t i o n s a r e e v e r a b l e t o r e c o v e r v i r a l p a t h o g e n s f r o m s u s p e c t e d f o o d s
,
t h u s t h e l i n k

f r o m f o o d t o p a t i e n t m u s t b e e p id e m i o l o g i c a l l y a n d s t a t i s t i c a l l y e s t a b l i s h e d . I d e n t i f y i n g

t h e m i c r o b i o l o g i c a l c o n t e n t o f s u s p e c t e d f o o d s i s a n i m p o r t a n t l i n k i n t h e c a u s a t i v e c h a i n

o f t r a n s m i s s i o n
,
w h i c h c a n v e r i f y t h a t t h e s a m e s t r a i n o f v i r u s i n c o n s u m e d f o o d w a s i n

p a t ie n t s
'

s t o o l . D e v e l o p i n g m e t h o d s t o r e c o v e r a n d d e t e c t e n t e r i c v i r u s e s a n d f e c a l

i n d i c a t o r v i r u s e s (a s m i c r o b i a l s o u r c e t r a c k i n g t o o l s ) i n s u sp e c t e d c o n t a m i n a t e d f o o d s i s

a n i m p o r t a n t s t e p t o c u r t a i l o u t b r e a k s o f v i r a l g a s t r o e n t e r i t i s a n d v i r a l h e p a t it i s . F o r

e x a m p l e .
B e r g a n d c o l l e a g u e s f o u n d v i r a l ly c o n t a m i n a t e d o y s t e r s t r a n s m i t t e d n o r o v i r u s

d u r i n g 8 s e p a r a t e o u t b r e a k s o f v i r a l g a s t r o e n t e r it i s , a l l t r a c e d t o o v e r b o a r d d i s c h a r g e o f

s e w a g e c o n t a i n i n g n o r o v i r u s e s i n t o o y s t e r - h a r v e s t i n g s i t e s i n L o u i s i a n a (B e r g ,
K o h n e t

a l . 2 0 0 0 ) .

5 . 2 R e c o v e r i n g v i r u s e s f r o m f o o d s

A k e y o bj e c t i v e o f t h e p r e s e n t s t u d y w a s t o e v a l u a t e a n d d e v e l o p m e t h o d s t o r e c o v e r a n d

d e t e c t H A V a n d a f e c a l i n d i c a t o r v i r u s
,
t h e F + R N A c o l i p h a g e c a l l e d M S2

,
f r o m a w i d e
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r a n g e o f f o o d s c o m m o n ly a s s o c i a t e d w it h f o o d b o r n e v ir a l g a s t r o e n t e r it i s a n d v ir a l

h e p a t i t i s . H A V w a s c h o s e n b e c a u s e i t i s a c o m m o n a g e n t i n f o o d b o r n e o u t b r e a k s
,
i t

c a u s e s a s e r i o u s s y s t e m t i c i l l n e s s , a s t r a i n i s a v a i l a b l e (H M 17 5) t h a t r e p l i c a t e s i n c e l l

c u l t u r e
,
a n d i t i s g o o d i n d i c a t o r v i r u s f o r w o r k r e l e v a n t t o t h e f o o d i n d u s t r y (K o o p m a n s

a n d D u i z e r 2 0 0 4 ) . M S 2 i s a f e c a l i n d i c a t o r v i r u s c h o s e n b e c a u s e it s p h y s i c a l p r o p e r t i e s

a n d s t a b l i l i t y a r e s i m i l a r t o m a n y e n t e r i c v ir u s e s ,
s u c h a s H A V

,
h e p a t i t i s E v i r u s

,

n o r o v i r u s e s
,
e n t e r o v i r u s e s a n d a s t r o v i r u s e s . F o o d s s e l e c t e d f o r t e s t i n g , o y st e r s ,

t o m a t o

s a u c e ,
a n d s t r a w b e r r ie s

,
h a v e a l l b e e n i m p l i c a t e d i n f o o d b o r n e o u t b r e a k s a s s o c i a t e d w i t h

H A V a n d / o r n o r o v i r u s e s (A n o n y m o u s 1 9 90 ; N iu
,
P o l i s h e t a l . 1 9 92 ; A n o n y m o u s 1 99 7 ;

H u t i n
,
P o o l e t a l . 1 99 9 ) . T h e e c o n o m i c r a m i f i c a t i o n s o f f o o d b o r n e o u t b r e a k s i n

e n v ir o n m e n t a l l y c o n t a m i n a t e d
,
f o o dh a n d l e r c o n t a m i n a t e d , a n d in d u s t r i a l c o n t a m i n a t e d

f o o d s h i g h l i g h t s t h e i m p o r t a n c e o f v a l i d a t i n g t h e s a f e t y o f r a w
, p r o c e s s e d

,
a n d v e n d e d

f o o d s . T h e f o o d s u s e d i n t h i s s t u d y a l s o h a v e a r e p r e s e n t a t i v e r a n g e o f p r o p e r t i e s

i n c l u d i n g s a m p l e c o n s i st e n c y , pH ,
m o i s t u r e

,
f a t

, p r o t e i n , a n d c a r b o h y d r a t e c o n t e n t
,
a n d

t h e r e f o r e
,
t h e y s e r v e a s m o d e l s f o r o t h e r c o m p l e x f o o d m a t r ic e s

F o r t h e p u r p o s e s o f v i r o l o g i c a l a n a l y s i s ,
f o o d s m a y b e c h a r a c t e r i z e d a s f l u i d s , p e r m e a b l e

s o l i d s o r s e m i s o l i d s , o r s u r f a c e - c o n t a m i n a t e d s o l i d s (C l iv e r a n d G r in d r o d
,
1 9 6 9 ) . I n t a c t

p r o d u c e a n d f o o d s s u c h a s p a s t a a r e l i k e l y t o f a l l i n t o t h e l a t t e r c a t e go r y , w h i l e s a u c e s

a n d o y s t e r s c o u l d b e c l a s s i f i e d a s p e r m e a b l e s o l i d s o r s e m i s o l i d s . T w o g e n e r a l m e t h o d s

h a v e b e e n u s e d t o r e c o v e r v i r u s e s f r o m t h e s e k i n d s o f f o o d s (C l i v e r e t a l
,
1 9 8 3 ; C l i v e r e t

a l , 1 9 83 a ; C l iv e r e t a l
,
1 9 9 0 ) . I n t h e fi r s t a p p r o a c h , r e f e r r e d t o a s s u r f a c e e l u t i o n

,
a f o o d

s a mp l e i s w a s h e d o r r i n s e d in a l i q u id m e d i u m (t h e e l u a n t ) ,
w h i c h i s c o n d u c iv e f o r t h e
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r e c o v e r y , g r o w t h , a n d / o r d e t e c t i o n o f t h e t a r g e t v i r u s T h e s e c o n d g e n e r a l a p p r o a c h f o r

t h e r e c o v e r y o f v ir u s e s fr o m f o o d s h o m o g e n i z e s o r m a c e r a t e s a f o o d s a m p l e i n d e v i c e s

s u c h a s a
"

s t o m a c h e r
"

o r b l e n d e r t o g e t h e r w i t h a l i q u i d m e d i u m s u c h a s a n e l u a n t o r

bu f f e r . S u c h p r o c e d u r e s a r e u s u a l l y f o l l o w e d b y f u r t h e r p r o c e s s i n g t o c o n c e n t r a t e v i r u s e s

w i t h in t h e s e l i q u i d s ,
f o l l o w e d b y t e c h n i q u e s t o o p t im i z e v ir u s d e t e c t i o n .

I n b e n c h e x p e r i m e n t s ,
2 5 t o 3 0 g r a m f o o d s a m p l e w e r e i n o c u l a t e d w i t h v i r u s (H A V

a n d / o r M S 2) a n d h o m o g e n iz e d t o m im ic i n t e r n a l ly c o n t a m in a t e d f o o d s . T w o p o p u la r

r e c o v e r y ,
c o n c e n t r a t i o n a n d p u r i f i c a t i o n m e t h o d s f o r in t a c t v i r u s e s , e l u t i o n - c o n c e n t r a t i o n

a n d a c i d - a d s o r p t i o n - e l u t i o n - c o n c e n t r a t i o n
,
w e r e u s e d t o r e c o v e r v i r u s e s f r o m i n t e r n a l l y

c o n t a m i n a t e d f o o d s Sm a l l - s c a l e e x p e r i m e n t s w e r e e m p l o y e d a s p r o o f o f c o n c e p t ,
w h i l e

o u t b r e a k i n v e s t i g a t i o n s m a y a n a l y z e 5 0 t o 1 00 g r a m s a m p l e s i n a n a t t e m p t t o i n c r e a s e t h e

l i k e l i h o o d o f v ir u s de t e c t io n .

5 . 2 . 1 E f f i c a c y o f a c i d - a d s o r p t i o n s t e p

A c i d - a d s o r p t i o n i s a n e f f e c t iv e w a y t o c o n c e n t r a t e v i r u s e s i n s h e l l fi s h a n d i n c r e a s e

s a m p l e q u a l i t y . I n t h i s p r o c e d u r e t h e s a m p l e c o n d i t i o n s f o r p H ,
c o n d u c t i v it y a n d o t h e r

p a r a m e t e r s a r e a dj u s t e d t o t h o s e a t w h ic h v i r u s e s w i l l a d s o r b o r r e m a i n a d s o r b e d t o t h e

f o o d t i s s u e s o l i d s f o r t h e i r s u b s e q u e n t e l u t i o n . I n o n e s t u d y ,
9 8% o f s e e d e d H A V w a s

r e c o v e r e d f r o m a c i d - a d s o r b e d o y s t e r t i s s u e (M u l l e n d o r e , S o b s e y e t a l . 2 0 0 1 ) . W e

h y p o t h e s i z e d t h a t a c i d i c f o o d s (w it h a m b i e n t f o o d p H l e v e l s b e l o w p H 7 ) w o u l d a d s o r b

v ir u s e s a s w e l l o r b e t t e r t h a n s h e l l fi s h d u r i n g a c i d - a d s o r p t i o n s t e p s . E x p e r i m e n t s t h e n

w e r e d e s i g n e d t o de t e r m i n e i f a c i d - a d s o r p t i o n c o u l d b e a p p l i e d t o c o n c e n t r a t e v i r u s e s
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f r o m t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r i e s . A p p l y i n g t y p i c a l a c i d - a d s o r p t i o n s t e p s (F i g u r e

4 . 3 . 1 ) w e r e c o v e r e d 89 %
. ( 5 4 ) o f i n f e c t i o u s H A V ,

8 7%
. ( 5 . 6 ) o f H A V n u c l e i c a c id s ,

a n d

9 9%
. (0 - 3 ) o f i n f e c t i o u s c o l ip h a g e M S2 f r o m b l e n d e d s t r a w b e r r i e s . F o r t o m a t o s a u c e

s a m p le s h i g h v i r u s r e c o v e r i e s d u r in g a c i d - a d s o r p t i o n s t e p s w e r e a c h i e v e d o n l y f o r

c o l ip h a g e M S2 ,
w it h 9 3 %

. ( 1 . 0 ) r e c o v e r e d . W h e n H A V w a s i n o c u l a t e d i n t o t o m a t o

s a u c e ,
n e a r l y t w o - t h i r d s o f in f e c t i o u s v i r u s ( 3 3 % . ( 6 . 2 )) a n d 4 3 %

.( 12 . 8 ) o f v i r a l n u c l e i c

a c i d s w e n t u n r e c o v e r e d , a p p a r e n t l y d u e t o p o o r a d s o r p t i o n . F r o m t h e s e r e s u l t s it w a s

c o n c l u d e d t h a t a c i d - a d s o r p t i o n s t e p s r e c o v e r a s m u c h o r m o r e H A V i n s t r a w b e r r y

m a t r i c e s a s p r e v i o u s ly r e p o r t e d o y s t e r m a t r i c e s (M u l l e n d o r e
,
S o b s e y e t a l . 2 0 0 1) , a n d

h a v e a c c e p t a b ly l o w l e v e ls o f v i r u s l o s s . B e c a u s e o f p o o r r e c o v e r i e s
,
a c id - a d s o r p t i o n

s t e p s n e e d e d t o b e f u r t h e r o p t i m i z e d f o r H A V r e c o v e r y i n t o m a t o s a u c e .

F u r t h e r e x p e r i m e n t s a t t e m p t e d t o o p t im i z e a c i d - a d s o r p t i o n o f H A V t o t o m a t o s a u c e b y

v a r y i n g c e n t r i f u g a t i o n c o n d i t i o n s , f o o d p H a n d / o r f o o d c o n d u c t i v i t y . R e c o v e r i e s o f H A V

n u c l e i c a c i d s i n t o m a t o s a u c e p e l l e t s w e r e o n a v e r a g e 84 % (± 12% ). N o s i n g l e

c o n du c t i v i t y l e v e l (2 , 0 0 0 u S / c m ,
4

,
0 0 0 u S / c m o r 6

,
0 0 0 u S / c m ) g a v e s i g n i f i c a n t l y b e t t e r

r e c o v e r y o f H A V f r o m t o m a t o s a u c e
,
e v e n t h o u g h r e l a t i v e l y s m a l l v o l u m e s o f d i lu e n t c a n

d r a s t i c a l l y c h a n g e t o m a t o s a u c e c o n d u c t i v i t y .
T h e p e r c e n t o f H A V r e c o v e r e d f r o m

s a m p l e s a dj u s t e d t o p H 4 . 8 - 5 w a s n o t s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t f r o m t h e p e r c e n t H A V

r e c o v e r e d f r o m s a m p l e s a t a n a m b i e n t t o m a t o s a u c e pH o f - 4
.
2

. O f t h e p H l e v e l s t e s t e d

(p H 4 , 5 , a n d 6 ) a t a c o n d u c t i v i t y o f 2 , 00 0 u S/ c m
,
n o s i n g l e p H a l l o w e d f o r s i g n i fi c a n t l y

b e t t e r r e c o v e r y o f H A V
,
a n d o v e r a l l r e c o v e r y r a n g e d f r o m 70% t o 82 % . I n s im i l a r w o r k

,

S o b s e y a n d c o l l e a g u e s f o u n d t h a t a t t h e s a m e c o n d u c t i v it y , p H l e v e ls f r o m 4 . 5 t o 6
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p e r f o r m e d w e l l ( 5 8 % t o > 9 9 % r e c o v e r y ) f o r a c i d - a d s o r p t i o n o f p o l io v i r u s , r e o v i r u s , a n d

a de n o v i r u s t o o y s t e r h o m o g e n a t e (S o b s e y ,
C a r r i c k e t a l 1 9 7 8 ) . R e s e a r c h e r s i n F r a n c e

a l s o f o u n d p H c h a n g e s f r o m 4 t o 7 h a d n o e f f e c t o n p o Ho v ir u s a c i d - a d s o r p t i o n t o g r o u n d

b e e f o r m u s s e l s (F i n a n c e
,
V i l l e v a l e t a l . 1 9 8 1) . P o s s i b ly , i f o u r p H r a n g e w e r e i n c r e a s e d

,

a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n a d s o r p t i o n e f fi c i e n c y w o u l d b e f o u n d
,
a s p r e v i o u s ly s h o w n f o r

o y s t e r h o m o g e n a t e a n d fi s h ( S o b s e y , C a r r i c k e t a l . 1 9 7 8 ; F in a n c e , V i l l e v a l e t a l . 1 9 8 1) .

A v a r i a b l e t h o u g h t t o h a v e a n a p p r e c i a b l e e f f e c t o n v i r u s r e c o v e r y w a s c e n t r i f u g a t i o n

s p e e d . I t w a s a s s u m e d t h a t i n c r e a s i n g t h e c e n t r i f u g a t i o n s p e e d s f r o m 2
,
0 00 x g

' t o 4
, 0 0 0 j cg

o r 6
,
0 0 0 x ^ w o u l d i n c r e a s e v i r u s r e c o v e r y b y p e l l e t i n g m o r e o f t h e s o l i d s o f t h e v i r u s - f o o d

c o m p l e x . B u t
,
d o u b l i n g o r t r i p l in g t h e c e n t r i f u g a l f o r c e g a v e n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t

i n c r e a s e i n v i r u s r e c o v e r y . T o m a t o s a u c e s a m p l e s c e n t r i f u g e d a t 6 , 0 0 0x g w e r e v i s i b l y

t u r b i d ,
u n l i k e o y s t e r o r s t r a w b e r r y s a m p l e s c l a r i fi e d b y 2

,
0 0 0 x g s p i n s . I n g r e d i e n t s i n

s t o r e b o u g h t t o m a t o s a u c e l i k e fa t s
,
o i l s

,
d y e s

,
s p i c e s ,

a n d o t h e r a d d it i v e s l e ft a t h ic k fi l m

o n t h e s u r f a c e o f l i q u i d i n t h e c e n t r i f u g e t u b e , b u t n o t in s t r a w b e r r y s a m p l e s . F r o m t h e s e

o b s e r v a t i o n s
,
w e h y p o t h e s i z e t h a t l o w r e c o v e r i e s o f H A V r e s u l t e d f r o m d e fi c ie n c i e s s u c h

a s in a d e q u a t e a d s o r p t i o n o f v i r u s e s t o t o m a t o s a u c e s o l i d s , H A V a s s o c i a t i o n w i t h n o n -

s e d i m e n t a b l e f o o d c o n s t i t u e n t s ,
a n d g e n e r a l ly p o o r c l a r i fi c a t i o n o f v i r u s - f o o d s o l id s

u n d e r t h e s a m p l e a n d c e n t r i f u g a t i o n s c o n d it i o n s e m p l o y e d . U n f o r t u n a t e l y , t h e n o n -

s e d i m e n t e d f o o d s o l i d s a l s o a p p e a r e d t o c o n t a i n h i g h c o n c e n t r a t i o n s o f R T - P C R

i n h ib it o r y a n d c y t o t o x i c e l e m e n t s t o H A V d e t e c t i o n , w h i c h l im i t e d t h e a b i l i t y t o r e l i a b l y

q u a n t i f y t h e v i r u s e s .
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5 . 2 . 2 C o n c e n t r a t i n g a n d p u r i f y i n g v i r u s e s i n f o o d e l u a t e s

P o l y e t h y l e n e g l y c o l (P E G ) p r e c ip it a t i o n ( 8% PE G w t / v o l , 8 ,
0 0 0 m o le c u l a r w e i g h t (M W)

- 0 . 3M N a C l ) w a s u s e d t o c o n c e n t r a t e a n d p u r i fy v ir u s e s i n e l u a t e s g e n e r a t e d in b o t h

a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n a n d e l u t i o n m e t h o d s . P E G h a s b e e n u s e d t o e f f e c t iv e ly r e c o v e r

e n t e r i c v i r u s e s f r o m a v a r i e t y o f e n v i r o n m e n t a l m a t r i c e s w i t h h i g h e f fi c i e n c y (L ew i s a n d

M e t c a l f 1 9 8 8 ) . I n t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r i e s , t h e r e w a s c o m p l e t e ( a c t u a l ly o v e r

1 0 0% ) r e c o v e r y o f in o c u l a t e d M S2 u s i n g a c i d - a d s o r p t i o n e l u t io n a n d P E G p r e c ip i t a t io n .

I n o y s t e r s a m p l e s ,
o n a v e r a g e 6 5%

. (± 17 ) o f in f e c t i o u s M S2 w a s r e c o v e r e d a f t e r P E G

p r e c ip it a t i o n o f e l u t e d s a m p l e s . I n p a r a l l e l e x p e r i m e n t s
,
o n l y 3 % t o 2 0% o f i n f e c t i o u s

H A V ( a v e r a g e o f 6 . 7 %
.

± 5 . 5 ) w a s r e c o v e r e d f r o m o y s t e r e l u a t e s .
T h e su p e r n a t a n t

f o l lo w i n g t h e c e n t r i f u g a t i o n o f t h e P E G p r e c i p it a t e w a s n o t a s s a y e d , s o t h e l e v e l s o f

i n f e c t i o u s H A V r e m a i n i n g i n t h e s u p e r n a t a n t l i q u i d o f P E G p r e c i p it a t i o n a r e u n k n o w n .

F u r t h e r m o r e , a n a l t e r n a t i v e e x p l a n a t i o n i s t h a t t h e P E G p r e c i p i t a t i o n p r o c e d u r e w a s

e f fi c i e n t
,
bu t t h a t i n f e c t i o u s H A V w a s n o t e f f e c t i v e l y a s s a y a b l e f r o m t h e r e s u l t i n g PE G

s e d i m e n t . T h e m e t h o d s r e p o r t e d b y o t h e r i n v e s t i g a t o r s f o r p o s t - P E G p r e c i p it a t i o n

r e c o v e r i e s o f H A V r a n g e f r o m 2 t o 4 % i n l e t t u c e s a m p l e s a n d 2 t o 3 % i n h a m b u r g e r

s a m p l e s (L e g g it t a n d Ja y k u s 2 0 0 0) . P E G r e c o v e r e d 2 5 % o f H A V f r o m s t r a w b e r r i e s

u s i n g 8% PE G (6 ,
0 0 0 M W) ,

1 8% u s i n g 8% P E G (8 ,
0 0 0 M W),

a n d 2 1% u s i n g 13% P E G

(8 , 0 0 0 M W) (C r o m e a n s
,
T . L . S o b s e y ,

M . D . p e r s o n a l c o m m u n ic a t i o n ,
u n p u b l i s h e d w o r k ) .

I n o y s t e r e l u a t e s
,
8% P EG c o n c e n t r a t e d 10% t o 4 4 % o f in f e c t i o u s H A V

,
a n d 2 5% t o 5 1%

o f i n f e c t i o u s p o l i o v ir u s ( J a y k u s , D e L e o n e t a l . 1 9 96 ) ; 7 2 % a n d 77 % o f in f e c t i o u s H A V

(M u l l e n d o r e
,
S o b s e y e t a l . 2 0 0 1) ; a n d 9 7 % o f H A V ,

4 0% o f h u m a n r o t a v i r u s W a
,
9 7 % o f

s i m i a n r o t a v i r u s SA l 1 , a n d 104 % o f i n f e c t i o u s p o l io v ir u s (L e w i s a n d M e t c a lf 19 8 8 ) . I n
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t h e e x p e r i m e n t s o f t h i s s t u d y t h e P E G p r e c ip i t a t i o n m e t h o d s e m p l o y e d e f f e c t i v e l y

c o n c e n t r a t e d M S2 f r o m o y s t e r s .
H o w e v e r ,

i n p a r a l l e l e x p e r i m e n t s n o m o r e t h a n o n e - fi ft h

o f t h e i n it i a l H A V w a s r e c o v e r e d b y P E G p r e c ip it a t i o n
,
b a s e d o n q u a n t i f y i n g v ir u s

i n f e c t i v i t y .

B e c a u s e p o o r P E G p r e c i p i t a t i o n o f H A V w a s o b s e r v e d
,

a s q u a n t i fi e d b y i n f e c t iv i t y ,

f u r t h e r e f f o r t s w e r e m a d e t o c o n c e n t r a t e a n d p u r i f y H A V i n f o o d s a m p l e s f o r d e t e c t i o n

a n d q u a n t i fi c a t i o n o f v i r a l n u c l e i c a c i d
,
w h i c h i s t h e a n a l y t i c a l m e t h o d m o s t l i k e l y t o b e

a p p l i e d t o fi e l d s a m p l e s o f f o o d . T h e i n v e st i g a t e d p r o c e d u r e c o n s i st e d o f t h e c o m b i n e d

s t e p s o f P E G p r e c ip it a t i o n ,
f o l l o w e d b y R N A e x t r a c t i o n f r o m a 4 m l v o l u m e o f

r e s u s p e n d e d P E G p r e c i p i t a t e a n d t h e n a l c o h o l - m e d i a t e d n u c l e i c a c i d p r e c ip it a t i o n t o

r e d u c e s a m p l e v o lu m e s 1 0
,
0 0 0 - f o l d , f r o m 10 0 m l o f f o o d s u s p e n s i o n o r h o m o g e n a t e t o

0 . 0 1 m l . R N A e x t r a c t i o n a n d c o n c e n t r a t i o n s t e p s w e r e p io n e e r e d i n t h i s a n d o t h e r

l a b o r a t o r ie s ( Jo t h i k u m a r e t a l . , 2 0 0 4 ) U s i n g a n a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d , a d i l u t i o n

s e r i e s o f H A V w a s i n o c u l a t e d i n t o p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l in e (P B S ) a s a p o s i t i v e c o n t r o l
,

t o m a t o s a u c e e l u a t e , s t r a w be r r y e l u a t e , a n d o y s t e r e l u a t e , t h e n p r o c e s s e d b y P E G

p r e c i p it a t i o n
,
R N A e x t r a c t i o n ,

a n d d e t e c t i o n b y r e a l t im e R T - P C R (F i g u r e 4 . 4 . 5 , s t e p s 1 4 -

2 3 ) . I n P B S s a m p l e s , i n o c u lu m s o f > 1 , 0 0 0 P F U H A V c o u l d b e s u c c e s s f u l ly d e t e c t e d

a ft e r P E G p r e c i p i t a t i o n f o l l o w e d b y R N A e x t r a c t i o n a n d c o n c e n t r a t i o n
,
w i t h H A V

r e c o v e r i e s a v e r a g i n g 84 % (± 2 8 ) (a v e r a g i n g d a t a in T a b l e 4 . 4 . 8 ) . P r o c e s s e d i n t h e s a m e

m a n n e r a s P B S s a m p l e s (F i g u r e 4 . 4 . 5
, s t e p s 1 4 - 2 3 ) ,

2 0 % a n d 3 3 % o f H A V in o c u l u m s

w e r e r e c o v e r e d f r o m s t r a w b e r r y s a m p le s
,
w h i l e o n ly 3% a n d 12 % w e r e r e c o v e r e d f r o m

t o m a t o s a u c e s a m p l e s (T a b l e s 4 . 4 . 10 a n d 4 . 4 . 1 1 ) . P B S p o s i t iv e c o n t r o l s
,
t o m a t o s a u c e

,
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a n d s t r a w b e r r y s a u c e s a m p le a l l p r e s e n t e d l i t t l e t o n o in h i b i t i o n t o r e a lt i m e R T - P C R , a n d

s h o w e d t h a t t h e 1 0
,
0 0 0 - f o l d s a m p l e c o n c e n t r a t i o n w o u l d n o t a dv e r s e l y a f f e c t v i r u s

d e t e c t i o n

O y s t e r s a m p l e s p r o c e s s e d a n d a s s a y e d b y t h e s e m e t h o d s p r o v e d c h a l le n g i n g t o b o t h

r e c o v e r y a n d d e t e c t i o n o f H A V . W h e n o y s t e r s a m p l e s w e r e i n o c u l a t e d w i t h a s m u c h a s 1

X 10
^
P F U H A V a n d p r o c e s s e d (F i g u r e 4 . 4 . 5 , s t e p s 14 - 2 3 ) , t h e y f a i l e d t o g i v e p o s i t iv e

s i g n a l s b y r e a lt i m e R T - P C R . P E G p e l l e t s f r o m o y s t e r s a m p l e s w e r e la r g e r t h a n f o r o t h e r

f o o d s ,
a n d w h e n r e s u s p e n d e d w o u l d a t t i m e s c l o g t h e R N A e x t r a c t i o n s p i n c o l u m n s

,

w h i c h c o u l d a c c o u n t f o r l o w v i r u s r e c o v e r i e s . T o a d d r e s s t h e p o o r s a m p l e q u a l i t y i n

o y s t e r s ,
l a t e r e x p e r i m e n t s u s e d c h l o r o f o r m ( 1 :2 v o h v o l ) d u r i n g e l u t i o n o f i n i t i a l f o o d

e lu a t e s t o p u r i f y e x t r a c t s . T h e c h a r a c t e r i z a t io n o f o y s t e r a n d o t h e r f o o d - i n h i b i t o r s t o R T -

P C R w i l l b e c o v e r e d f u r t h e r i n s e c t i o n 5 . 3 . 1 .

5 .
2

. 3 C o m p a r i n g r e c o v e r i e s o f H A V t o c o l i p h a g e M S2

H A V a n d c o l i p h a g e M S2 a r e s i m i l a r in s i z e
, s h a p e , a n d t y p e o f g e n e t i c m a t e r i a l ; b o t h a r e

n o n - e n v e l o p e d , p o s i t i v e - s e n s e s in g l e s t r a n d e d R N A v i r u s e s . T h e H A V g e n o m e
,
a t 7 . 5 k b

i n l e n g t h ,
i s m o r e t h a n t w i c e a s l o n g a s t h e ~ 3 . 5 k b M S2 g e n o m e . H A V i s a n e n t e r i c

h u m a n v ir u s
,
i n f e c t i n g h u m a n a n d s o m e p r i m a t e s p e c i e s , w h i l e M S 2 i s a F

^

R N A

c o l i p h a g e f r o m t h e L e v i v i r i d a e f a m i l y t h a t i n f e c t s E c o l i . B o t h v i r u s e s c a n b e q u a n t i f i e d

b y t h e i r a b i l i t y t o i n f e c t a h o s t a n d c r e a t e p l a q u e s ,
o r by a m p l if i c a t i o n o f g e n e t ic

s e q u e n c e s w it h i n t h e R N A b y R T - P C R I n b e n c h e x p e r i m e n t s , c o l ip h a g e M S2 i s u s e d

b e c a u s e it i s a n e a s y , q u ic k , a n d m o d e l o r s u r r o g a t e f o r e n t e r i c v i r u s e s . M S 2 h a s w e l l

d o c u m e n t e d r e s i s t a n c e t o c h e m i c a l s , h e a t , s u n l i g h t ,
u l t r a - v i o l e t l i g h t , c h l o r in a t i o n , a n d

w a t e r a n d w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s (G r a b o w 2 00 1 ) . I n t h e fi e l d
,
M S 2 i s
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e n u m e r a t e d f r o m e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s
,
i n c l u d i n g f o o d s , a s a f e c a l in d i c a t o r v i r u s

(S o b s e y , B a t t i g e l l i e t a l . 19 9 5 ; H s u
,
S h i e h e t a l . 2 0 02 ) .

I n t h i s s t u d y ,
H A V a n d M S2 w e r e i n o c u l a t e d t o g e t h e r i n m a n y e x p e r i m e n t s .

A n a l y s i s b y

i n f e c t i v i t y s h o w s t h a t H A V a n d M S2 w e r e e l u t e d f r o m f o o d s a m p l e s w i t h s i m i l a r

e ffi c i e n c y (F i g u r e 4 . 2 . 6 5 8% ± 3 2 f o r H A V ; 7 6% ± 16 f o r M S 2 ) , b u t w h e n l a t e r

c o n c e n t r a t e d b y P E G p r e c i p it a t i o n
,
M S 2 w a s r e c o v e r e d i n s i g n if i c a n t l y h i g h e r a m o u n t s

(F i g u r e 4
. 2 . 6 17 % ± 5 . 5 f o r H A V ; 6 5% ± 6 . 9 f o r M S 2 ) . W h e n M S2 w a s i n o c u l a t e d

i n t o t o m a t o s a u c e o r s t r a w b e r r i e s p r o c e s s e d b y a c id - a d s o r p t i o n e l u t i o n a n d a s s a y e d f o r

i n f e c t iv i t y (F i g u r e 4 4 . 1 1) , r e c o v e r i e s w e r e > 1 0 0% (T a b l e 4 . 4 . 1 5 ) ,
w h i l e i n f e c t i o u s H A V

w a s n e v e r r e c o v e r e d f r o m p r o d u c e i n a m o u n t s g r e a t e r t h a n 4 - 5% (T a b l e 4 . 4 . 16 ) .

S o m e o f o u r d a t a f r o m t h e s e e x p e r i m e n t s w i t h b o t h F LA V a n d M S2 s u g g e s t t h a t H A V c a n

b e d e t e c t e d a t l o w e r s e e d i n g l e v e l s t h a n M S 2 . H o w e v e r , t h e s e d a t a m u s t b e i n t e r p r e t e d

w it h c a u t io n b e c a u s e H A V w a s de t e c t e d b y R T - P C R b u t M S2 w a s o n l y de t e c t e d b y a

p l a q u e a s s a y . I n a l l c a s e s ,
i n f e c t io u s M S 2 w a s m o r e e a s i ly r e c o v e r e d f r o m f o o d s i n

g r e a t e r a m o u n t s t h a n w a s i n f e c t i o u s H A V
,

r e g a r d l e s s o f t h e m e t h o d . H o w e v e r ,
t h e

r e l a t i v e r e c o v e r y o f M S 2 a n d H A V w a s n o t q u a n t i fi a b l e b y t h e s a m e a s s a y m e t h o d s

b e c a u s e o n l y i n f e c t i v i t y a n d n o t n u c l e i c a c i d a s s a y m e t h o d s w e r e e m p l o y e d f o r M S 2 .

M S 2 r e c o v e r ie s c a n b e c o m p a r e d t o H A V r e c o v e r i e s i n o n l y s o m e s t e p s o f t h e p r o c e s s i n g

a n d r e c o v e r y m e t h o d s o f t h i s s t u d y d u e t o t h e l i m i t a t i o n s o f t h e a s s a y m e t h o d s e m p l o y e d .

H e n c e
,
M S 2 w a s a p r a c t i c a l a n d c o s t e f f e c t i v e a l t e r n a t iv e v ir u s f o r w h i c h t o d e v e l o p o r

t r o u b le s h o o t v i r u s r e c o v e r y m e t h o ds . H o w e v e r i t c a n n o t b e u s e d t o v a l i d a t e h u m a n
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e n t e r i c v i r a l r e c o v e r y m e t h o d s f o r p a t h o g e n s s u c h a s H A V . T h i s i s b e c a u s e t h e a s s a y

m e t h o d s w e r e d i f f e r e n t a n d t h e y w e r e n o t c o m p a r e d f o r b o t h v i r u s e s .

5 . 3 D e t e c t i n g v i r u s e s

H A V a n d c o l i p h a g e M S 2 w e r e d e t e c t e d u s i n g i n f e c t i v it y a s s a y s a n d H A V w a s a l s o

d e t e c t e d u s i n g t h r e e m o l e c u l a r t e c h n i q u e s : c o n v e n t i o n a l R T - P C R
,
n e s t e d R T - P C R ,

a n d

r e a l t i m e R T - P C R . D e t e c t i n g i n f e c t i o u s v i r u s e s i s u s e f u l i n d e t e r m i n i n g t h e e f f i c a c y f o o d

d i s i n f e c t i o n (s u c h a s p a s t e u r i z a t i o n ) ,
a n d i s o n e w a y t o a p p ly t h e c u r r e n t s t u d y t o t h e

f o o d i n d u st r y . T h e p r a c t i c a l d e t e c t i o n l i m i t o f H A V i n c e l l c u lt u r e
,
u s i n g F R H K c e l l s ,

w a s 1 p l a q u e p e r 0 2 0 0 m l i n o c u lu m o n 6 0 m m c e l l c u l t u r e d i s h e s . C o l i p h a g e M S2 w a s

a s s a y e d b y a d o u b l e a g a r l a y e r m e t h o d w i t h a d e t e c t i o n l i m it o f 1 p l a q u e p e r 0 . 1 m l

i n o c u l u m o n 10 0 m m di s h e s . M o l e c u l a r de t e c t i o n i s a n o t h e r m o r e s e n s i t i v e m e t h o d t o

d i v u l g e t h e p a t h o g e n i c v i r o l o g ic a l c o n t e n t o f f o o d s . M o l e c u l a r d e t e c t i o n i s u s e f u l i n

f o o d b o m e o u t b r e a k in v e s t i g a t io n s i n v o lv in g m o l e c u l a r e p i d e m i o l o g y ,
a n d v i r u s s o u r c e

t r a c k i n g . U n l i k e i n f e c t i v it y a s s a y s ,
R T - P CR b a s e d m o l e c u l a r d e t e c t io n m e t h o d s c a n o n ly

p r o v i d e i n f o r m a t i o n o n t h e a m o u n t o f v i r a l n u c l e i c a c i d s a n d n o t i n f o r m a t i o n o n v i r u s

i n f e c t iv it y .
T h e C o n v e n t i o n a l R T - P C R w it h a O n e St e p p r o c e d u r e u s e d 2 5 ^ 1 r e a c t i o n

v o l u m e
,
2 . 5 ji l o f t e m p l a t e ( s a m p l e ) RN A

,
a n d p r i m e r s a m p l if y i n g a 1 9 2 bp l e n g t h

s e gm e n t o f t h e H A V g e n o m e c o n n e c t i n g t h e V P l a n d V P S c a p s i d p r o t e in s (S c h w a b e t

a l . , 1 9 9 5 ) . T h e e n d p o in t o f d e t e c t io n o f H A V in a s t o c k v i r u s p r e p a r a t i o n o f p a r t i a l l y

p u r i f i e d c e l l c u l t u r e e x t r a c t w a s a t t h e 1 0
" ^ d i l u t i o n (F i g u r e 4 . 2 . 7 ) , c o r r e s p o n d i n g t o a

d e t e c t i o n l i m i t o f 0 . 5 P F U p e r r e a c t i o n a n d a r a t i o o f 3 8 R T P C R :P F U . T h e r e l a t i o n s h i p

b e t w e e n i n f e c t io u s p a r t i c l e s a n d R T - P C R a mp l i f i a b l e p a r t i c l e s e st im a t e d i n t h i s s t u d y i s

s im i l a r t o r a t i o s o f 2 5 : l (C a s t e e l 2 0 0 1 ) a n d 2 3 : 1 ( Sc h w a b ,
2 0 00 ) p r e v io u s l y r e p o r t e d .
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N e s t e d R T - P C R w a s 1 l o g m o r e s e n s i t i v e t h a n c o n v e n t i o n a l R T - P C R f o r v ir u s d e t e c t i o n .

N e s t e d f i r s t r o u n d a m p l i f i c a t i o n u s e d a s i m i l a r O n e S t e p p r o t o c o l a s f o r c o n v e n t i o n a l R T -

P CR ,
t h e n 1 (i l o f fi r s t r o u n d p r o d u c t p l u s a H o t St a r T a q m a s t e r m i x f o r s e c o n d r o u n d

"
n e s t e d

"
a m p l i f i c a t io n . P r i m e r s s p a n n e d t h e c o n s e r v e d V P 1 - V P 3 c a p s i d r e g i o n o f t h e

H A V g e n o m e (H u t i n , P o o l e t a l . 1 9 9 9 ) . A l o w e r d e t e c t i o n l i m i t o f 0 . 0 2 P F U p e r r e a c t i o n

w a s o b s e r v e d i n n e s t e d p r o d u c t s (F i g u r e 4 . 3 . 1) . B a s e d o n t h e i n f e c t iv i t y o f t h e s t o c k o f

H A V a mp l i fi e d i n n e s t e d R T - P C R
,
a n d a s s u m i n g t h e fi n a l v i s i b le b a n d i n t h e n e s t e d

a s s a y c o n t a i n s 1 R T - P C R u n i t , a r a t i o o f 5 0 R T P CR rP F U w a s e st i m a t e d .

T h e d e t e c t i o n l i m it o f r e a l t i m e R T - P C R i n a Sm a r t C y c l e r w a s 0 . 2 8 P F U p e r r e a c t i o n
,

s i m i l a r t o c o n v e n t i o n a l R T - P C R a n d fi r s t r o u n d p r o d u c t s o f n e s t e d R T - P C R . B u t
,
t h e

e f fi c i e n c y o f a r e a c t i o n a n d t h e s l o p e o f a d i l u t i o n s e r i e s o f r e a c t i o n s
,
n o t t h e d e t e c t i o n

l im it a r e m o r e i m p o r t a n t f o r g e n e r a t i n g s t a n d a r d c u r v e s a n d q u a n t i f y i n g u n k n o w n

s a m p l e s . S t a n d a r d c u r v e s w e r e g e n e r a t e d by R T - P CR a mp l i fy i n g 2 . 5 |a l t o 5 ^ 1 o f s e r i a l

t e n f o l d d i l u t i o n s o f s t o c k H A V o f k n o w n c o n c e n t r a t i o n i n 2 0 p i r e a c t i o n v o l u m e s . A l l

s t a n da r d c u r v e s w e r e v a l i d a t e d b y c o m p a r i s o n w i t h a
"

p e r f e c t
"

s t a n d a r d c u r v e h a v i n g > 5

s e r i a l t e n f o l d s a m p l e d i l u t i o n s , a r e a c t io n e f f i c i e n c y
= 1

,
a n d a s l o p e c o e f f i c i e n t = 1 .

S t a n d a r d c u r v e s u s e d i n t h i s s t u d y m o s t n e a r l y a p p r o x im a t e d
"

p e r f e c t
"

st a n d a r d c u r v e s
,

w i t h > 4 s e r i a l t e n f o l d d i l u t i o n s
,
a n d r e a c t i o n e f fi c i e n c i e s r a n g i n g f r o m 0 . 8 5 t o 1 . 0 3 , a n d

s l o p e c o e f fi c i e n t s r a n g i n g f r o m 0 . 9 6 t o 1 . 0 0 (T a b l e 4 . 3 . 1 ) .
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5 , 3 . 1 S a m p l e q u a l i t y a n d v i r u s d e t e c t i o n m e t h o d s : a s t u d y o f i n h i b i t o r s i n R T - P C R

a n d c y t o t o x i c i t y i n c e l l c u l t u r e

E x p e r i m e n t s w e r e d e s i g n e d t o c h a r a c t e r i z e f o o d - b a s e d in h i b i t o r s t o R T - P C R a n d

c y t o t o x i c it y t o c e l l c u l t u r e . F o r e x a m p l e ,
s a m p l e s n o t i n i t i a l l y s e e d e d w i t h v i r u s e s w e r e

g e n e r a t e d u s i n g b o t h e l u t i o n a n d a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d s , t h e n i n o c u l a t e d w i t h a

k n o w n q u a n t i t y o f v i r u s , a n d t h e n f u r t h e r p r o c e s s e d f o r v ir u s d e t e c t i o n in p a r a l l e l w i t h

p o s i t i v e c o n t r o l s a m p l e s t o c h a r a c t e r i z e t h e p e r f o r m a n c e a n d v a l i d a t e a d e t e c t i o n m e t h o d .

C y t o t o x i c i t y w a s s t u d ie d d u r i n g a n e l u t i o n m e t h o d b y a dd i n g 2 9 00 P F U H A V t o i n it i a l l y

u n s e e d e d o y s t e r e l u a t e s (s t e p s 1 - 1 0 in F i g u r e 4 . 2 . 8 ) o r i n it i a l ly u n s e e d e d
,
r e s u s p e n d e d

P E G p r e c i p i t a t e s (s t e p s 1 - 19 in F i g u r e 4 2 8 ) . T h e n
,
t h e s e s a m p l e s w e r e e it h e r d i l u t e d in

P B S o r w e r e f u r t h e r d i l u t e d i n f o o d e l u a t e o r r e s u s p e n d e d PE G p r e c i p i t a t e o f t h e f o o d
,

a n d p o r t i o n s w e r e a n a l y z e d b y in f e c t i v it y a s s a y . F o o d s a m p l e s d i l u t e d i n P B S , h a d n o

c y t o t o x i c i t y a n d a l l o w e d f o r de t e c t i o n o f t h e c a l c u l a t e d t h e o r e t i c a l o r e x p e c t e d v i r u s

s e e d i n g l e v e l f o r e a c h t e n f o l d di l u t i o n (T a b l e 4 . 2 . 4 ) . O y s t e r s a m p l e s s e e d e d w i t h H A V

a n d d i l u t e d in v i r u s f r e e o y s t e r e l u a t e s h a d s i g n i fi c a n t c y t o t o x i c i t y ,
s u c h t h a t e i t h e r

p l a q u e s w e r e n o t v i s i b l e
,
o r c o u n t s w e r e w e l l b e l o w e x p e c t e d r e s u lt s . U n s e e d e d o y s t e r

s am p l e s d i l u t e d i n P B S a n d a m p l i fi e d by c o n v e n t i o n a l R T - PC R w e r e d e t e c t e d w i t h 1 l o g

g r e a t e r s e n s i t i v i t y t h a n o t h e r s a m p l e s , a lt h o u gh H A V R N A w a s n o t d e t e c t e d i n a n y

s a m p le c o n t a i n i n g < 2 9 0 P F U i n R N A e x t r a c t s (T a b l e 4 . 2 . 4 a n d F i g u r e 4
.
2 . 9 ) .

F r o m t h e s e e x p e r i m e n t s it w a s c o n c lu d e d t h a t s a mp l e q u a l it y f r o m a l k a l i n e e l u t io n

m e t h o d s i s s o p o o r a s t o u n d e r e s t i m a t e v i r u s t i t e r s o f u n d i l u t e d s a m p l e s i n b o t h i n f e c t i v i t y

a n d R T - P C R a s s a y s . I m p o r t a n t l y ,
s a m p l e d i l u t i o n w i l l m i t i g a t e c y t o t o x i c i t y t o c e l l
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c u l t u r e , b u t n o t t o R T - P C R , p r e s u m a b l y b e c a u s e o y st e r s c o n t a i n s t r o n g e r i n h i b i t o r s t o t h e

m o l e c u l a r d e t e c t i o n m e t h o d . T h e t h e o r e t i c a l d e t e c t i o n l im it o f c e l l c u l t u r e
,
b e i n g 1

p l a q u e f o r m i n g u n i t , w a s m o r e s e n s i t i v e t h a n c o n v e n t i o n a l R T - P C R fo r d e t e c t i n g H A V i n

o y s t e r s a ft e r r e c o v e r y b y a l k a l in e e l u t i o n m e t h o ds . H o w e v e r
,
f r o m a p r a c t i c a l

s t a n d p o i n t , it i s t h e n u c l e i c a c i d m e t h o ds t h a t w i l l b e e m p l o y e d i n f i e l d s a m p l e a n a l y s i s

a n d f o r w h i c h s e n s i t i v e a n d e f f i c i e n t s a m p l e p r o c e s s i n g a n d v i r u s a n d v i r a l n u c l e i c

r e c o v e r y , p u r i fi c a t i o n a n d c o n c e n t r a t i o n m e t h o d s n e e d t o b e de v e l o p e d .

I n a g r e e m e n t w i t h t h e r e s u l t s o f p r e v i o u s i n v e s t i g a t o r s , f o o d s p r o c e s s e d b y a c id -

a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d s ha d l e s s f o o d - b a s e d in h i b i t o r s t o R T - P C R t h a n t h o s e

p r o c e s s e d b y e l u t io n m e t h o d s (S h i e h ,
C a l c i e t a l . 1 9 9 9 ) , e v e n t h o u g h a c i d - a d s o r p t io n

m e t h o d s i n v o l v e d d r a m a t i c ( 1 ,
0 0 0 t o 1 0

,
0 0 0 - f o l d ) s a m p l e c o n c e n t r a t i o n s (r e d u c t i o n in

s a m p l e v o l u m e s ) T h e s u c c e s s f u l r e m o v a l o f R T - P C R i n h i b i t o r s i n f o o d s w a s a c h ie v e d

u s i n g m e t h o d s c o m m o n i n p l a n t v i r o l o g y . I n a s e r i e s o f e x p e r i m e n t s
,
t o m a t o s a u c e

,

s t r a w b e r r y ,
a n d o y s t e r s a m p l e s n o t s e e d e d w i t h v i r u s e s w e r e p r o c e s s e d by a c i d -

a d s o r p t i o n e l u t i o n . T h e s e u n s e e d e d
, p r o c e s s e d s am p l e s w e r e R N A e x t r a c t e d a n d t h e n

s e e d e d w i t h a s e r i e s o f d i l u t i o n s o f H A V R N A f o r d e t e c t i o n by n e s t e d a n d r e a l t im e R T -

P C R . N e s t e d R T - P C R w a s l e s s a f f e c t e d b y f o o d - b a s e d i n h i b i t o r s a n d g a v e 1 l o g m o r e

s e n s it i v e d e t e c t i o n t h a n d i d r e a l t im e R T - P C R .

W h e n 7 . 5 g r a m s o f f o o d w a s p r o c e s s e d a s 5 u l o f t e m p l a t e i n o n e 2 5 u l r e a lt im e R T - P C R

r e a c t i o n
,
1% a n d 8% o f s e e d e d in o c u l u m s w e r e d e t e c t e d in t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r y

s a m p l e s ,
w h i l e u s i n g n e s t e d R T - P C R f o r s i m i la r u n d i lu t e s a m p l e v o lu m e s , v i r u s R N A
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w a s d e t e c t e d w it h s t r o n g b a n d s o f a m p l i f i e d D N A (F i g u r e s 4 . 4 . 9 a n d 4 . 4 . 1 0 ) . R e a l t i m e

R T - P C R o f H A V in t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r i e s s h o w e d m in i m a l i n h i b i t i o n w h e n

R N A w a s a s s a y e d a s 1 : 10 d i lu t io n s in w a t e r , b u t p r e f e r a b l y , s a m p l e s s h o u l d b e p r o c e s s e d

a s s e r i a l d i l u t i o n s f r o m u n d i lu t e d t o t h e 1 : 1 0 0 d i l u t i o n (F i g u r e 4 . 4 . 8 ) . O y s t e r s a m p l e s

g a v e n o i n h i b i t io n t o r e a lt i m e R T - P C R w h e n s a m p l e R N A w a s d i l u t e d > 1 : 1GO i n w a t e r

(T a b l e 4 . 3 . 9 ) ,
b u t s a m p le s w e r e n o t p r o c e s s e d i n p a r a l l e l f o r a n a l y s i s w i t h n e s t e d R T -

P C R . A l t h o u g h n e s t e d R T - P C R d o e s n o t q u a n t i f y v i r u s l e v e l s l i k e r e a l t i m e R T - P C R
,

n e s t e d a s s a y s a r e m o r e s e n s it i v e a n d t h e m o le c u l a r d e t e c t i o n m e t h o d o f c h o i c e w h e n

u s i n g s a m p l e s w i t h k n o w n PC R in h i b i t o r y m a t e r i a l . W e c o n c l u d e t h a t n e w a n d i m p o r t a n t

in f o r m a t i o n o n f o o d - b a s e d i n h i b i t o r s , s a m p l e q u a l i t y , a n d a d v a n c e s in v i r u s r e c o v e r y ,

c o n c e n t r a t io n a n d p u r i fi c a t i o n m e t h o d s w a s d e v e l o p e d f r o m t h e s e s t u d i e s . E x p e r i m e n t s

e m p l o y i n g s am p l e p r o c e s s i n g a n d s u b s e q u e n t r e a l t im e R T - PCR t i t r a t i o n s o f v i r u s e s

a d d e d a t l a t e r p r o c e s s i n g s t e p s t o t h e s e s a m p l e s w a s a s u c c e s s f u l a p p r o a c h . .

F u r t h e r m o r e , n o w h e r e i n t h e p u b l i s h e d l i t e r a t u r e c o u l d w e fi n d r e a l t i m e (R T )P C R u s e d

s y s t em a t i c a l l y a s a p r e d i c t i v e t o o l t o a n a l y z e s a m p l e q u a l it y in r e l a t i o n t o R T - P C R

d e t e c t i o n .

5 . 3 . 2 L i m i t s o f d e t e c t i o n o f A l k a l i n e e l a t i o n a n d A c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d s

S e e d i n g o f H A V a n d M S2 in t o o y s t e r s ,
t o m a t o s a u c e

, a n d b l e n d e d s t r a w b e r r i e s a t l o w

in p u t l e v e l s w a s e m p l o y e d t o d e t e r m i n e t h e l o w e r l i m i t s o f v ir u s d e t e c t i o n by t h e

d e v e l o p e d m e t h o d s . F o r t h e a l k a l i n e e l u t i o n m e t h o d s w h e n 3 0 g r a m s o f b l e n d e d

s t r a w b e r r i e s o r 3 0 g r a m s o f t o m a t o s a u c e w e r e s e e d e d w i t h > 8 , 0 0 0 P F U H A V
,
t o g i v e a

fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f > 5 3 3 P F U / g r a m ,
t h e a dd e d H A V w a s e l u t e d a n d P E G

c o n c e n t r a t e d t o 2 m l
,
w i t h 1 4 0 u l R N A e x t r a c t e d a n d 2 . 5 u l d e t e c t a b l e b y R T - PC R a n d
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g e l e l e c t r o p h o r e s i s . T h e l o w e r d e t e c t i o n l im it o f H A V f o r a m u l t i p l e e l u t i o n a n d P E G

m e t h o d w a s n o t d e t e r m i n e d b e c a u s e s e e d i n g l e v e l s o f 1
,
0 0 0 P F U a n d 10 0 F PU i n t o m a t o

s a u c e ,
s t r a w b e r r y ,

a n d o y s t e r s a m p l e s g a v e n o d e t e c t i o n i n c o n v e n t i o n a l O n e S t e p R T -

P C R (F i g u r e s 4 . 2 . 1 1 a n d 4 . 2 . 1 2 ) .

U s i n g a n a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o d ,
H A V i s r e c o v e r e d

,
P E G c o n c e n t r a t e d t o 2 m l ,

14 0 u l i s R N A e x t r a c t e d , a n d t h e n 2 5 u l o f t e m p l a t e i s R T - P C R a m p l ifi e d b y

c o n v e n t i o n a l O n e S t e p R T - P C R . A m p l i c o n s f r o m t h e a b o v e m e t h o d a r e d e t e c t e d i n g e l

e l e c t r o p h o r e s i s u p t o t h e 1 : 10 0 f o l d d i l u t i o n (F i g u r e 4 . 4 . 1 3 ) w h e n 1
,
0 0 0 P F U i s i n i t i a l ly

s e e d e d i n 3 0 g r a m s o f f o o d a t a c o n c e n t r a t i o n o f 32 P F U /g r a m in t o m a t o s a u c e a n d 3 6

P F U / g r a m i n h o m o g e n i z e d s t r a w b e r r i e s (F i g u r e 4 . 4 . 12 ) . T e n f o l d l o w e r s e e d in g a t 1 00

P F U H A V i n 3 0 g r a m s o f h o m o g e n i z e d s t r a w b e r r i e s (3 . 6 P F U /g r a m ) g a v e a w e a k

p o s it i v e b a n d b y g e l e l e c t r o p h o r e s i s (b u t n o t c o n f i r m e d b y s o u t h e r n h y b r i d i z a t i o n ) .

U s i n g a r e v i s e d a c i d a d s o r p t i o n m e t h o d (F i g u r e 4 . 4 . 14 ) w i t h s im i l a r s a m p l e e lu t i o n a n d

P E G c o n c e n t r a t i o n
,
b u t a 4 m l R N A e x t r a c t io n p l u s i s o p r o p a n o l n u c l e i c a c i d

p r e c ip i t a t io n , a n d 5 u l o f t e m p l a t e a m p l i fi e d i n n e s t e d R T - P C R
,
H A V i n it i a l l y s e e d e d a t

4 2 0 P F U p e r 3 0 g r a m s o f t o m a t o s a u c e ( 1 4 P F U /g r a m ) , b u t n o t lo w e r in i t i a l i n o c u l u m s o f

1 . 4 P F U / g r am o r 0 . 1 4 P F U /g r am , w a s d e t e c t e d b y g e l e l e c t r o p h o r e s i s . H o w e v e r
,

s t r a w b e r r y s a m p l e s i n o c u l a t e d w i t h < 6 30 P F U H A V i n 3 0 g r a m s o f b l e n d e d s t r a w b e r r i e s

o r (< 2 1 P F U / g r a m ) a n d p r o c e s s e d w i t h t h e s a m e r e v i s e d m e t h o d (F i g u r e 4 . 4 . 14 ) w e r e

n o t d e t e c t e d b y n e s t e d R T - P C R . L e g g i t t a n d Ja y k u s (2 0 0 0 ) f o u n d s i m i l a r l o w e r d e t e c t i o n

l im i t s in p r o d u c e , d e t e c t i n g H A V R N A w it h i n it i a l s e e d i n g c o n c e n t r a t io n s a s l o w a s 2 0

PF U / g r a m i n i n i t i a l f o o d s a m p l e s iz e s o f 5 0 g r a m s . A s in t h e p r e s e n t s t u d y ,
L e g g i t t a n d
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J a y k u s ( 2 0 0 0 ) h a d d i f fi c u lt y w it h s a m p l e q u a l i t y , h a v i n g t o d i l u t e R N A e x t r a c t s a s m u c h

a s 1 : 1GO t o a c h i e v e d e t e c t i o n i n n e s t e d R T - P C R . W o r k p r e s e n t e d a t t h e I n t e r n a t i o n a l

H e p a t i t i s Sy m p o s iu m 2 0 0 2 ,
A t l a n t a

, b y C r o m e a n s a n d c o l l e a g u e s h a s t h e l o w e s t

d e t e c t i o n l i m i t o f H A V i n p r o d u c e , w i t h s e e d i n g l e v e l s o f 1 0 P F U i n 2 83 g r a m s o f f r o z e n

s t r a w b e r r ie s (0 . 0 3 5 P F U /g r a m ) d e t e c t a b l e b y i m u n o c a p t u r e R T - P C R (C r o m e a n s e t a l . ,

p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n
,

u n p u b l i s h e d m a t e r i a l ) . T h e m e t h o d b y C r o m e a n s a n d

c o l l e a g u e s i s m o r e s e n s it i v e a t d e t e c t i n g H A V i n f r o z e n s t r a w b e r r i e s t h a n b o t h t h i s

s t u d i e s m e t h o d f o r d e t e c t i n g H A V , a n d a n y o t h e r m e t h o d u s e d t o r e c o v e r e n t e r i c v i r u s e s

f r o m c o n t a m i n a t e d f o o d s i n o u t b r e a k s (S h i e h ,
C a lc i e t a l . 1 9 9 9 ; S c h w a b

,
N e i l l e t a l .

2 0 00 ) . H o w e v e r , t h e a c i d a d s o r p t i o n m e t h o d o f t h i s s t u dy ,
a lt h o u g h n o t a s s e n s i t i v e , i s

c a p a b l e o f r e c o v e r in g H A V f r o m a w i d e r a n g e o f c o m p l e x f o o d s i n c l u d i n g o y st e r s
,

p r o d u c e
,
f r u it

,
a n d s a u c e s

I n t h i s H A V w a s r e c o v e r e d a n d d e t e c t a b l e i n 2 5 g r a m s o f o y s t e r s s e e d e d w i t h a s l it t l e a s

4 0 P F U H A V /g r a m u s in g a n a c i d - a d s o r p t io n e l u t i o n m e t h o d f o l l o w e d b y c o n v e n t i o n a l

R T - P C R a mp l i fi c a t io n . O t h e r r e s e a r c h e r s u s i n g a n a c i d - a d s o r p t i o n e lu t i o n m e t h o d h a v e

b e e n a b le t o de t e c t l o w e r i n o c u l u m s
,
i n c l u d i n g < 1 0 P F U o f s e e d e d H A V i n c l a m s (S u n e n

a n d S o b s e y 19 9 9 ) , a n d 1 P F U H A V / g r a m ( o r 3 33 P C R u n it s / g r a m ) i n i t i a l l y s e e d e d i n

o y s t e r s (M u l le n d o r e
,
S o b s e y e t a l . 2 0 0 1) . A c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n m e t h o ds h a v e a l s o

b e e n a p p l i e d s u c c e s s f u l l y i n r e c o v e r in g v i r u s e s d u r i n g t w o r e c e n t e n v i r o n m e n t a l

s a m p l i n g s t u d i e s o n m o l l u s k s i n S w i t z e r l a n d a n d S p a in (B e u r e t , B a u m g a r t n e r e t a l . 2 0 03 ;

S u n e n
,
C a s a s e t a l . 2 0 0 4 ) . E v e n t h o u g h B e u r e t a n d c o l l e a g e s (2 0 0 3 ) u s e d 9 % o f a n

o y s t e r s a m p l e (c o m p r i s in g 5 h o m o g e n iz e d o y st e r s t o m a c h s ) a s t e m p l a t e f o r R T - P C R
,
a
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s i g n i f i c a n t l im it a t i o n o f t h e e n v i r o n m e n t a l m o n i t o r i n g s t u d y i s t h a t t h e l o w e r d e t e c t i o n

l i m i t o f t h e a s s a y w a s n e v e r d e t e r m i n e d
,
t h e r e f o r e a b a s e l in e f o r v i r u s r e c o v e r y c a n n o t b e

e s t a b l i s h e d . S u n e n a n d c o l l e a g u e s d i d p r o v i d e a l o w e r d e t e c t io n l i m i t o f 6 0 0 - 12 0 0 P C R

u n i t s p e r g r a m o f c l a m . U s i n g 0 . 8 t o 1 g r am o f s am p le a s t e m p l a t e f o r n e s t e d - R T - P C R ,

o n ly 15 e n v i r o n m e n t a l l y c o n t a m i n a t e d s a m p l e s w e r e a n a ly z e d ,
t h u s p r o v i d in g l i t t l e m o r e

t h a n a p r o o f - o f - c o n c e p t f o r t h e e n v i r o n m e n t a l m o n i t o r i n g m e t h o d (2 00 4 ) .

5 . 4 R e c o m m e n d a t i o n o n p r a c t i c a l a s p e c t s o f p r o c e s s i n g s u s p e c t e d v i r a l l y

c o n t a m i n a t e d f o o d s a m p l e s

B a s e d o n t h e f i n d i n g s o f t h i s s t u d y ,
i t i s r e c o m m e n d e d t h a t s u s p e c t e d c o n t am i n a t e d f o o d s

f r o m o u t b r e a k s a n d t h o s e f r o m o t h e r s t u d i e s , s u c h a s m o n it o r i n g a n d s u r v e i l l a n c e , be

c o l l e c t e d a c c o r d i n g t o r o u t i n e s am p l i n g p r o c e d u r e s o u t l i n e d i n t h e F D A B a c t e r i o l o g i c a l

A n a l y t i c a l M a n u a l (B A M ) (F D A 2 00 3 ) a n d t h e I n t e r n a t i o n a l C o m m i s s i o n o n

M i c r o b i o lo g i c a l S p e c i f i c a t i o n s f o r F o o d s (I C M SF 19 86 ) . S a m p l i n g v a r i e s b y f o o d - t y p e ,

w i t h s o l i d
,

s e m i s o l i d
,

v i s c o u s , o r l i q u i d f o o d s . Sa m p l e s s ho u l d b e t r a n s p o r t e d t o a

l a b o r a t o r y i n t h e o r ig i n a l s t o r a g e c o n d i t i o n s ( f r o z e n
, r e f r i g e r a t e d , o r a t r o o m

t e m p e r a t u r e ) , a n d a n a l y z e d w it h i n 2 4 o r 3 6 h r s f o r s h e l l fi s h a n d r e f r i g e r a t e d f o o d s

r e s p e c t i v e l y (F D A 2 00 3 ) .

I n t h e m e t h o d s d e v e l o p m e n t e f f o r t s o f t h i s p r e s e n t s t u d y , g r e a t l e n g t h s w e r e t a k e n t o u s e

s i m p l e a n d r e l i a b l e m a t e r i a l s . A l l f o o d s am p l e s
,
s u c h a s s t r a w b e r r i e s , c h e r r y t o m a t o e s ,

h e a d l e t t u c e , p a s t a s a l a d
,
t o m a t o w i t h m e a t s a u c e

,
a n d o y s t e r s w e r e p r o c e s s e d w i t h o n e

u n i fi e d m e t h o d a n d a f e w s e le c t e d r e a g e n t s t h a t a r e r e a d i l y a v a i l a b l e . T h e m e t ho d s a l s o

e m p lo y e d r e a d i l y a v a i l a b l e k i t s a n d r e a g e n t s f o r n u c l e i c a c i d e x t r a c t i o n a n d
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a m p l i f i c a t i o n . H a v i n g o n e m e t l i o d
,
a l i m i t e d n u m b e r o f s i m p l e r e a g e n t s a n d m a t r e a i l s i n

t h e f o r m o f k i t s t o a n a l y z e a l l v i r a l l y c o n t a m i n a t e d f o o d s a m p l e s i s v a l u a b l e t o

l a b o r a t o r i e s . T h i s i s b e c a u s e it i s e a s i e r t o l e a r n a n d u s e a l i m i t e d n u m b e r o f m e t h o d s ,

r e a g e n t s a n d k i t s t h a n l e a r n i n g a n d a p p l y i n g m u lt i p l e a n d d i f f e r e n t m e t h o d s
,
i t r e d u c e s

p r o c e s s i n g t i m e f o r m u l t i p l e s a m p l e s ,
a n d it p r o v i d e s a s im p l e , u n i f i e d b a s i s f o r m e t h o d

v a l id a t io n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f r e c o v e r y e f f i c i e n c i e s . S t e p s o f t h e m e t h o d a r e a dj u s t e d

t o b e c o m p a t i b le w i t h a v a i l a b l e t e c h n o l o g y ,
s u c h t h a t c e n t r i f u g a t io n s p e e d s a r e l im it e d t o

s p i n s w i t h i n t h e r e a c h o f o r d in a r y l a b c e n t r i f u g e s . A s w e l l
,
e l u e n t s , b u f f e r s ,

r e a g e n t s , a n d

k it s a r e e a s y t o m a k e o r c a n b e p u r c h a s e d f r o m c o m m e r c i a l s o u r c e s (c o m p a n ie s ) .

5 . 4 . 1 H a n d l i n g T i m e a n d t i m e t o y i e l d r e s u l t s

H a n d l i n g t i m e a n d t i m e t o y i e l d r e s u lt s a r e a n i m p o r t a n t r e s p o n s e a n d c o s t c o n s i de r a t i o n s

f o r la b o r a t o r i e s p r o c e s s i n g v i r a l l y c o n t a m i n a t e d f o o d s am p l e s . V i r u s r e c o v e r y a n d / o r

s a m p l e q u a l it y o ft e n in c r e a s e w it h m o r e p e r s o n - h o u r s o f s a m p l e p r o c e s s i n g . H o w e v e r
,

t h e r e i s a n e e d t o p r o d u c e t i m e l y r e s u l t s f o r r e m e d i a l o r f u r t h e r p r e v e n t i v e a c t i o n . W i t h

t h a t in m i n d , t h e d u r a t i o n o f s e q u e n t i a l s t e p s f o r b o t h m e t h o d s i s l i s t e d b e l o w .

S e p a r a t i n g v i r u s e s fr o m fi ) o d - m a t r ix : A c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n t a k e s 3 t o 5 h o u r s t o

p r o c e s s 4 f o o d s a m p l e s t o t a l i n g 1 0 0 t o 4 00 g r a m s . A l k a l i n e e l u t i o n r e q u i r e s 2 t o 4 h o u r s

t o p r o c e s s i n g a s i m i l a r b a t c h . S u r f a c e c o n t a m i n a t e d p r o d u c e w o u l d r e qu i r e m u c h l e s s

t i m e t o p r o c e s s
, p o s s i b l y 1 - 2 h o u r s .

C o n c e n t r a t i n g a n d p u r ify i n g s a mp l e s : C o n c e n t r a t i n g s a m p l e v o l u m e s b y p o l y e t h y l e n e

g l y c o l (P E G ) r e q u i r e s a 4
°

C i n c u b a t i o n f o r e it h e r 2 t o 4 h o u r s o r o v e r n i g h t (2 4 h o u r s ) .
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f o l l o w e d b y a V2 h o u r c e n t r i f u g a t i o n . S a m p l e p u r i fi c a t i o n b y fl u o r o c a r b o n e x t r a c t i o n

t a k e s a n a d d i t i o n a l 2 h o u r s
,
b u t m a y b e p e r f o r m e d i n p a r a l l e l w it h s a m p l e e l u t i o n a s a

t i m e s a v i n g st e p

RNA e x t r a c t i o n a n d m o l e c u l a r d e t e c t i o n : R N A e x t r a c t i o n a n d c o n c e n t r a t i o n t a k e s f r o m 2

t o 6 h o u r s , a n d R T - P C R i n a t h e r m o c y c le r l a s t s 4 h o u r s p l u s a n h o u r f o r n u c l e i c a c i d

v i s u a l i z a t i o n b y e t h i d i u m b r o m i de s t a i n e d g e l e l e c t r o p h o r e s i s . A l l o w a n e x t r a 4 h o u r s o f

h a n d l in g t i m e , u s u a l l y o n a s e c o n d d a y , f o r a s e c o n d r o u n d n e s t e d o r h e m i - n e s t e d R T -

P C R a n d s u b s e q u e n t v i s u a l i z a t i o n b y g e l e l e c t r o p h o r e s i s . Qu a n t i t a t iv e R T - P C R l a s t s 9 0

m i n u t e s a n d m a y be s u b st i t u t e d f o r c o n v e n t i o n a l R T - P CR a n d g e l e l e c t r o p h o r e s i s

v i s u a l iz a t i o n .

S u m m a r y : A t y p i c a l a l k a l i n e e l u t i o n o r a c i d - a d s o r p t i o n e l u t i o n e x p e r i m e n t i n v o l v i n g 4

s a m p le s w o u l d t a k e b e t w e e n 10 t o 1 5 h o u r s o f h a n d s - o n t i m e sp a n n i n g 2 - 3 d a y s ,
i f

d e t e c t e d by c o n v e n t i o n a l R T - P C R . T h e s a m e s a m p l e s p r o c e s s e d f o r a n a ly s i s b y r e a l t i m e

P C R w o u l d t a k e o n ly V A t o 2 !/ 2 d a y s N e s t e d PC R w o u ld r e q u i r e a t o t a l p r o c e s s i n g a n d

a n a l y s i s t i m e o f 3 - 4 da y s . D e t e c t in g H A V b y c e l l c u lt u r e a d d s a n e x t r a 9 t o 1 0 d a y s

b e f o r e r e s u l t s a r e a v a i l a b l e . F u r t h e r m o r e
,
a p p l i c a t i o n t o fi e l d s a m p l e s w o u l d r e q u i r e a n

a d v a n c e d m e t h o d t o d e t e c t t h e v i r u s e s i n in o c u l a t e d c e l l c u lt u r e s , s u c h a s a n

i m m u n o a s s a y o r n u c l e i c a c i d d e t e c t i o n m e t h o d
,
d u e t o t h e a b s e n c e o f m i c r o s c o p i c a l l y

v i s i b l e CPE f o r a fi e l d s t r a i n o f H A V . N o r w a l k V i r u s a n d o t h e r n o r o v ir u s e s c a n b e

d e t e c t e d o n l y b y R T - P C R b e c a u s e n o n e h a v e b e e n s u c c e s s f u l l y c u l t u r e d in t h e

l a b o r a t o r y . C o m p a r i n g t h e m o s t s e n s i t i v e t e c h n o l o g i e s
,

o n e r e s e a r c h a n a l y s t c o u l d
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p r o c e s s t w i c e t h e n u m b e r o f s a m p l e s i n a l i t t l e o v e r a w e e k u s i n g r e a l t i m e P C R i n s t e a d

n e s t e d PC R . S u bj e c t i n g f o o d s a m p l e s t o v ir u s r e c o v e r y m e t h o d s c o m b in e d w it h r e a lt i m e

PC R w o u l d g i v e q u a n t i t a t i v e r e s u lt s f o r H A V a t le a s t a w e e k b e f o r e c e l l c u l t u r e

i n f e c t i v i t y a s s a y s .

5 . 4 . 2 S a m p l e n u m b e r a n d s a m p l e s i z e

S a m p l e n u m b e r
,
s a m p l i n g s i z e

,
a n d s a m p l i n g s c h e m e s a r e s t a t i s t i c a l l y d r i v e n p a r a m e t e r s

t h a t a l l o w a n a ly s t s t o m a k e p r e d i c t i o n s a b o u t a l a r g e r p o p u l a t i o n b a s e d o n t h e r e s u l t s o f a

s a m p l e p o p u la t i o n . F o r e x a m p l e ,
t h e p o p u l a t i o n m a y b e a l l s t r a w b e r r i e s g r o w n a t a f a r m

f e r t i l i z e d w it h n i g h t s o i l o r s e w a g e ,
a n d t h e p u b li c h e a l t h r i s k o f i n t e r e s t c o u l d b e

v i r o l o g i c a ! c o n t e n t o f t h e s t r a w b e r r i e s . T h e e q u a t i o n b e l o w d e t e r m i n e s t h e q u a n t i t y (n )

o f s t r a w b e r r i e s a r e s e a r c h e r s h o u ld s a m p le , b a s e d o n p
= t h e p r o b a b i l i t y o f h a v i n g 1

c o n t a m i n a t e d s t r a w b e r r i e s
,
a n d d = t h e p e r c e n t o f s t r a w b e r r i e s c o n t a m i n a t e d (R e im a n n ) .

E q u a t i o n 5 . 4 . 1 E q u a t i o n t o d e t e r m i n e s a m p l e s i z e o f a p o p u l a t i o n

P = 1 - ( 1 - d / 1 0 0 ) n

B e c a u s e l o w l e v e l s o f e n t e r i c v i r u s e s e x i s t i n e n v i r o n m e n t a l m a t r i c e s l i k e f o o d s t u f f s
,

l a r g e s a m p l e n u m b e r s a n d / o r l a r g e s a m p l e s i z e s a r e r e q u i r e d t o d e t e c t c o n t a m i n a t e d

p r o d u c t s w i t h a h i gh l e v e l o f c o n f i d e n c e . I f o n e a s s u m e s 10 % o f t h e s t r a w be r r i e s g r o w n

o n a f a r m a r e c o n t a m i n a t e d
,
a n d w e w a n t t o b e 9 5 % c e r t a i n o f fi n d i n g a c o n t a m i n a t e d

s t r a w b e r r y i f i t e x i s t s , w e s h o u l d s a m p l e 2 , 9 9 5 i n d i v i d u a l s t r a w b e r r i e s . I f o n e a s s u m e s a

h ig h e r p r o p o r t io n o f c o n t a m i n a t i o n
,
s a y 3 5 % o f s t r a w b e r r i e s w e r e c o n t a m i n a t e d

,
a n d o n e

s t i l l w a n t e d t o b e 9 5% c e r t a i n o f fi n d i n g a c o n t a m i n a t e d s t r a w b e r r i e s
,
t he s a m p le s iz e

w o u l d b e 85 4 s t r a w b e r r i e s . F r o m t h i s w e c a n a s s u m e s p o t c h e c k i n g v i r a l c o n t a m i n a t io n

i n s t r a w b e r r y c r o p s o r o t h e r f o o d s
,

e x c e p t p o s s i b l y c e r t a i n h i g h r i s k f o o d s , i s
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p r o h ib it i v e l y e x p e n s i v e a n d t i m e c o n s u m i n g . A l t h o u gh , g i v e n a n o u t b r e a k s i t u a t i o n

w h e r e a n e t i o l o g i c a l a g e n t a n d t r a n s m i s s i o n r o u t e i s i d e n t i fi e d b y e p i d em i o l o g i c a l

i n v e s t i g a t i o n
,
t e s t i n g r e p r e s e n t a t i v e s a m p l e s f r o m p r o p o s e d f o o d s w o u l d b e f e a s i b l e a n d

u s e f u l f o r c o n fi r m in g t h e s o u r c e o f e x p o s u r e .

W h e n d e c i d i n g u p o n a m e t h o d t o r e c o v e r v ir u s e s f r o m f o o d s ,
it i s i m p o r t a n t t o c o n s i d e r

t h e n u m b e r o f s a m p le s t h a t c a n b e p r o c e s s e d
,
a s w e l l a s t h e s a m p l e s i z e , c o n c e n t r a t i o n

f a c t o r
,

a n d t h e am o u n t o f s a m p l e a s s a y e d b y t h e d e t e c t i o n m e t h o d (r e f e r r e d t o a s a

p e r c e n t
,
s u c h a s

"
0 . 1% o f t h e s a m p l e v o l u m e w a s a s s a y e d i n c e l l c u l t u r e

,

"
o r a s a w e i g h t ,

s u c h a s
,

"
c e l l c u l t u r e i n o c u l u m s r e p r e s e n t e d 0 . 1 g r a m o f s a m p l e

"

) . I n t u i t i v e ly ,
m e t h o ds

t h a t c a n p r o c e s s l a r g e r (e . g . ,
5 0 t o 1 00 g r a m ) f o o d s a m p l e s s e e m p r e f e r a b l e t o t h o s e

p r o c e s s i n g s m a l l e r ( e g ,
1 0 t o 5 0 g r a m ) f o o d s a m p l e s ,

b u t s a m p l e w e i g h t a l o n e c a n b e

m i s l e a d i n g . I n o n e s t u d y , p o l i o v i r u s ,
n o r o v i r u s , a n d H A V w e r e s p i k e d t h e n r e c o v e r e d

f r o m a s m u c h a s 1 0 0 g r a m s o f f r u it o r v e g e t a b le s
,
b u t o n l y t h e e q u i v a l e n t o f 0 . 2 g r a m s o f

s a m p l e w a s a s s a y e d in o n e R T - P C R t u b e
,
w h i c h c o r r e s p o n d s t o 0 . 2 % o f t h e t o t a l s a m p le

(D u b o i s
,
A g ie r e t a l 2 0 02 ) . Su r p r i s i n g ly ,

a s im i l a r t r e n d e x i s t s a m o n g m a n y f o o d

v i r o l o g y s t u d i e s f o r w h ic h (R T )P C R i s t h e d e t e c t i o n m e t h o d . L e g g i t t a n d J a y k u s (2 00 0 )

r e c o v e r e d p o l i o v ir u s , n o r o v i r u s ,
a n d H A V f r o m 5 0 g r a m f o o d s a m p l e s , t h e n a s s a y e d 0 . 1 5

g r a m s o f h a m b u r g e r s o r 0 . 1 5 t o 0 . 0 1 5 g r a m s l e t t u c e i n o n e R T - P C R t u b e , c h a r a c t e r i z i n g

t h e v i r a l c o n t e n t in 0 . 3% t o 0 . 0 3 % o f t h e t o t a l s a m p l e (2 0 0 0 ) . W h e n S c h w a b a n d

c o l l e a g u e s r e c o v e r e d n o r o v i r u s a n d H A V f r o m 3 0 g r a m s o f d e l i m e a t
,
0 . 0 6 g r a m s o r

0 . 2 % o f t h e t o t a l s a m p l e w a s a s s a y e d in o n e R T - P C R t u b e .
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L a r g e o r b u l k s a m p l e s i z e s a r e u s e f u l t o c o n s i d e r f o r a n a l y s i s . H o w e v e r , t h e c u r r e n t

s t u d y f o c u s e d o n i n c o r p o r a t i n g r e l a t i v e l y la r g e p o r t i o n s o f t h e i n it i a l s a m p l e m a s s ( a s

g r a m s o r m l o f f o o d ) i n t h e R T - P C R a s s a y . I n o u r m e t h o d , a n e n t i r e 3 0 -

g r a m f o o d

s a m p l e c o u l d b e p r o c e s s e d f o r v i r u s r e c o v e r y ,
R N A e x t r a c t e d u s i n g a 4 m l s i l i c a - g e l -

b a s e d s p i n c o l u m n a n d c o n c e n t r a t e d t o 1 0 u l . A s m u c h a s 2 5% o f t h e s a m p l e ,
o r t h e

e q u i v a l e n t o f 7 . 5 g r a m s o f t o m a t o s a u c e o r b l e n d e d s t r a w b e r r i e s
,
c o u ld b e a s s a y e d f o r

v i r u s R N A f r e e o f i n h i b i t i o n i n o n e n e s t e d R T - PC R t u b e . T h i s r e p r e s e n t s a b o u t a 2 l o g i o

o r 10 0 - f o ld i n c r e a s e i n t h e a s s a y a b l e f r a c t i o n o f t h e i n it i a l s am p l e ,
a n d a b o u t a 1 l o g i o o r

10 - f o l d i n c r e a s e i n t h e in i t i a l g r a m s o f f o o d a s s a y e d p e r r e a c t i o n
, w h e n c o m p a r e d t o

s i m i l a r s t u d ie s u s i n g c o n v e n t i o n a l o r n e s t e d R T - P C R (L e g g it t a n d J a y k u s 2 0 00 ; S c h w a b
,

N e i l l e t a l . 2 0 00 ; D u b o i s
,
A g ie r e t a l . 2 0 02 ; H e w i t t a n d G r e e n i n g 2 0 0 4 ) .

T h e r e h a v e b e e n f e w st u d i e s u s i n g r e a l t i m e R T - P C R t o d e t e c t e n t e r i c v ir u s e s in f o o d s .

W he n p r o c e s s e d s a m p l e s o f t o m a t o s a u c e a n d s t r a w b e r r i e s w e r e a s s a y e d by r e a lt i m e R T -

P C R i n t h i s p r e s e n t s t u d y ,
t h e e q u i v a l e n t o f 0 . 7 5 g r a m s

,
o r 2 . 5% o f a n i n i t i a l 3 0 -

g r a m

f o o d s a m p l e w a s p r o c e s s e d i n h i b i t i o n - f r e e i n o n e t u b e . I n p r e v i o u s s t u d i e s b y o t h e r s , 1 5 0

t i m e s l e s s s a m p l e q u a n t i t y ,
o r t h e e q u i v a l e n t o f 0 . 0 0 5 g r a m s p e r t u b e w e r e a s s a y e d f o r

v i r u s e s b y r e a l t i m e R T - P C R (H e w i t t a n d G r e e n i n g 2 0 04 ) . V i r o l o g i c a l m e t h o d s g i v i n g

l a r g e a s s a y a b l e s a m p l e f r a c t i o n s o r p o r t i o n s c a n r e d u c e c o s t s a n d l a b o r b e c a u s e t h e y

m o r e e f f i c i e n c y e x a m i n e t h e s a m p l e o f i n t e r e s t a n d m a y u s e f e w e r r e s o u r c e s t o a c h i e v e a

m o r e s t a t i s t i c a l ly s o u n d r e p r e s e n t a t i o n o f t h e in c r im i n a t e d o r s u s p e c t f o o d t h a n o t h e r

m e t h o d s w it h s m a l l e r a s s a y a b le s a m p l e f r a c t i o n s o r p o r t io n s .
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5 . 5 F i n d s o f t h i s S t u d y a n d t h e S t a t e o f t h e S c i e n c e

B e n c h e x p e r i m e n t s w i t h e x p e r i m e n t a l l y s e e d e d f o o d s a m p l e s d o c u m e n t t h e a b i l i t y t o

r e c o v e r h u m a n e n t e r i c v i r u s e s f r o m m a n y f o o d s i n c l u d i n g s e a f o o d , m e a t s ,
v e g e t a b l e s ,

f r u it s , m i x e d f o o d s , s a u c e s
,

a n d b e v e r a g e s . H o w e v e r
,
in m o s t c a s e s

,
m e t h o d s c a n n o t

r e c o v e r v ir u s e s a t a c t u a l c o n t a m i n a t io n l e v e l s b e c a u s e t h e y c a n n o t s e p a r a t e ,
r e c o v e r a n d

d e t e c t a h i g h p e r c e n t a g e o f v i r u s e s f r o m f o o d s . R e c o v e r i n g e n t e r i c v i r u s e s f r o m s u r f a c e

c o n t a m in a t e d f o o d s i s l e s s c o m p l i c a t e d t h a n f r o m i n t e r n a l l y c o n t a m i n a t e d f o o d s , b u t i n

e i t h e r c a s e m o s t m e t h o d s c a n n o t e f f i c i e n t l y c o n c e n t r a t e v i r u s e l u a t e s f o r s u b s e q u e n t

e f fi c i e n t v i r u s d e t e c t i o n (J a y k u s 1 9 9 7 ) A d v a n c e s i n s e n s it i v e e n t e r i c v i r u s d e t e c t i o n by

m o l e c u l a r m e t h o d t h a t a m p l i f y a n d d e t e c t v ir a l n u c l e i c a c i d s h a v e o c c u r r e d f a s t e r t h a n

t h e d e v e l o p m e n t a n d i m p r o v em e n t o f m e t h o d s f o r v i r u s r e c o v e r y ,
c o n c e n t r a t i o n a n d

p u r i fi c a t i o n i n f o o d m a t r i c e s . P C R t e c h n o l o g y c a n d e t e c t t h e g e n o m e e q u iv a l e n t o f 1

v i r u s p a r t ic l e i n a c l e a n s a m p l e H o w e v e r , a m p l i fi c a t i o n o f v i r a l g e n o m i c n u c l e i c a c i d in

a f o o d - m a t r ix i s s t i l l i n e f fi c i e n t d u e t o f o o d - b a s e d i n h i b i t o r s t o t h e e n z y m a t i c r e a c t i o n s o f

(R T )P C R .

F e w i n v e s t i g a t i o n s h a v e b e e n a bl e t o l i n k t h e c o n s u m p t i o n o f c o n t a m i n a t e d f o o d s t o v i r a l

g a s t r o e n t e r it i s o u t b r e a k s o r v i r a l h e p a t i t is o u t b r e a k s
,

a n d f e w e r s t i l l h a v e r e c o v e r e d

e n t e r i c v ir u s e s f r o m s u s p e c t e d f o o d s . (H u t i n
,
P o o l e t a l . 19 9 9 ; S h i e h , C a l c i e t a l . 1 9 9 9 ;

B e r g ,
K o h n e t a l . 2 0 0 0 ; D a n i e l s

,
B e r g m ir e - Sw e a t e t a l . 2 0 0 0 ; Sc hw a b

,
N e i l l e t a l . 2 0 0 0) .

M e t h o d s u s e d t o r e c o v e r e n t e r i c v i r u s e s f r o m f o o d s h a v e d e t e c t i o n l i m i t s o f 0 . 4 t o 4 P F U

H A V a n d 10 0 t o 1
,
0 0 0 p a r t i c l e s o f n o r o v i r u s i n f o o d s s u c h a s s e e d e d d e l i m e a t s

(S c h w a b , N e i l l e t a l . 2 0 00 ) , a n d 1 P F U / g r a m o f p o l i o v i r u s s e e de d in o y s t e r s (S h i e h ,
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C a l c i e t a l . 1 9 9 9 ) . T h e s e m e t h o d s a r e n o w a p p r o a c h i n g d e t e c t i o n o f t h e l e v e l s o f v i r u s e s

t h a t c o r r e sp o n d t o t h e v i r u s d o s e s a t w h i c h t h e r e i s a h i g h p r o b a b i l i t y o f i n f e c t i o n
,
i f

i n g e s t e d . T h e (R T - )P C R m e t h o d s n o w a v a i l a b l e c a n b e u s e d t o d e t e c t v ir u s - p o s it i v e

f o o d s a m p l e s , g e n o t y p e r e c o v e r e d v i r u s e s
,
a n d t h e r e b y a t t e m p t t o s h o w a g e n e t i c l i n k

b e t w e e n v i r u s e s r e c o v e r e d f r o m p a t i e n t s a n d v i r u s e s r e c o v e r e d f r o m o u t b r e a k f o o d s .

T h e e n t i r e e n d e a v o r i s e x p e n s i v e , t im e c o n s u m i n g ,
a n d i s n o w w e l l d o c u m e n t e d i n t h e

l it e r a t u r e T h e s e f e w p u b l i s h e d w o r k s t h a t a r e s u c c e s s s t o r i e s
,
i n d i c a t e a p r o m i s i n g

f u t u r e f o r t h e c o n t r i b u t i o n o f f o o d v i r o lo g y t o p u b l i c h e a l t h p r o t e c t i o n .
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6 C o n c l u s i o n s

■ C o m b i n i n g m u l t ip l e e lu t i o n s t e p s d o e s n o t y i e l d b e t t e r r e s u lt s f o r H A V r e c o v e r y ,

a n d e x p e r i m e n t s u s i n g s a m p l e s n o t i n i t ia l l y s e e d e d w i t h t e st v i r u s e s d e m o n s t r a t e d

t h a t o y s t e r m a t e r i a l a ft e r m u l t i p le e l u t io n a n d RN A e x t r a c t i o n s t i l l c o n t a i n e d

s i g n i fi c a n t i n h i b i t o r s t o R T - P C R .

■ H A V a n d c o l i p h a g e M S2 a r e e l u t e d f r o m o y s t e r s w i t h s im i l a r a n d h i gh r e c o v e r i e s

w it h 5 8% ± 3 2 % f o r H A V a n d 7 6 % ± 16 % f o r M S 2
.

H o w e v e r
,
H A V i s n o t

c o n c e n t r a t e d a s w e l l a s M S 2 b y p o l y e t h y l e n e g l y c o l (P E G ) p r e c ip i t a t i o n
,
w i t h

r e c o v e r i e s o f 1 7 % ± 5 . 5 % f o r H A V a n d 6 5% ± 6
. 9% f o r M S 2 ,

r e s p e c t i v e l y .

■ F o r s e m i - s o l i d
, p a r t i a l l y l i q u i d f o o d s s u c h a s t o m a t o a n d s t r a w b e r r y s a u c e o r

o y s t e r t i s s u e h o m o g e n a t e , a n a c i d - a d s o r p t io n e l u t i o n p r o c e d u r e i s e f f e c t i v e f o r t h e

r e c o v e r y o f h u m a n e n t e r i c v i r u s e s a n d c o l i p h a g e M S2 . H A V a n d c o l ip h a g e M S2

w e r e e f f i c i e n t l y a c i d - a d s o r b e d t o t h e s o l i d s o f f o o d s f o r s u b s e q u e n t v ir u s e l u t i o n .

I n t o m a t o s a u c e , 8 4 % (± 12 % ) o f H A V n u c l e i c a c i d s
,
6 7 ( ± 6 . 2 ) o f i n f e c t i o u s

H A V
,
a n d 9 3 % (± 1 . 0 ) o f i n f e c t i o u s M S 2 a d s o r b s t o p e l l e t e d s o l i d s . I n b l e n d e d

s t r a w b e r r i e s , 8 9 % (± 5 . 4 ) o f i n f e c t i o u s H A V , 8 7 % (± 5 . 6 ) o f H A V n u c l e i c a c i d s
,

a n d 99 % (± 0 . 3 ) o f i n f e c t io u s M S 2 a d s o r bs t o p e l l e t e d s o l id s .
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■ D i s s e c t e d o y s t e r s m a y b e u s e d in a n a l y s i s a n d a p r o t o c o l f o r d i s s e c t i o n d e v e l o p e d

i n t h i s s t u d y m a y b e e a s i l y l e a r n e d b y l a b o r a t o r y p e r s o n n e l .
H o w e v e r

, p r o c e s s e d

s a m p l e s f r o m d i s s e c t e d o y s t e r d i g e s t i v e s y s t e m s a r e m o r e i n h ib it o r y t o R T - P C R

d e t e c t i o n o f v i r u s e s t h a n a r e p r o c e s s e d e x t r a c t s f r o m w h o l e o y s t e r s . T h e r s e f o r e ,

d i s s e c t i o n m a y n o t g r e a t ly i n c r e a s e t h e a b i li t y t o a n a ly z e o y s t e r s f o r v i r u s

c o n t a m i n a t i o n .

■ M a n ip u l a t i o n o r a d j u s t m e n t o f t h e p H o f f o o d m a t r i c e s o r e l u a t e s t o a t a r g e t v a l u e

o r r a n g e i s o ft e n r e q u ir e d t o s u c c e s s f u l l y r e c o v e r h u m a n e n t e r i c v i r u s e s a n d

c o l i p h a g e M S2 .

■ A c o n c e n t r a t i o n s t e p i s r e q u i r e d t o r e d u c e t h e v o l u m e o f fo o d e l u a t e s o r e x t r a c t s

c o n t a i n i n g v i r u s e s . P o l y e t h y l e n e g l y c o l (P E G ) p r e c ip it a t i o n a n d c e n t r i f u g a l

u l t r a f i l t r a t i o n (C U ) m a y b e u s e d f o r t h i s p u r o p o s e ,
b u t C U a s t e s t e d i n t h i s s t u dy

i s l im it e d b y t h e m a x i m u m v o l u m e it c a n a c c o m o d a t e . H e n c e
,

P E G i s

r e c o m m e n d e d a s t h e p r i m a r y c o n c e n t r a t i o n p r o c e d u r e f o r h u m a n e n t e r i c v i r u s e s

i n f o o d e l u a t e s . F u r t h e r s t u d ie s w it h l a r g e r C U u n i t s a r e r e c o m m e n d e d , a s C U

r e c o v e r y o f v i r u s e s i n f o o d e l u a t e s a n d e x t r a c t s w a s e f f i c i e n t .

■ I n c r e a s i n g t h e c e n t r i f u g a t i o n s p e e d a n d t i m e a p p e a r s t o r e s u lt i n im p r o v e d

r e c o v e r y o f H A V f r o m p o ly e t h y l e n e g l y c o l
- e l u a t e m i x t u r e s .

■ D i l u t i o n (< 1 : 1 0 0 ) o f s a m p l e s p r i o r t o c h e m i c a l e x t r a c t i o n o f v i r a l R N A r e d u c e s

t h e l e v e l o f i n h i b i t i o n t o R T - P C R b u t a l s o de c r e a s e s t h e l e v e l o f t e m p l a t e a n d

u n de r m i n e s t h e l o w e r l im i t o f d e t e c t i o n o f v i r a l RN A .
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C h e m i c a l e x t r a c t i o n o f v i r a l R N A i s r e q u i r e d f o r d e t e c t i o n u s i n g c o n v e n t i o n a l o r

q u a n t i t a t i v e R T - P C R .

A l y s i s b u f f e r (G u SC N ) m a y b e u s e d i n p l a c e o f p r o p r i e t a r y ly s i s r e a g e n t s f o r

l a r g e r - v o l u m e e x t r a c t i o n o f v i r a l R N A f r o m c o n c e n t r a t e d a n d p u r i f i e d f o o d

e lu a t e s
,

a n d m a y a l s o b e u s e d t o d i r e c t l y e x t r a c t v i r a l R N A d i r e c t l y f r o m PE G

p r e c i p i t a t e s .

F l u o r o c a r b o n e x t r a c t i o n w a s s u c c e s s f u l l y e m p l o y e d fo r l a r g e f o o d s a m p l e

v o l u m e s d u r in g s a m p l e h o m o g e n i z a t i o n
,
o r a ft e r P E G c o n c e n t r a t i o n t o i m p r o v e

s a m p l e q u a l i t y . A lt h o u g h t h e r e i s a t im e p e n a l t y i n t h e u s e o f t he s e e x t r a c t i o n s
,

t h e y c a n b e o p t i m a l l y em p l o y e d d u r in g m u l t i p l e v i r u s e l u t io n s t e p s .

W it h a l k a l i n e v i r u s e l u t i o n m e t h o d s , c e l l c u l t u r e w a s m o r e s e n s i t i v e a t d e t e c t i n g

H A V a n d c o u l d d e t e c t t h e o r e t i c a l l y 1 P F U . E x p e r i m e n t a l ly ,
w h e n s a m p l e s w e r e

d i l u t e d s e r i a l l y t e n f o l d a s l o w a s 2 . 9 P F U i n a 2 00 u l c e l l c u l t u r e i n o c u l u m w a s

d e t e c t e d b y i n f e c t i v i t y . I n c o m p a r i s o n
,

c o n v e n t i o n a l R T - P C R c o u ld n o t d e t e c t

s e r i a l t e n f o l d d i l u t i o n s o f < 2 9 0 P F U i n 14 0 u l o f R N A e x t r a c t . T h i s m a y b e

b e c a u s e s a m p l e d i l u t i o n w a s a b l e t o m i t i g a t e c y t o t o x i c it y t o c e l l c u l t u r e m o r e

r e a d i l y t h a n s am p l e d i l u t i o n r e du c e s i n h i b it o r s o f R T - P C R a m p l i fi c a t io n .

L a r g e v o l u m e (4 m l ) v i r a l R N A e x t r a c t i o n c o m b i n e d w i t h a l c o h o l p r e c i p i t a t i o n

e f fi c ie n t l y r e c o v e r e d v i r a l R N A i n v ir u s c o n c e n t r a t e s f r o m p r o du c e a n d f r u it

s a m p l e s . S a m p l e v o l u m e r e d u c t i o n w a s 1 0 0 - f o l d a n d s am p l e i n h i b i t i o n t o R T -
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PC R w a s r e d u c e d t o w it h i n a c c e p t a b l e l e v e l s ,
a l l o w i n g a n a l y s i s o f u n d i l u t e d o r

t e n f o l d d i lu t e d s a m p l e s o f f o o d e x t r a c t s O y s t e r s p r o c e s s e d b y t h e m e t h o d s o f t h i s

s t u d y s t i l l c o n t a i n e d R T - P C R i n h i b i t o r s w h e n s u bj e c t e d t o l a r g e v o l u m e (4 m i )

R N A e x t r a c t i o n a n d c o n c e n t r a t io n a n d r e q u i r e d 1 : 1 0 0 d i l u t i o n f o r w h o l e o y s t e r

e x t r a c t s o r 1 : 1 0 00 d i l u t i o n f o r o y s t e r s t o m a c h e x t r a c t s t o b e a n a ly z e d f r e e o f

in h i b i t o r s in r e a l t i m e R T - P C R .

N e s t e d R T - P C R i s a m o r e r o b u s t m e t h o d t o d e t e c t v i r a l R N A i n p r o d u c e a n d f r u i t

s a m p l e s t h a n r e a l t i m e R T - P C R . N e s t e d R T - P C R h a s a 1 0 0 - f o l d l o w e r de t e c t i o n

s e n s it i v i t y i n f o o d - b a s e d m a t r i c e s w i t h - 0 . 0 2 P F U / r e a c t io n t h a n r e a lt i m e R T -

P C R w i t h ~ 2 P F U / r e a c t io n i n r e a l t i m e R T - P C R U n di l u t e d fo o d s a m p l e s a r e

p r o c e s s e d i n n e s t e d R T - P C R w i t h n o a p p a r e n t in h i b i t io n w h e n c o m p a r e d t o a 1 0 -

f o l d d i l u t i o n s e r ie s o f s a m p l e s , w h i l e r e a lt im e R T - P C R r e c o v e r i e s f r o m u n d i lu t e d

s a m p l e s a r e l o w (5 % ± 5% ) a n d m u s t b e d i l u t e d 1 : 10 f o r 8 2 ± 2 1% r e c o v e r i e s .

R e a l t i m e R T - P C R h a s s o m e a d v a n t a g e s o v e r c o n v e n t i o n a l a n d n e s t e d R T - P C R .

R e a l t i m e R T - P C R p r o v i d e s r a p i d q u a n t i fi c a t i o n o f u n k n o w n s ,
w a s p r o b e

c o n fi r m e d
,
h a d a 1 t u b e c l o s e d r e a c t i o n a n d d e t e c t i o n in ~ 9 0 m i n u t e s , w h i l e

c o n v e n t i o n a l a n d n e s t e d R T - P C R r e q u ir e d e x t e n s i v e h a n d l i n g t i m e
,
l e n g t h y

t h e r m o c y c l i n g s t e p s ,
u s e d q u a l i t a t iv e v i s u a l i z a t i o n o f D N A p r o d u c t s b y g e l

e l e c t r o p h o r e s i s , a n d n e e d e d f u rt h e r c o n fi r m a t i o n b y s e q u e n c in g o r s o u t h e r n b l o t

h y b r i d i z a t i o n .
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R e a l t im e R T - P C R w i l l l i k e l y t o p r o v e t o b e e s p e c i a l ly i m p o rt a n t f o r

e n v i r o n m e n t a l d e t e c t i o n
,
w h e n s a m p l e v o l u m e s m u s t b e r a p i d l y c o n c e n t r a t e d 100

t o 1 0
, 0 0 0 f o l d t o q u i c k ly d e t e c t l o w c o p y n u m b e r o f v i r u s e s .

R e a lt i m e R T - P C R i s a u s e f u l t o o l t o e a s i l y de t e r m i n e s a m p l e q u a l it y a n d t h e

e x t e n t o f s a m p le - r e l a t e d i n h i b i t o r s i n f o o d s a m p l e c o n c e n t r a t e s I n a n a l y z i n g fi e l d

s a m p l e s t h e u s e o f a n i n t e r n a l o r e x t e r n a l p o s i t i v e c o n t r o l s w i l l b e c r u c i a l t o

de t e r m i n e t h e e x t e n t o f s a m p l e - r e l a t e d i n h i b i t i o n o f R T - P C R a m p l i fi c a t i o n .

U s i n g t h e a c id - a d s o r p t i o n e l u t i o n o r a l k a l i n e e l u t i o n m e t h o d s o f t h i s s t u d y ,

p r o c e s s i n g t i m e t o r e c o v e r v ir u s e s i n f o o d s a n d t o d e t e c t v i r a l R N A a r e e s t i m a t e d

t o b e : 3 - 4 d a y s b y n e s t e d R T - P C R
,
b u t o n l y 1 Vi - l Vi d a y s u s i n g r e a l ti m e R T -

P C R .
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7 R e f e r e n c e s

A d l e r
,
J . L . a n d R . Z i c k l ( 1 9 69 ) .

" W i n t e r v o m i t i n g d i s e a s e .

" J I n f e c t D i s 1 1 9 (6 ) : 6 6 8 - 7 3 .

A h m e d ,
M . ( 19 7 5 ) .

" S p e c i a t i o n i n l iv i n g o y s t e r s .

"

A d v a n c e d M a r in e B i o l o g y 13 : 3 57 -

3 9 7 .

A h m e d
,
M . ( 1 9 7 1 ) .

"

O y s t e r s p e c i e s o f We s t P a k i s t a n .

" P a k i st a n J o u r n a l o f Z o o l o g y 3 :

2 2 9 - 2 3 6 .

A n d e r s o n
,
A . D .

,
A . G . H e r y f o r d

,
e t a l . (2 0 0 3 ) .

"

A w a t e r b o m e o u t b r e a k o f N o r w a l k - l i k e

v i r u s am o n g s n o w m o b i l e r s - W y o m i n g ,
2 0 0 1 .

" J I n f e c t D i s 1 87 (2 ): 3 0 3 - 6 .

A n d o
,
T

,
S . S . M o n r o e , e t a l . ( 19 9 5 ) .

"

D e t e c t io n a n d d if f e r e n t i a t i o n o f a n t i g e n i c a l l y
d i s t i n c t s m a l l r o u n d - s t r u c t u r e d v i r u s e s (N o r w a l k - l i k e v i r u s e s ) b y r e v e r s e

t r a n s c r i p t i o n
- P C R a n d s o u t h e r n h y b r i d i z a t i o n .

"

Jo u r n a l o f C l i n i c a l M i c r o b i o l o g y
3 3 ( 1 ) : 6 4 - 7 1 .

A n dr e w s
,
J . ( 1 9 9 1 ) . T h e o y s t e r f i s h e r i e s o f e a s t e r n N o r t h A m e r i c a b a s e o n C r a s s o s t r e a

v i r g i n i c a . E s t u a r i n e a n d M a r i n e B i v a l v e M o Uu s k C u lt u r e . W . M e n z e l . B o s t o n
,

C R C P r e s s : 1 1 - 2 3 .

A n d r e w s
,
J . D . ( 1 9 79 ) . P e l e c y p o d a : O s t r e i d a e . R e p r o d u c t io n o f M a r in e I n v e r t e b r a t e s . A .

C . G i e s e a n d J . S . P e a r s e . N e w Y o r k
,
A c a d e m ic P r e s s : 2 9 3 - 34 1 .

A n o n y m o u s (19 9 7 )
" H e p a t it i s A o u t b r e a k t r a c e d t o c o n s u m p t i o n o f W a l l i s L a k e

o y s t e r s .

" N SW P u b . H e a l t h B u l l 8 ( 1) : 5 .

A n o n y m o u s (19 9 0 ) . F o o d b o m e D i s e a s e O u t b r e a k s d u e t o V i r a l E t io l o g i e s . F o o d n e t .

C D C .

A r m a d a , M . , S L o v e
,
e t a l . (2 0 0 3 ) .

"

F o o d b o m e b o t u l i s m i n a s i x - m o n t h - o l d in f a n t

c a u s e d b y h o m e - c a n n e d b a b y f o o d .

" A n n E m e r g M e d 4 2 (2 ) : 2 2 6 - 9 .

A r m s t r o n g ,
G . L . a n d B

.
P

. B e l l (2 00 2 ) .

"

H e p a t i t i s A v ir u s i n f e c t i o n s i n t h e U n it e d S t a t e s :
m o de l - b a s e d e s t im a t e s a n d i m p l i c a t i o n s f o r c h i l dh o o d i m m u n i z a t i o n .

"

P e d i a t r i c s
10 9 (5 ) : 8 3 9 - 4 5 .
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A tm a r ,
R . L . a n d M . K . E s t e s ( 2 00 1 ) .

"

D i a g n o s i s o f n o n c u l t i v a t a b l e g a s t r o e n t e r i t i s

v ir u s e s ,
t h e h u m a n c a l i c i v i r u s e s .

" C l i n M i c r o b i o l R e v 1 4 ( 1 ) : 15 - 3 7 .

A t m a r , R . L . , F . H . N e i l l , e t a l ( 1 9 9 6 ) .

"

C o l l a b o r a t i v e e v a l u a t i o n o f a m e t h o d f o r t h e

d e t e c t i o n o f N o r w a l k v i r u s i n s h e l l fi s h t i s s u e s b y P C R .

"

A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l

6 2 ( 1 ) : 2 5 4 - 8 .

A tm a r , R . L . ,
F

. H . N e i l l
,
e t a l . ( 199 5 ) .

" D e t e c t i o n o f N o r w a l k v i r u s a n d h e p a t i t i s A v i r u s

i n s h e l l fi s h t i s s u e s w i t h th e P C R .

" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 1 (8 ) : 3 0 14 - 8 .

A tm a r , R . L . , T .
G . M e t c a l f

,
e t a l . ( 19 9 3 ) .

" D e t e c t i o n o f e n t e r i c v ir u s e s i n o y s t e r s b y

u s i n g t h e p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n .

" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 5 9 (2 ) : 63 1 - 5 .

B e a n , N . H . ,
J . S .

G o u l d i n g ,
e t a l

. ( 1 9 96 )
" S u r v e i l l a n c e f o r f o o d b o m e - d i s e a s e o u t b r e a k s -

- U n it e d S t a t e s , 1 9 88 - 1 9 9 2 .

" M M WR C D C Su r v e i l l S u m m 4 5 (5 ) : 1 - 6 6 .

B e a n
,
N . H .

,
P . M . G r i f fi n , e t a l ( 19 9 0 ) .

"

F o o d b o m e d i s e a s e o u t br e a k s , 5 - y e a r s u m m a r y ,

1 9 83 - 1 9 87 .

" M M WR C D C S u r v e i l l S u m m 3 9 ( 1) : 1 5 - 5 7 .

B e c k e r
,
B .

,
B P r o m s e , e t a l . ( 1 9 9 6 ) .

"

T r a n s m i s s i o n o f p a t h o g e n ic h u m a n

v i r u s e s b y f o o d s : h e p a t it i s A e p i d e m i c c a u s e d b y b a k e d g o o d s i n t h e E u s k i r c h e n

d i s t r i c t .

" G e s u n d h e i t s w e s e n 5 8 (6 ) : 3 3 9 - 3 4 0 .

B e n i n g e r , P . G . , M . L e P e n n e c , e t a l . ( 19 9 1 ) .

" M o d e o f p a r t i c l e i n g e s t i o n i n fi v e

s p e c i e s o f s u s p e n s i o n - f e e d i n g b i v a lv e m o l lu s k s .

" M a r i n e B i o l o g y 10 8 : 2 5 5 - 2 6 1 .

B e r g ,
D . E .

,
M . A . K o h n

,
e t a l . ( 2 0 0 0 ) .

" M u lt i - s t a t e o u t b r e a k s o f a c u t e g a s t r o e n t e r i t i s

t r a c e d t o f e c a l - c o n t a m i n a t e d o y s t e r s h a r v e s t e d i n L o u i s i a n a .

"

J I n f e c t D i s 1 8 1

S u p p l 2 : S 3 8 1 - 6 .

B e u r e t , C , A . B a u m g a r t n e r
,
e t a l . (2 0 0 3 ) .

" V i r u s - c o n t am i n a t e d o y s t e r s : a t h r e e - m o n t h

m o n i t o r i n g o f o y st e r s im p o r t e d t o S w i t z e r l a n d .

"

A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 9 (4 ):
2 2 9 2 - 7 .

B e u r e t , C , D . K o h l e r , e t a l (2 0 0 2 ) .

" N o r w a lk - l i k e v i r u s s e q u e n c e s i n m i n e r a l w a t e r s :

o n e - y e a r m o n i t o r i n g o f t h r e e b r a n d s .

" A p p l E n v i r o n M i c r o b io l 6 8 (4 ) : 1 9 2 5 - 3 1 .

B e u r e t
, C ,

D . K o h l e r , e t a l . (2 0 0 0 ) .

"

N o r w a l k - l ik e v i r u s s e q u e n c e s d e t e c t e d b y r e v e r s e

t r a n s c r ip t i o n - p o l y m e r a s e c h a in r e a c t i o n in m i n e r a l w a t e r s im p o r t e d i n t o o r b o t t l e d

i n Sw i t z e r l a n d .

"

J F o o d P r o t 63 ( 1 1) : 1 57 6 - 8 2 .

B i d a w i d
,
S .

,
J . M . F a r b e r

,
e t a l . (2 0 0 0 a ) .

"

C o n t a m i n a t i o n o f f o o d s b y f o o d h a n d l e r s :
e x p e r im e n t s o n h e p a t i t i s A v i r u s t r a n s f e r t o f o o d a n d it s i n t e r r u p t i o n .

"

A p p l

E n v i r o n M i c r o b i o l 6 6 (7 ) : 2 7 59 - 6 3 .
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B i d a w i d
,
S .

, J . M . F a r b e r
, e t a l . (2 0 0 0b ) .

" R a p i d c o n c e n t r a t i o n a n d d e t e c t i o n o f h e p a t it i s

A v i r u s f r o m l e t t u c e a n d s t r a w b e r r i e s
"

J V i r o l M e t h o d s 8 8 (2 ) : 17 5 - 8 5 .

B i l l g r e n ,
M .

,
B . C h r i s t e n s o n

,
e t a l . (2 0 0 2 ) .

" E p i d e m i o l o g y o f N o r w a l k - l i k e h u m a n

c a l i c i v i r u s e s i n h o s p it a l o u t b r e a k s o f a c u t e g a s t r o e n t e r i t i s i n t h e S t o c k h o l m a r e a i n

19 9 6 .

"

J I n f e c t 4 4 (1 ) : 2 6 - 3 2 .

B i s h o p ,
R . F

,
G . P . D a v i d s o n

,
e t a l . ( 1 9 7 4 ) .

"

D e t e c t i o n o f a n e w v i r u s b y e l e c t r o n

m i c r o s c o p y o f f a e c a l e x t r a c t s f r o m c h i l d r e n w i t h a c u t e g a s t r o e n t e r i t i s .

"

L a n c e t

1(7 8 4 9 ) : 1 4 9 - 5 1 .

B i s h o p , R . F . , G . P . D a v i d s o n , e t a l . ( 1 9 73 ) .

"

V i r u s p a r t i c l e s i n e p i t h e l i a l c e l l s o f
d u o d e n a l m u c o s a f r o m c h i l d r e n w i t h a c u t e n o n - b a c t e r i a l g a s t r o e n t e r it i s .

"

L a n c e t

2 ( 7 84 1) : 1 2 8 1 - 3 .

B o n d e , G . J . (1 9 6 6 ) .

"

B a c t e r i o l o g i c a l M e t h o d s f o r E s t i m a t i o n o f Wa t e r P o l l u t i o n .

" H e a l t h
L a b o r a t o r y S c i e n c e 3 : 12 4 .

B o n d e , G . J . (1 9 6 3 ) . B a c t e r i a l I n d i c a t o r s o f W a t e r P o l l u t i o n . C o p e n h a g e n ,
T e k n i s k

F o r l a g .

B o s c h
,
A .

,
G . S a n c h e z

,
e t a l . ( 2 0 0 1) .

"

H u m a n e n t e r i c v i r u s e s in C o q u in a c la m s a s s o c i a t e d

w i t h a l a r g e h e p a t i t i s A o u t b r e a k .

" W a t e r S c i T e c h n o l 4 3 ( 12 ) : 6 1 - 6 5 .

B o w e r ,
W . A . , O . V . N a i n a n ,

e t a l . (2 0 00 ) .

" D u r a t i o n o f v ir e m i a i n h e p a t i t i s A v i r u s

i n f e c t i o n .

"

Jo u r n a l o f I n f e c t i o u s D i s e a s e s 1 82 ( 1 ) : 1 2 - 7 .

B r e s e e
,
J . S .

,
M . A W i d d o w s o n

,
e t a l . (2 0 0 2 ) .

"

F o o d b o m e v i r a l g a s t r o e n t e r i t i s :

c h a l le n g e s a n d o p p o r t u n i t i e s .

"

C l i n I n f e c t D i s 3 5 (6 ) : 7 4 8 - 5 3 .

B u r k h a r d t , W , 3 r d a n d K . R . C a l c i ( 2 0 00 ) .

"

S e l e c t iv e a c c u m u l a t i o n m a y a c c o u n t f o r

s h e l l fi s h - a s s o c i a t e d v i r a l i l l n e s s .

"

A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 6 (4 ) : 1 37 5 - 8 .

C a l d e r
,
L .

,
G . S im m o n s

,
e t a l . (2 0 0 3 ) .

" A n o u t b r e a k o f h e p a t it i s A a s s o c i a t e d w i t h

c o n s u m p t i o n o f r a w b l u e b e r r i e s .

" E p i d e m i o l I n f e c t . 1 3 1( 1 ) : 7 4 5 - 5 1 .

C a n z o n i e r , W . J . ( 1 97 1 ) .

"

A c c u m u l a t i o n a n d e l i m in a t i o n o f c o l i p h a g e S - 1 3 b y t h e h a r d

c l a m
,
M e r c e n a r i a m e r c e n a r i a .

"

A p p l M i c r o b i o l 2 1 (6 ): 1 02 4 - 3 1 .

C a n z o n ie r
,
W . J . ( 1 9 9 1 ) . H i s t o r i c a l p e r s p e c t iv e s o n c o m m e r c i a l l y de p u r a t e d s h e l lfi s h .

M o Uu s c a n S h e l l fi s h D e p u r a t i o n . R . G . O t w e l l WS , M a r t i n R E . B o s t o n , C R C

P r e s s : 7 .

1 8 6

NEATPAGEINFO:id=CD7EDFAF-2DF3-4280-9D88-C739FA13FF24



C a s t e e l
,
M . J . (2 0 0 1) . D e v e l o p m e n t o f m e t h o d s f o r t h e r e c o v e r y a n d d i s in f e c t i o n o f

h u m a n e n t e r i c v ir u s e s a n d o t h e r m i c r o b e s o n p r o d u c e . D e p a r t m e n t o f

E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e a n d E n g i n e e r i n g C h a p e l H i l l
,
N o r t h C a r o l i n a ,

U n iv e r s i t y
o f N o r t h C a r o l i n a .

C a st e e l
,
M . J

,
D . C . L o v e

,
S o b s e y ,

M . D . (2 0 0 3 ) . M e t h o d s f o r t h e r e c o v e r y a n d d e t e c t i o n

o f h u m a n e n t e r i c v i r u s e s i n c o m p l e x f o o d m a t r i c . I n t e r n a t io n a l F o o d P r o t e c t i o n

A s s o c i a t i o n , N e w O r l e a n s

C B F , C B F F a c t s h e e t O y s t e r : F o o d , F i l t e r s , F i s h H a b i t a t .

C D C - C a l ic i N e t N o r o v i r u s t e c h n i c a l f a c t s h e e t . C a l i c iN e t . 2 0 0 4 .

C D C - F o o d b o m e _ O u t b r e a k I n f o r m a t i o n f o r p u b l i c h e a l t h p r o f e s s i o n a l s . F o o d b o m e

o u t b r e a k a n d r e s p o n s e u n i t . 2 0 04 .

C D C - s l id e s e t H e p a t it i s A S l i d e s e t . V . H . R . C e n t e r . 2 0 04 .

C D C (2 0 0 3 ) .

" F o o d b o m e t r a n s m i s s i o n o f h e p a t i t i s A - M a s s a c h u s e t t s
,
2 0 0 1 .

" M o r b i d i t y
a n d M o r t a l it y W e e k ly R e p o r t 5 2 (2 4 ) : 5 6 5 - 5 6 7 .

C D C (2 0 0 0 ) .

"

S u m m a r y o f n o t i fi a b l e d i s e a s e s
.
U n i t e d S t a t e s 2 0 0 0 .

" M o r b i d it y a n d

M o r t a l i t y W e e k l y R e p o r t 4 9 : 5 3 .

C D C ( 199 9 a ) .

"

S u m m a r y o f n o t i fi a b l e d i s e a s e s
.
U n i t e d S t a t e s

,
1 9 9 8 .

" M o r b i d i t y a n d

M o r t a l it y W e e k l y R e p o r t 4 7 : 1 - 9 2 .

C D C ( 199 9 b ) .

"

P r e v e n t io n o f H e p a t i t i s A t h r o u g h a c t iv e o r p a s s i v e i m m u n iz a t i o n .

"

M o r b i d it y a n d M o r t a l i t y We e k l y R e p o r t 4 8 : R R - 1 2 .

C D C ( 19 96 ) . V i r a l H e p a t i t i s S u r v e i l l a n c e P r o g r a m (V H SP ) 19 9 3 .

C h i n
,
J .

,
E d . ( 2 0 0 0 ) . C o n t r o l o f C o m m u n i c a b l e D i s e a s e s M a n u a l . W a s h i n g t o n

,
D . C .

,

A m e r ic a n P u b l i c H e a lt h A s s o c i a t i o n .

C h i r o n n a
,
M .

,
C . G e r m i n a r i o

,
e t a l . (2 0 02 ) .

" D e t e c t i o n o f h e p a t i t i s A v i r u s i n m u s s e l s

f r o m d i f f e r e n t s o u r c e s m a r k e t e d in P u g l i a r e g i o n (S o u t h I t a l y ) .

" I n t J F o o d

M i c r o b i o l 7 5 ( 1 - 2 ) : 1 1 - 8 .

C h u n g ,
H .

,
L . A . J a y k u s

,
e t a l . ( 199 8 ) .

"

B a c t e r i o p h a g e s a n d b a c t e r i a a s

i n d i c a t o r s o f e n t e r i c v i r u s e s i n o y s t e r s a n d t h e ir h a r v e s t w a t e .

" W a t e r S c i e n c e

T e c h n o l o g y 3 8 ( 12 ) : 3 7 - 4 4 .
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C h u n g ,
H .

,
L . A . Ja y k u s

,
e t a l . ( 1 9 96 ) .

"

D e t e c t i o n o f h u m a n e n t e r i c v i r u s e s i n o y s t e r s b y

i n v iv o a n d i n v i t r o a m p l i fi c a t i o n o f n u c l e i c a c i d s .

" A p p l E n v i r o n M i c r o b io l

6 2 (10 ): 3 77 2 - 8 .

C l iv e r
,
D . O .

,
R . D . E l l e n d e r

,
e t a l . ( 19 8 3 a ) .

" M e t h o d s f o r d e t e c t in g v i r u s e s i n f o o d s :
b a c k g r o u n d a n d g e n e r a l p r i n c i p le s .

"

J o u r n a l o f F o o d P r o t e c t i o n 4 6 (3 ) : 2 4 8 - 2 5 9 .

C o l e
, J . A . a n d E W . K n i g h t

- J o n e s ( 1 94 7 ) .

"

T h e s e t t l i n g b e h a v i o r o f l a r v a e o f t h e

E u r o p e a n fl a t o y s t e r O s t r e a e d u l i s L
,
a n d i t s i n fl u e n c e o n m e t h o d s o f c u lt i v a t i o n

a n d s p a t c o l l e c t i o n .

" M i n n n e s o t a A g r . F i s h .

,
F i s h . I n v e s t S e r . I I

,
1 7 (3 ) : 3 - 3 9 .

C o o k
,
D . W . a n d R . D . E l l e n d e r (1 9 8 6 ) .

"

R e l a y in g t o d e c r e a s e t h e c o n c e n t r a t i o n o f
o y s t e r

- a s s o c i a t e d p a t h o g e n s .

"

J o u r n a l o f F o o d P r o t e c t i o n 4 9 : 1 9 6 - 2 0 02 .

C o u le p i s ,
A . G . ,

B . N . A n d e r s o n
,
e t a l . (1 9 8 7 ) .

"

H e p a t i t i s A .

" A d v a n c e s i n V i r u s

R e s e a r c h 3 2 : 12 9 - 6 9 .

C r o c i
,
L .

,
G . D . F l ip ,

e t a l . ( 1 9 84 ) .

" M e t h o d o l o g y f o r t h e d e t e r m i n a t i o n o f p o l i o v i r u s e s in

e d i b l e L a m e l l i b r a n c h m o l l u s k s .

" M ic r o b i o l . A l i m i e n t o N u t r i t i o n 2 : 8 5 - 9 0 .

C r o m e a n s , T L . , M . D . S o b s e y , e t a l (2 0 03 ) . M o le c u l a r d e t e c t i o n o f h e p a t it i s A v i r u s i n

f r o z e n st r a w b e r r i e s ; P e r s o n a l C o m m u n i c a t i o n .

C r o m e a n s , T . L .

,
O . V . N a i n a n , e t a l . ( 1 9 9 7 ) .

"

D e t e c t i o n o f h e p a t it i s A v i r u s R N A i n

o y s t e r m e a t .

"

A p p l E n v i r o n M ic r o b i o l 6 3 (6 ) : 2 4 6 0 - 3 .

C r o m e a n s
,
T ; F i e l d s ,

H . A ; So b s e y ,
M . D . ( 1 9 89 ) R e p l i c a t i o n k i n e t i c s a n d c y t o p a t h i c

e f f e c t o f h e p a t i t i s A v i r u s . J G e n V i r o l . A u g ; 7 0 ( P t 8 ) : 2 0 5 1 - 6 2 .

C r o m e a n s , T . , M . D . S o b s e y ,
e t a l . ( 1 9 8 7 ) .

"

D e v e l o p m e n t o f a p l a q u e a s s a y f o r a

c y t o p a t h i c
,
r a p i d l y r e p l i c a t i n g i s o l a t e o f h e p a t i t i s A v i r u s .

" J M e d V i r o l 2 2 (1 ) : 4 5 -

5 6 .

C r o s b y , N . D . a n d R . G . R e i d ( 19 7 1) .

"

R e l a t i o s h ip b e t w e e n f o o d
, p h y s i o l o g y a n d

c e l lu l o s e d i e g e s t i o n in B i v a l v i a .

" C a n a d i a n J o u r n a l o f Z o o l o g y 4 9 : 6 17 - 6 2 2 .

C u t h b e r t
,
J . A . (2 0 0 1 ) .

"

H e p a t i t i s A : o l d a n d n e w .

"

C l i n M i c r o b i o l R e v 14 ( 1 ): 3 8 - 5 8 .

D a n i e l s , N . A .

,
D . A . B e r g m i r e - Sw e a t

,
e t a l . (2 0 0 0 ) .

" A f o o d b o m e o u t b r e a k o f

g a s t r o e n t e r it i s a s s o c i a t e d w i t h N o r w a l k - l ik e v i r u s e s : fi r s t m o l e c u l a r t r a c e b a c k t o

d e l i s a n dw i c h e s c o n t a m in a t e d du r i n g p r e p a r a t i o n .

"

J I n f e c t D i s 18 1 (4 ): 14 6 7 - 7 0 .

D e m k e
,
T . a n d R . P . A d a m s ( 19 92 ) .

" T h e e f f e c t s o f p l a n t p o l y s a c c h a r i d e s a n d b u f f e r
a d di t i v e s o n P C R .

"

B i o t e c h n i q u e s 12 (3 ) : 3 32 - 3 3 4 .
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D e n t i n g e r
,
C . M

,
W . A . B o w e r

,
e t a l ( 2 0 0 1 ) .

"

A n o u t b r e a k o f h e p a t i t i s A a s s o c i a t e d w i t h

g r e e n o n io n s .

"

Jo u r n a l o f I n f e c t i o u s D i s e a s e s 1 8 3 ( 8 ) : 1 2 7 3 - 1 2 7 6 .

D e s e n c l o s e , J . C A . , K C . K l o n t z ,
e t a l . ( 19 9 1) .

" A m u lt i s t a t e o u t b r e a k o f h e p a t i t i s A

c a u s e d b y t h e c o n s u m p t i o n o f r a w o y s t e .

"

A m e r i c a n J o u r n a l o f P u b l i c H e a l t h 8 1 :

1 2 6 8 - 1 2 7 2 .

D i G i r o l a m o
,
R .

,
J . L i s t o n

,
e t a l . ( 1 9 7 5 ) .

"

U p t a k e a n d e l im i n a t i o n o f p o l i o v i r u s by W e s t

C o a s t o y s t e r s .

" A p p l M i c r o b i o l 2 9 (2 ) : 2 6 0 - 4 .

D i c t io n a r y : A m e r i c a n H e r it a g e C o l l e g e D i c t i o n a r y , 3 r d E d . 1 9 9 3 . B o s t o n
,
H o u g h t o n

M i f fl a n C o .

D i e n s t a g ,
J . L .

,
I . D . G u s t

,
e t a l . (19 7 6 ) .

" M u s s e l - a s s o c i a t e d v i r a l

h e p a t i t i s , t y p e
- A s e r o l o g i c a l c o n f o r m a t i o n .

" L a n c e t 1 : 5 6 1 - 5 6 4 .

D i G ir o l a m o
,
R .

,
J L i s t o n , e t a l . ( 1 9 7 5 ) .

"

U p t a k e a n d e l im in a t i o n o f p o l i o v i r u s by W e s t

C o a s t o y s t e r s .

"

A p p l M i c r o b i o l 2 9 (2 ): 2 60 - 4 .

D o c s
,
J . a n d C . L N o s s ( 1 9 89 ) . E f f e c t s o f r e l a y i n g o n i n d i c a t o r b a c t e r i a a n d

b a c t e r i o p h a g e l e v e l s i n M e r c e n a r i a c a m p e c h i e n s i s f r o m t h e I n d i a n R i v e r .

A m e r i c a n S o c i e t y o f M ic r o b i o l o g y .

D o r e
,
W . J .

,
K . H e n s h i lw o o d

,
e t a l . (2 0 0 0)

"

E v a lu a t i o n o f F - s p e c i f i c R N A b a c t e r i o p h a g e

a s a c a n d i d a t e h u m a n e n t e r i c v i r u s i n d ic a t o r f o r b i v a lv e m o l l u s c a n s h e l l fi s h .

"

A p p l E n v ir o n M i c r o b i o l 6 6 (4 ): 12 80 - 5 .

D o r e
,
W . J a n d D . N . L e e s ( 1 9 9 5 ) .

" B e h a v i o r o f E s c he r i c h i a c o l i a n d m a l e - s p e c i fi c

b a c t e r i o p h a g e in e n v i r o n m e n t a l l y c o n t a m i n a t e d b iv a lv e m o l l u s c s b e f o r e a n d a f t e r

d e p u r a t i o n .

"

A p p l E n v ir o n M i c r o b i o l 6 1(8 ) : 2 83 0 - 4 .

D r e s s e l
,
D . M . a n d M . I . S n y d e r ( 1 9 9 1) . D e p u r a t i o n - T h e R e g u l a t o r y P e r s p e c t i v e .

M o l l u s c a n S h e l l fi s h D e p u r a t i o n . R . G . O t w e l l W S
,
M a r t i n R E . B o s t o n

,
C R C

P r e s s : 1 9 - 2 3 .

D u b o i s , E . , C . A g i e r , e t a l . (2 0 02 ) .

" M o d i fi e d c o n c e n t r a t i o n m e t h o d f o r t h e d e t e c t i o n o f

e n t e r i c v i r u s e s o n f r u i t s a n d v e g e t a b l e s by r e v e r s e t r a n s c r i p t a s e - p o ly m e r a s e c h a i n

r e a c t i o n o r c e l l c u l t u r e .

"

J F o o d P r o t 6 5 ( 12 ) : 1 9 62 - 9 .

D u f f , M . F . ( 1 9 67 ) .

"

T h e u p t a k e o f E n t e r o v i r u s e s b y t h e N e w Z e a l a n d m a r i n e b l u e

m u s s e l (M y t i l l u s e d u l i s a o t e a n u s ) .

"

A m e r i c a n J o u r n a l o f E p i d e m i o l o g y 8 5 : 4 8 6-

4 92 .

E n r i q u e z
,
R .

,
G . G . F r o s n e r

,
e t a l . ( 1 9 9 2 ) .

" A c c u m u l a t i o n a n d p e r s i s t e n c e o f h e p a t i t i s A
v i r u s i n m u s s e l s .

"

Jo u r n a l o f M e d i c a l V ir o l o g y 37 (3 ) : 1 7 4 - 17 9 .
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E v a n s , M . R . , R . M e l d r u m , e t a l (2 0 02 ) .

" A n o u t b r e a k o f v i r a l g a s t r o e n t e r it i s f o l l o w i n g
e n v ir o n m e n t a l c o n t am i n a t i o n a t a c o n c e r t h a l l .

" E p i d e m i o l I n f e c t 1 2 9(2 ) : 3 5 5 -

3 6 0 .

F a n k h a u s e r
,
R . L .

,
J . S . N o e l

,
e t a l . ( 1 9 9 8 )

" M o l e c u l a r e p i d e m i o l o g y o f
" N o r w a l k - l i k e

v i r u s e s
"

in o u t b r e a k s o f g a st r o e n t e r i t i s i n t h e U n it e d S t a t e s
"

J I n f e c t D is 1 7 8 (6 ):
1 5 7 1 - 8

.

F D A (2 0 0 3 ) . B a c t e r i o l o g i c a l A n a l y t i c a l M a n u a l . F o o d a n d D r u g A dm i n i s t r a t io n .

F e i n s t o n e , S . M . , A . Z K a p ik i a n , e t a l . ( 19 7 3 ) .

"

H e p a t i t i s A : d e t e c t io n b y i m m u n e

e l e c t r o n m i c r o s c o p y o f a v ir u s l i k e a n t i g e n a s s o c i a t e d w it h a c u t e i l l n e s s .

"

S c i e n c e

1 8 2 (1 16 ) : 1 02 6 - 8 .

F i n a n c e ,
C

,
F . V i l l e v a l , e t a l . ( 1 9 8 1 ) .

" I m p r o v e d m e t h o d f o r v i r o l o g i c a l a n a l y s i s o f

f o o d .

"

A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 4 2 ( 1) : 17 6 - 9 .

F o r m i g a - C r u z
,
M .

,
A . K . A Ua r d

,
e t a l . (2 0 03 ) .

"

E v a l u a t i o n o f p o t e n t i a l i n d i c a t o r s o f v i r a l

c o n t am i n a t io n i n s h e l l fi s h a n d t h e i r a p p l i c a b i l i t y t o d iv e r s e g e o g r a p h i c a l a r e a s .

"

A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 9 (3 ) : 1 5 5 6 - 6 3 .

F r a n c o
,
E .

,
C . G i a m b i

,
e t a l . (2 0 0 3 ) .

"

R i s k g r o u p s f o r h e p a t i t i s A v i r u s i n f e c t i o n
"

V a c c i n e 2 1 ( 19 - 2 0 ) : 2 2 24 - 3 3 .

F r e n z e n
,
P . D . (2 0 0 4 ) .

"

D e a t h s d u e t o u n k n o w n f o o d b o m e a g e n t s .

"

E m e r g I n f e c t D i s

1 0 (9 ) : 1 5 3 6 - 1 5 4 3 .

F r e t z
,
R .

,
H . S c hm i d

,
e t a l . (2 0 0 3 ) .

"

R a p i d p r o p a g a t i o n o f n o r o v i r u s g a s t r o in t e s t in a l

i l l n e s s t h r o u g h m u l t ip l e n u r s i n g h o m e s f o l l o w in g a p i l g r i m a g e .

"

E u r J C l i n
M i c r o b i o l I n f e c t D i s 2 2 ( 10 ) : 6 2 5 - 7 .

F u r u t a
,
F .

,
M . A k i y a m a

,
e t a l . (2 0 0 3 ) .

"

A f o o d p o i s o n in g o u t b r e a k c a u s e d b y

p u r p l e Wa s h i n g t o n c l a m c o n t a m i n a t e d w it h n o r o v i r u s (N o r w a l k - l ik e v i r u s ) a n d

h e p a t i t i s A v i r u s .

"

K a n s e n s h o g a k u Z a s s h i 7 7 (2 ) : 8 9 - 9 4 .

G a i l lo t , D . ,
D . T e r v e r , e t a l . ( 19 88 ) .

"

I m p r o v e d m e t h o d f o r c o n t a m in a t i o n o f m u s s e l s b y
p o l i o v i r u s .

" I n t J F o o d M i c r o b i o l 6 (4 ) : 3 33 - 9 .

G a l t s o f f
,
P . S . ( 19 6 4 ) .

" T h e A m e r ic a n O y s t e r C r a s s o s t r e a v i r g i n i c a ; G m e l i n .

" F i s h . B u l l

6 4 : 1 - 4 8 0 .

G a r c i a - C u b a s
,
A .

,
Z . G . C a s t i l l o - R o d r i g u e z

,
e t a l . ( 1 9 87 ) . M o lu s c o s c o m e s t i b l e s e n l a s

c o s t a s d e M e x i c o . M a l a c o l o g i a C o n q u i l io l o g i ; S o c . M e x . M a l a c o l .

,
U n i v . N a t l .

A u t o n . M e x i c o
,
M o n t e r e y , N u e v o L e o n .
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G a u l i n
,
C

,
M . F r i g o n

,
e t a l . ( 19 9 9 )

"

T r a n s m i s s i o n o f c a l i c i v i r u s b y a f o o d h a n d l e r i n t h e

p r e - sy m p t o m a t i c p h a s e o f i l l n e s s .

"

E p i d e m i o l I n f e c t 1 2 3 (3 ) : 4 7 5 - 8 .

G a u l i n ,
C . D .

,
D . R a m s a y ,

e t a l . ( 1 9 99 ) .

"

[E p i d e m i c o f g a st r o e n t e r i t i s o f v i r a l o r i g i n

a s s o c i a t e d w i t h e a t i n g i m p o r t e d r a s p b e r r i e s ] .

"

C a n J P u b l i c H e a lt h 9 0 ( 1 ) : 3 7 - 4 0 .

G e r b a
,
C . P . a n d J . C . L a n c e ( 1 9 7 8 ) .

"

P o l i o v i r u s r e m o v a l f r o m p r i m a r y a n d s e c o n d a r y
s e w a g e e f f l u e n t b y s o i l fi l t r a t i o n .

"

A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 3 6 (2 ) : 2 4 7 - 5 1 .

G l a s s
,
R . I .

,
J . N o e l

,
e t a l . (2 0 0 0 ) .

"

T h e e p i d e m i o l o g y o f e n t e r ic c a l i c i v i r u s e s f r o m
h u m a n s : a r e a s s e s s m e n t u s in g n e w d i a g n o s t i c s .

"

J I n f e c t D i s 1 8 1 S u pp l 2 : S 2 54 -

6 1 .

G o t z
,
H .

,
d . J . B .

,
e t a l . (2 0 0 2 ) .

" E p i d e m i o l o g ic a l i n v e s t ig a t i o n o f a f o o d - b o r n e

g a st r o e n t e r it i s o u t b r e a k c a u s e d b y N o r w a l k - l i k e v i r u s i n 3 0 d a y
- c a r e c e n t r e s .

"

S c a n d in a v i a n J o u r n a l o f I n f e c t i o s D i s e a s e 3 4 (2 ): 1 15 - 12 1 .

G o y a l , S . M .

,
C . G e r b a

,
e t a l . ( 1 9 8 7 ) . P h a g e E c o l o g y . N ew Y o r k

,
J o h n W i l e y a n d S o n s .

G o y a l , S . M .

,
C . P . G e r b a

,
e t a l . ( 1 9 79 ) .

"

H u m a n e n t e r o v ir u s e s i n o y s t e r s a n d t h e ir

o v e r l y i n g w a t e r s .

"

A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 3 7 (3 ) : 5 7 2 - 8 1 .

G r a b o w
,
W . (2 0 0 1) .

"

B a c t e r i o p h a g e s : U p d a t e o n a p p l i c a t i o n a s m o de l s f o r v i r u s e s i n
w a t e r .

" W a t e r S A 2 7 (2 ): 2 5 1 - 2 6 8 .

G r a h a m , D . Y . , X . J i a n g , e t a l . ( 1 9 9 4 ) .

" N o r w a l k v i r u s i n f e c t i o n o f v o l u n t e e r s : n e w

i n s i g h t s b a s e d o n i m p r o v e d a s s a y s .

"

J I n f e c t D i s 1 7 0 ( 1 ) : 3 4 - 4 3 .

G r e e n
,
J . , K . H e n s h i l w o o d , e t a l . ( 1 9 9 8 ) .

"

A n e st e d r e v e r s e t r a n s c r ip t a s e P C R a s s a y f o r

d e t e c t i o n o f s m a l l r o u n d - s t r u c t u r e d v i r u s e s i n e n v i r o n m e n t a l l y c o n t a m i n a t e d
m o l l u s c a n s h e l l fi s h .

"

A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 4 (3 ): 8 5 8 - 6 3 .

G r i n d e ,
B

. ,
K . S t e n e - J o h a n s e n

,
e t a l . ( 1 9 9 7 ) .

" C h a r a c t e r i s a t i o n o f a n e p i d e m i c o f h e p a t it i s

A v i r u s i n v o l v i n g i n t r a v e n o u s d r u g a b u s e r s — in f e c t i o n b y n e e d l e s h a r i n g ?
" J o u r n a l

o f M e d i c a l V i r o l o g y 5 3 (1 ) : 6 9 - 7 5 .

G r o h m a n n , G . S
. ,
R . I . G l a s s

,
e t a l . (1 9 9 3 ) .

" E n t e r i c v i r u s e s a n d d i a r r h e a i n H I V - i n f e c t e d

p a t i e n t s . E n t e r i c O p p o r t u n i s t i c I n f e c t io n s Wo r k i n g G r o u p .

" N E n g l J M e d 3 2 9 ( 1 ) :
14 - 2 0 .

G u s t a f s o n ,
T . L .

,
R . H . J . H u t c h e s o n

,
e t a l . ( 1 9 83 ) .

" A n o u t br e a k o f f o o d b o m e h e p a t it i s

A : t h e v a l u e o f s e r o l o g i c t e s t i n g a n d m a t c h e d c a s e - c o n t r o l a n a ly s i s .

" A m e r i c a n

Jo u r n a l o f P u b l i c H e a l t h 7 3 ( 10 ): 1 19 9 - 12 0 1 .

1 9 1
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H a f l i g e r , D , M . G i l g e n ,
e t a l ( 19 9 7 ) .

"

S e m in e s t e d R T - P C R s y s t e m s f o r s m a l l r o u n d

s t r u c t u r e d v i r u s e s a n d d e t e c t i o n o f e n t e r i c v ir u s e s i n s e a f o o d .

"

I n t J F o o d

M i c r o b i o l 3 7 ( 1 ): 2 7 - 3 6 .

H a l g r e n ,
R . ( 19 4 3 ) .

" E p i d e m i c h e p a t i t i s i n t h e c o u n t y o f V a s t e r b o t t e n i n N o r t h e r n

S w e d e n I I . C o n t i n u e d e p i d e m i o l o g i c a l a n d c l i n i c a l st u d i e s .

"

A c t a M e d . S c a n d

1 15 : 2 2 - 3 5 .

H a m b l e t
,
F . E .

,
W . F . H i l l

,
e t a l ( 19 6 9 ) .

" O y s t e r s a n d h u m a n v ir u s e s : E f f e c t s o f s e a w a t e r

t u r b i d it y o n p o l i o v ir u s u p t a k e a n d e l i m i n a t i o n .

"

A m e r i c a n Jo u r n a l o f

E p i d e m i o l o g y 89 : 5 62 - 5 7 1 .

H a v e l a a r , A . H . , M v a n O l p h e n , e t a l . ( 1 9 9 3 ) .

"

F - sp e c i f i c R N A b a c t e r i o p h a g e s a r e

a d e q u a t e m o d e l o r g a n i s m s f o r e n t e r i c v i r u s e s in f r e s h w a t e r .

" A p p l E n v i r o n

M i c r o b i o l 5 9 (9 ) : 2 9 5 6 - 2 9 6 2 .

H a v e n s , W .
P

. ( 1 94 6 ) .

"

P e r i o d o f i n f e c t iv i t y o f p a t i e n t s w i t h e x p e r i m e n t a l l y i n d u c e d

i n f e c t i o u s h e p a t i t i s .

"

J o u r n a l o f E x p . M e d 83 : 2 5 1 - 2 5 8 .

H a v e n s
,
W . P .

,
R . Wa r d

,
e t a l . ( 1 9 4 4 ) .

"

E x p e r im e n t a l p r o d u c t i o n o f h e p a t i t i s b y f e e d i n g
i c t e r o g e n i c m a t e r i a l s .

"

P r o c . S o c . E x p . B i o l . M e d . 5 7 : 2 0 6 - 2 0 8 .

H a y a s h i
,
H .

,
A . Y a g i , e t a l . (1 9 8 8 ) .

"

A n o u t b r e a k o f f o o db o m e h e p a t it i s A i n a f a c t o r y : a

p o s s i b l e s h i ft i n a g e o f p a t i e n t s i n Ja p a n .

"

I n t J E p i de m i o l 17 (4 ) : 8 7 0 - 8 7 3 .

H e d st r o m , C . E . a n d E . L y k e ( 196 4 ) .

"

A n e x p e r i m e n t a l s t u d y o n o y s t e r s a s v i r s c a r r i e r s .

"

A m . J . H y g 7 9 : 13 4 - 14 2 .

H ew i t t
,
J . a n d G . E . G r e e n i n g (2 0 04 ) .

" S u r v iv a l a n d p e r s i st e n c e o f n o r o v ir u s
,
h e p a t it i s A

v i r u s , a n d f e l i n e c a l i c i v ir u s i n m a r in a t e d m u s s e l s .

"

J o u r n a l o f F o o d P r o t e c t i o n

6 7 ( 8 ): 1 74 3 - 1 7 50 .

H o f f
,
J . C . a n d R . C . B e c k e r ( 1 9 69 ) .

"

T h e a c c u m u l a t i o n a n d e l i m i n a t i o n o f c r u d e a n d

c l a r i fi e d p o l i o v i r u s s u s p e n s i o n s f r o m s h e l lfi s h .

" A m e r ic a n J o u r n a l o f

E p i d e m i o l o l g y 9 0 : 5 3 - 6 1 .

H o f f
,
J . C

,
W . J a k u b o w s k i

,
e t a l . ( 1 9 6 5 ) . S t u d i e s o n b a c t e r i o p h a g e a c c u m u l a t i o n a n d

e l im in a t i o n b y t h e P a c i fi c o y s t e r (C r a s s o s t r e a g i g a s ) . P r o c . 1 9 6 5 N o r t h w e s t

S h e l l fi s h S a n it a t i o n R e s e a r c h P l a n n i n g C o n f e r e n c e , P u b l i c H e a l t h S e r v i c e P u b l .

H o hn e
,
M . a n d E . S c h r e i e r (2 0 04 ) .

"

D e t e c t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f n o r o v i r u s

o u t b r e a k s i n G e r m a n y : a p p l i c a t i o n o f a o n e - t u b e R T - P C R u s i n g a fl u o r o g e n ic

r e a l - t im e de t e c t i o n s y s t e m .

"

Jo u r n a l o f M e d i c a l V ir o l o g y 72 : 3 12 - 3 19 .

1 9 2
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H o l l i n g e r , F . B . , J . L . D i e n s t a g ,
e t a l . ( 1 9 9 1 ) . H e p a t i t i s v i r u s e s . M a n u a l o f C l i n i c a l

M i c r o b i o l o g y . A . B a l o w s
,
W . J . J . H a u s l e r

,
K . L . H e r r m a n n a n d e . a l

. W a s h in g t o n

D . C .

,
A m e r i c a n S o c i e t y o f M i c r o b i o l o g y : 9 5 9 - 9 8 3

H o lt by ,
I

. ,
G . M

.
T e b b u t t , e t a l

. (2 0 0 1) .

"

O u t b r e a k o f N o r w a lk - l ik e v i r u s in f e c t i o n

a s s o c i a t e d w it h s a l a d p r o v id e d i n a r e s t a u r a n t .

"

C o m m u n i t y D i s e a s e P u b l i c H e a lt h

4 (4 ) : 3 0 5 - 3 1 0 .

H o n g ,
D .

,
C . L e e

,
e t a l . (2 0 0 3 ) . D e t e c t i o n o f s e r u m I g M t o H e p a t it i s A V i r u s (H A V ) b y

I M M U L IT E ® a n d I M M U L IT E 2 0 0 0 ® . A m e r i c a n S o c i e t y o f M i c r o b i o l o g y 10 3 r d

G e n e r a l M e e t i n g ,
W a s h i n g t o n D . C .

,
A m e r i c a n S o c i e t y o f M ic r o b i o l o g y .

H o o p e r ,
R . R .

, C . W . J u e l s ,
e t a l . ( 1 9 77 ) .

" A n o u t b r e a k o f t y p e A v i r a l h e p a t it i s a t t he
N a v a l T r a i n in g C e n t e r , S a n D i e g o : e p i d e m i o l o g i c e v a l u a t i o n .

"

A m e r i c a n J o u r n a l

o f E p id e m i o l o g y 10 5 (2 ): 14 8 - 1 5 5 .

H s u ,
F . C ,

Y . S
. S h i e h , e t a l . (2 0 02 ) .

"

E n t e r i c b a c t e r i o p ha g e s a s p o t e n t i a l f e c a l in d i c a t o r s

i n g r o u n d b e e f a n d p o u lt r y m e a t .

"

J F o o d P r o t 6 5 ( 1) : 9 3 - 9 .

H s u
,
F . C

,
Y . S . S h i e h

,
e t a l . ( 1 9 9 5 ) .

" G e n o t y p i n g m a l e - s p e c i fi c R N A c o l i p h a g e s b y
h y b r i d i z a t i o n w i t h o l i g o n u c l e o t i d e p r o b e s .

"

A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 1( 1 1 ):
3 9 60 - 6 .

H u t i n
,
Y . J .

,
V . P o o l

,
e t a l . ( 1 9 9 9 ) .

" A m u lt i s t a t e
,
f o o db o m e o u t b r e a k o f h e p a t i t i s A

N a t i o n a l H e p a t i t i s A I n v e s t i g a t i o n T e a m .

" N e w E n g l a n d Jo u r n a l o f M e d i c i n e

3 4 0 ( 8 ) : 5 9 5 - 6 0 2 .

l A WP R C ( 19 9 1 ) . B a c t e r i o p h a g e s a s m o d e l v i r u s e s i n w a t e r q u a l it y c o n t r o l
. S t u d y G r o u p

o n H e a l t h R e l a t e d W a t e r M i c r o b i o l o g y . A . H . H a v e l a a r
,
W a t e r R e s e a r c h . 2 5 : 5 2 9 -

5 4 5 .

I s t r e ,
G . R . a n d R . S H o p k i n s ( 1 9 8 5 ) .

" A n o u t b r e a k o f f o o db o m e h e p a t it i s A s h o w i n g a

r e l a t i o n s h i p b e t w e e n d o s e a n d i n c u b a t i o n p e r i o d .

" A m e r i c a n Jo u r n a l o f P u b l i c

H e a l t h 7 5 (3 ) : 2 8 0 - 2 8 1 .

J a y k u s , L . A . ( 1 9 9 7 ) .

" E p i d e m i o l o g y a n d d e t e c t i o n a s o p t i o n s f o r c o n t r o l o f v i r a l a n d

p a r a s i t i c f o o d b o m e d i s e a s e .

"

E m e r g I n f e c t D i s 3 (4 ): 5 29 - 5 3 9 .

Ja y k u s , L . A . , R . D e L e o n ,
e t a l . ( 1 9 9 6 ) .

" A v i r io n c o n c e n t r a t i o n m e t h o d f o r d e t e c t i o n o f

h u m a n e n t e r i c v i r u s e s i n o y s t e r s b y PC R a n d o l i g o p r o b e h y b r i d i z a t i o n .

" A p p l

E n v i r o n M i c r o b i o l 6 2 (6 ) : 2 0 7 4 - 8 0 .

J a y k u s ,
L . A .

,
M . T . H e m a r d

,
e t a l . ( 199 4 ) . H u m a n E n t e r ic P a t h o g e n ic V i r u s e s .

E n v i r o n m e n t a l I n d i c a t o r s a n d S h e l l fi s h S a f e t y . C . R . H a c k n e y a n d M . D . P i e r s .

N e w Y o r k
,
C h a p m a n a n d H a l l : 9 2 - 1 5 3 .

19 3
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Je n s e n , H . R . J . ( 19 8 0 ) . T h e d e v e l o p m e n t o f a n a c i d p r e c i p i t a t i o n p r o c e d u r e f o r

c o n c e n t r a t i n g v ir u s e s f r o m a r t i f i c i a l ly a n d n a t u r a l l y c o n t am in a t e d o y s t e r s .

D e p a r t m e n t o f E n v ir o n m e n t a l S c i e n c e a n d E n g i n e e r i n g . C h a p e l H i l l
,
U n i v e r s it y

o f N o r t h C a r o l i n a .

Ji a n g ,
X .

,
J . W a n g ,

e t a l . (1 9 92 ) .

"

D e t e c t i o n o f N o r w a l k v ir u s i n s t o o l b y p o ly m e r a s e

c h a in r e a c t i o n .

"

Jo u r n a l o f C l i n i c a l M i c r o b i o l o g y 3 0 ( 10 ): 2 52 9 - 3 4 .

Ji a n g , X . , M . W a n g , e t a l . ( 1 9 92 ) .

"

E x p r e s s io n
,
s e l f - a s s e m b l y ,

a n d a n t i g e n i c it y o f t h e

N o r w a l k v i r u s c a p s i d p r o t e i n .

" J V i r o l 6 6 ( 1 1) : 6 52 7 - 3 2 .

Jo s e p h s ,
N . K .

,
A . D . C o u Ue it t e , e t a l . (2 0 04 ) . D e v e l o p m e n t o f a s p o t

- t it e r c u l t u r e a s s a y
f o r q u a n t i f y i n g b a c t e r i a a n d v i r a l i n d i c a t o r s . A m e r ic a n S o c i e t y o f M i c r o b i o l o g y
10 4 t h G e n e r a l M e e t i n g , N e w O r l e a n s

,
L A .

Jo t h ik u m a r , N . , M . D . S o b s e y ,
C r o m e a n s

,
T . L . ( 2 0 04 ) . R a p i d D e t e c t i o n o f E n t e r o v i r u s e s

a n d H e p a t it i s A V i r u s i n W a t e r a n d S e w a g e S a m p l e s b y R e a l - t i m e R T - P C R .

P e r s o n a l C o m m u n i c a t i o n .

K a p ik i a n , A . Z . , R . G . W y a t t m ,
e t a l . ( 197 2 ) .

"

V i s u a l i z a t i o n b y im m u n e e l e c t r o n
m i c r o s c o p y o f a 2 7 n m p a r t i c l e a s s o c i a t e d w i t h a c u t e i n f e c t i o u s n o n b a c t e r i a l

g a s t r o e n t e r i t i s .

"

J o u r n a l o f V i r o l o g y 10 : 1 0 7 5 - 10 8 1 .

K a p la n
,
J . E .

,
G W . G a r y ,

e t a l . (1 9 82 ) .

" E p i d e m i o l o g y o f N o r w a lk g a s t r o e n t e r i t i s a n d

t h e r o le o f N o r w a l k v i r u s i n o u t b r e a k s o f a c u t e n o n b a c t e r i a l g a s t r o e n t e r it i s .

"

A n n a l s o f I n t e r n a l M e d i c i n e 9 6 (6 P t 1) : 7 5 6 - 6 1

K e n n e d y ,
V . S ,

R . 1 . E . N e w e l l , e t a l . ,
E d s . ( 1 9 9 6 ) .

T h e E a s t e r n O y s t e r ; C r a s s o s t r e a

v i r g i n i c a . C o l l e g e P a r k , M a r y l a n d , M a r y l a n d S e a G r a n t .

K i n g s l e y , D . H . a n d G . P . R i c h a r d s (2 00 1 ) .

"

R a p i d a n d e f fi c ie n t e x t r a c t i o n m e t h o d fo r

r e v e r s e t r a n s c r ip t i o n
- P C R d e t e c t i o n o f h e p a t i t i s A a n d N o r w a l k - l i k e v i r u s e s i n

s h e l l fi s h .

" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 7 (9 ) : 4 152 - 7 .

K l o n t z
,
K . C . a n d S . R . R i p p e y ( 19 9 1 ) . E p i de m i o l o g y o f M o l l u s c a n - B o m e I l l n e s s .

M o l l u s c a n S h e l l fi s h D e p u r a t i o n . W . S . O t w e l l
,
G . E . R o d r i c k a n d R . E . M a r t i n .

B o s t o n , C R C P r e s s : 4 8 .

K n i p e ,
D . M . a n d P . M . H o w l e y ,

E d s . ( 1 9 9 1) . F i e l d s V ir o l o g y . N ew Y o r k
,
L ip p i n c o t t

Wi l l i a m s a n d W i l k i n s .

K o n o w a l c h u k , J .
a n d J . L . Sp i e r s ( 19 7 7 ) .

"

V i r u s D e t e c t i o n o n G r a p e s .

" C a n a d i a n Jo u r n a l

o f M i c r o b i o l o g y 2 3 (9 ): 1 03 1 - 1 03 3 .

K o o p m a n s , M . a n d E . D u i z e r (2 0 0 4 ) .

" F o o d b o m e v i r u s e s : a n e m e r g i n g p r o b l em .

"

I n t e r n a t i o n a l Jo u r n a l o f F o o d M i c r o b i o l o g y 90 : 2 3 - 4 1 .

1 94
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K o o p m a n s
,
M .

,
C H . v o n B o n s d o r f f , e t a l . ( 2 0 02 )

"

F o o d b o m e v i r u s e s .

"

F E M S

M i c r o b i o l o g y R e v i ew s 2 6 (2 ) : 1 87 - 2 0 5 .

K u k k u l a
,
M .

,
L . M a u n u l a

,
e t a l . ( 1 9 99 ) .

"

O u t b r e a k o f v i r a l g a s t r o e n t e r i t i s d u e t o d r i n k i n g
w a t e r c o n t a m i n a t e d b y N o r w a l k - l i k e v i r u s e s .

"

J I n f e c t D i s 1 8 0 (6 ): 1 7 7 1 - 6 .

L am o t h e ,
G . T .

,
T . P u t a l l a z , e t a l . (2 0 0 3 ) .

"

R e v e r s e t r a n s c r i p t i o n - P C R a n a l y s i s o f b o t t l e d

a n d n a t u r a l m i n e r a l w a t e r s f o r t h e p r e s e n c e o f n o r o v i r u s e s .

" A p p l E n v i r o n

M ic r o b i o l 6 9 (1 1 ) : 6 5 4 1 - 9 .

L a n d r y , E . F .

,
J . M . V a u g h n ,

e t a l ( 1 9 82 ) .

" I n e f f i c i e n t a c c u m u l a t i o n o f l o w l e v e l s o f
m o n o d i s p e r s e d a n d f e c e s - a s s o c i a t e d p o l i o v i r u s i n o y s t e r s .

"

A p p l E n v i r o n
M i c r o b i o l 4 4 (6 ): 13 6 2 - 9 .

L a n d r y , E . F .

,
J . M . V a u g h n ,

e t a l . ( 1 9 83 ) .

"

A c c u m u l a t i o n o f s e d i m e n t - a s s o c i a t e d v ir u s e s

i n s h e l l f i s h .

"

A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 4 5 ( 1) : 2 3 8 - 4 7 .

L a t h a m ,
R . H . a n d C

. A . S c h a b l e ( 1 9 82 ) .

"

F o o d b o m e h e p a t it i s A a t a f a m i l y r e u n i o n u s e

o f I g M - s p e c i f i c h e p a t i t i s a s e r o l o g i c t e s t i n g .

" A m e r i c a n Jo u r n a l o f E p i d em i o l o g y
1 15 (5 ) : 6 4 0 - 6 4 5 .

L e G u y a d e r
,
F . S .

,
F . H . N e i l l

,
e t a l (2 0 0 3 ) .

"

A s e m i q u a n t it a t iv e a p p r o a c h t o e st i m a t e

N o r w a l k - l i k e v i r u s c o n t a m in a t i o n o f o y s t e r s i m p l i c a t e d i n a n o u t b r e a k
"

I n t J

F o o d M i c r o b i o l 8 7 ( 1 - 2 ) : 1 0 7 - 1 2 .

L e e s
,
D . (2 0 00 ) .

"

V i r u s e s a n d b i v a l v e s h e l l fi s h .

"

I n t J F o o d M i c r o b i o l 5 9 (1 - 2 ): 8 1 - 1 1 6 .

L e g e a y , O .

, Y . C a u d r e l i e r , e t a l . ( 2 0 0 0 ) .

"

S i m p l i fi e d p r o c e d u r e f o r d e t e c t i o n o f e n t e r i c

p a t h o g e n i c v i r u s e s i n s h e l l fi s h b y R T - P C R .

"

J V i r o l M e t h o d s 9 0 ( 1) : 1- 14 .

L e g g i t t , P . R . a n d L . A . Ja y k u s (2 0 00 ) .

"

D e t e c t i o n m e t h o d s f o r h u m a n e n t e r i c v i r u s e s in

r e p r e s e n t a t i v e f o o d s .

" J F o o d P r o t 6 3 ( 12 ) : 1 7 3 8 - 4 4 .

L e w i s , G . D . a n d T . G . M e t c a l f ( 1 9 8 8 ) .

"

P o l y e t h y l e n e g l y c o l p r e c ip it a t i o n f o r r e c o v e r y o f

p a t h o g e n i c v i r u s e s , i n c l u d i n g h e p a t i t i s A v i r u s a n d h u m a n r o t a v i r u s , f r o m o y s t e r ,

w a t e r
,
a n d s e d i m e n t s am p l e s .

"

A p p l E n v ir o n M ic r o b i o l 5 4 (8 ) : 1 9 83 - 8 .

L i u
,
O . C

,
H . R . S e r a i c h e k a s

,
e t a l . ( 1 9 6 6 a ) .

" V i r a l p o l lu t i o n o f s h e l l fi s h . 1 . S o m e b a s i c

f a c t s o f u p t a k e .

"

P r o c S o c E x p B i o l M e d 12 3 (2 ): 4 8 1 - 7
.

L iu
,
O . C

,
H . R . S e r a i c h e k a s , e t a l . ( 1 9 6 6b )

" F a t e o f p o l i o v ir u s i n N o r t h e r n

q u a h o g s .

" P r o c . S o c . E x p t . B i o l . M e d 12 1 : 6 0 1- 6 0 7 .

L i u
,
O . C

,
H . R . S e r a i c h e k a s , e t a l . (1 9 6 7 ) .

" V ir a l d e p u r a fi o n o f t h e N o r t h e r n q u a h a u g .

"

A p p l M i c r o b i o l 1 5 (2 ) : 3 0 7 - 15 .
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L o dd e r , W . J .

,
J V i n j e ,

e t a l . ( 1 9 99 ) .

" M o le c u l a r d e t e c t io n o f N o r w a l k - l i k e c a l ic i v i r u s e s

i n s e w a g e .

" A p p l i e d & E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 6 5 ( 12 ) : 5 62 4 - 7 .

L o p m a n
,
B . A .

,
G . K . A da k

,
e t a l . (2 0 0 3a ) .

" T w o e p i d em i o lo g i c p a t t e r n s o f n o r o v i r u s

o u t b r e a k s : s u r v e i l la n c e i n E n g l a n d a n d w a l e s
,
1 9 92 - 2 0 0 0 .

"

Em e r g I n f e c t D is 9 ( 1 ) :
7 1 - 7 7 .

L o p m a n ,
B . A .

, M . H . R e a c h e r , e t a l . (2 0 0 3b ) .

"

V i r a l g a st r o e n t e r i t i s o u t b r e a k s i n E u r o p e ,

1 9 9 5 - 2 0 0 0 .

"

E m e r g in g I n f e c t i o u s D i s e a s e s 9 ( 1 ) : 9 0 - 6 .

L o v e , S . S . , X . J i a n g , e t a l . (2 0 0 2 ) .

"

A l a r g e h o t e l o u t b r e a k o f N o r w a l k - l ik e v i r u s

g a s t r o e n t e r i t is a m o n g t h r e e g r o u p s o f g u e s t s a n d h o t e l e m p l o y e e s i n V i r g i n i a .

"

E p i d e m i o lo g y & I n f e c t i o n 1 2 9 ( 1 ) : 12 7 - 3 2 .

L o w r y ,
P . W .

,
R . L e v i n e ,

e t a l . ( 19 8 9 ) .

"

H e p a t it i s A o u t b r e a k o n a f lo a t i n g r e s t a u r a n t i n

F l o r i d a , 1 9 86 .

"

A m e r i c a n J o u r n a l o f E p i d e m i o l o g y 12 9 (1 ) : 1 5 5 - 1 6 4 .

M a n i l o f f
,
J . a n d H . W . A c k e r m a n n ( 19 88 ) .

" T a x o n o m y o f b a c t e r i a l v i r u s e s :

E s t a b l i s h m e n t o f t a i l e d v i r u s g e n e r a a n d t h e o r de r C a u d o v i r a l e s
"

A r c h . V i r o l .

1 4 3 : 2 0 5 1 - 2 0 63 .

M a r k s
,
P . J .

,
I . B V i p o n d ,

e t a l . (2 0 00 ) .

" E v i d e n c e f o r a i r b o r n e t r a n s m i s s i o n o f N o r w a l k -

l i k e v ir u s (N L V ) i n a h o t e l r e s t a u r a n t .

" E p i d e m i o l o g y & I n f e c t i o n 12 4 (3 ) : 4 8 1 - 7 .

M a r k s
,
P . J .

,
I . B . V i p o n d

,
e t a l . (2 0 0 3 ) .

"

A s c h o o l o u t br e a k o f N o r w a l k - l i k e v i r u s :

e v i d e n c e f o r a i r b o r n e t r a n s m i s s i o n .

"

E p i d e m i o l o g y & I n f e c t i o n 1 3 1 ( 1 ) : 7 2 7 - 3 6 .

M a r x , A . , D .
K

. S h a y , e t a l . ( 1 9 9 9 ) .

" A n o u t b r e a k o f a c u t e g a s t r o e n t e r i t i s i n a g e r i a t r i c

l o n g - t e r m - c a r e f a c i l it y : c o m b i n e d a p p l i c a t i o n o f e p i d e m i o l o g i c a l a n d m o l e c u l a r

d i a g n o s t i c m e t h o d s .

"

I n f e c t C o n t r o l H o s p E p i d e m i o l 2 0 (5 ) : 3 0 6 - 1 1 .

M c C a u s t l a n d
,
K . A .

,
W . W . B o n d , e t a l . ( 1 9 82 ) .

" S u r v iv a l o f h e p a t i t i s A v i r u s i n f e c e s

a ft e r d r y in g a n d s t o r a g e f o r 1 m o n t h .

"

Jo u r n a l o f C l i n i c a l M i c r o b i o l o g y 16 (5 ):
9 5 7 - 8 .

M c E v o y ,
M .

,
W . B l a k e

,
e t a l . ( 19 9 6 ) .

" A n o u t b r e a k o f v i r a l g a s t r o e n t e r i t i s o n a c r u i s e

s h ip .

" C o m m u n D i s R e p C D C R e v 6 ( 13 ) : R 18 8 - 19 2 .

M e a d, P . S . , L . S lu t s k e r , e t a l . ( 19 9 9) .

" F o o d - r e l a t e d i l l n e s s a n d d e a t h i n t h e U n it e d

St a t e s .

" E m e r g I n fe c t D i s 5 (5 ) : 6 0 7 - 2 5 .

M e i n h o l d
,
A . F . ( 19 82 ) . T h e u p t a k e ,

e l i m i n a t i o n
,
a n d t i s s u e d i s t r i bu t i o n o f p o l i o v i r u s i n

t h e A m e r i c a n o y s t e r ,
C r a s s o s t r e a v i r g i n i c a . D e p a r t m e n t o f E n v ir o n m e n t a l S c i e n c e

a n d E n g i n e e r i n g . C h a p e l H i l l , N o r t h C a r o l i n a
,
U n iv e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a .
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M e rt e n s
,
P . L .

,
C . T h ij s , e t a l . ( 2 0 0 2 ) .

" A g a s t r o e n t e r i t i s e p i d e m i c c a u s e d b y a

N o r w a l k - l i k e v ir u s a ft e r 2 w e d d i n g s i n a r e s t a u r a n t ; a p l e a f o r i n t e g r a l

m i c r o b i o l o g i c a l i n v e s t i g a t i o n .

" N e d T ij d s c h r G e n e e s k d 14 ; 14 6 (50 ) : 2 4 2 0 - 2 4 2 4 .

M e t c a l f
,
T . G . , B . M u l l i n

,
e t a l . ( 1 9 80 a ) .

" U p t a k e a n d e l im i n a t i o n o f p a r t i c l e a s s o c i a t e d

p o l io v i r u s b y t h e s o ft s h e l l c la m .

" J o u r n a l o f F o o d P r o t e c t i o n 4 3 : 8 7 - 8 8 .

M e t c a l f
,
T . G .

,
E . M o u l t o n

,
e t a l . (1 9 80 b ) .

" Im p r o v e d m e t h o d a n d t e s t st r a t e g y f o r

r e c o v e r y o f e n t e r i c v ir u s e s f r o m s h e l l fi s h .

"

A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 3 9 (1 ): 1 4 1 -

1 5 2 .

M e t c a l f ,
T

. G .

, B .
M u l l i n ,

e t a l . ( 1 9 7 9 a ) .

"

B i o a c c u m u l a t i o n a n d d e p u r a t i o n o f

E n t e r o v i r u s e s b y t h e s o ft s h e l l c l a m
,
M y a a r e n a r i a .

" A p p l i e d & E n v i r o n m e n t a l

M i c r o b i o l o g y 3 8 : 2 7 5 - 2 8 2 .

M e t c a l f ,
T

. G . ( 1 97 9 b ) .

"

I n d i c a t i o n o f v i r u s e s i n s h e l l fi s h g r o w i n g w a t e r s .

" A m J P u b l i c

H e a l t h 6 9 ( 1 1) : 1 0 9 3 - 1 0 94 .

M e t c a l f
,
T . G . a n d W . C . St i l e s ( 1 96 5 ) .

"

T h e A c c u m u l a t i o n o f E n t e r i c V i r u s e s b y t h e

O y s t e r ,
C r a s s o s t r e a V i r g in ic a .

"

J I n f e c t D i s 1 15 : 6 8 - 7 6 .

M e y e r h o f f , A . S a n d R . J . Ja c o b s (2 0 0 1)
"

T r a n s m i s s i o n o f h e p a t it i s A t h r o u g h

h o u s e h o l d c o n t a c t .

"

J o u r n a l o f V i r a l H e p a t i t i s . 8 : 4 5 4 - 4 58 .

M e y e r s
,
J . D .

,
J . C . H u f f

,
e t a l . (19 74 ) .

" Pa r e n t e r a l ly t r a n s m i t t e d h e p a t it i s A a s s o c i a t e d

w it h p l a t e l e t t r a n s f u s i o n s . E p id e m io l o g i c s t u d y o f a n o u t b r e a k i n a m a r r o w

t r a n s p l a n t a t i o n c e n t e r .

"

A n n a l s o f I n t e r n a l M e d i c i n e 8 1 (2 ): 14 5 - 5 1 .

M i l l e r
,
M .

,
L . C a r t e r

,
e t a l . (2 0 0 2 ) .

" N o r w a l k - l i k e v i r u s o u t b r e a k i n C a n b e r r a :

i m p l i c a t i o n s f o r i n f e c t i o n c o n t r o l i n a g e d c a r e f a c i l i t it y .

"

C o m m u n D i s I n t e l l

2 6 (4 ) : 5 5 5 - 5 6 1 .

M i t c h e l l , J . R .

,
M . W . P r e s n e l l , e t a l . ( 1 9 6 6 ) .

"

A c c u m u l a t i o n a n d e l i m i n a t i o n o f

p o l io v i r u s b y t h e e a s t e r n o y s t e r .

"

A m J E p i d e m i o l 8 4 ( 1 ) : 4 0 - 5 0 .

M o e
,
C . L . (2 0 0 1 ) . E f f e c t s A s s e s s m e n t : D e t e r m i n a n t s o f R i s k a n d O u t c o m e o f

W a t e r b o m e I n fe c t i o n . M i c r o b i a l P a t h o g e n s a n d D i s i n f e c t i o n B y
-

p r o d u c t s in

D r i n k i n g W a t e r : H e a l t h E f f e c t s a n d M a n a g e m e n t o f R i s k s . G .
F . C r a u n

,
F . S

H a u c h m a n a n d D . E . R o b i n s o n . Wa s h i n g t o n , D C , I L S I P r e s s : 1 1 5 - 1 3 5 .

M o e
,
C . L .

,
D . R h o d e s , e t a l . ( 1 9 9 8 ) . D e t e r m i n a t i o n o f N o r w a l k v i r u s d o s e - r e s p o n s e i n

h u m a n v o l u n t e e r s . A m e r i c a n So c i e t y o f M i c r o b i o l o gy 9 8 t h G e n e r a l M e e t i n g , ,

A t l a n t a , G e o r g i a .
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M o e
,
C . L . , M . D . S o b s e y , e t a l . ( 1 9 9 9 ) . E s t i m a t i n g t h e r i s lc o f h u m a n c a l i c i v ir u s i

i n f e c t i o n f r o m d r i n lc in g w a t e r . I n t e r n a t i o n a l Wo r k s h o p o n H u m a n C a l i c i v ir u s e s ,

A t l a n t a
,
G e o r g i a ,

C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d P r e v e n t i o n .

M u l l e n do r e , J . L .

, M . D . S o b s e y ,
e t a l . ( 2 0 0 1 ) .

" I m p r o v e d m e t h o d f o r t h e r e c o v e r y o f

h e p a t i t i s A v i r u s f r o m o y s t e r s .

"

J V i r o l M e t h o d s 9 4 ( 1 - 2 ) ; 2 5 - 3 5 .

M u n i a i n - M u j i k a , I .

,
M . C a l v o , e t a l . (2 0 0 3 ) .

"

C o m p a r a t i v e a n a ly s i s o f v i r a l p a t h o g e n s

a n d p o t e n t i a l i n d i c a t o r s i n s h e l l fi s h .

"

I n t J F o o d M i c r o b i o l 8 3 ( 1) : 7 5 - 8 5 .

N a k a t a , S .

,
K . K o g a w a

, e t a l . ( 19 9 6 ) .

"

T h e e p i de m i o l o g y o f h u m a n

c a l i c iv ir u s / Sa p p o r o v i r u s / 8 2 / J a p a n .

"

A r c h . V i r o l . S u p p l . 1 2 : 2 6 3 - 2 7 0 .

N C D M F
. N o r t h C a r o l i n a D i v i s i o n o f M a r in e F i s h e r i e s .

N e e f e
,
J . R .

,
S S . G e l l i s

,
e t a l . ( 19 4 6 ) .

"

H o m o l o g o u s s e r u m h e p a t i t i s a n d i n f e c t i o u s

( e p i d e m i c ) h e p a t i t i s : s t u d i e s i n v o l u n t e e r s b e a r i n g a n i m m u n o l o g i c a l a n d o t h e r

c h a r a c t e r i s t i c s o f t h e e t i o l o g i c a l a g e n t .

" A m e r i c a n J o u r n a l o f M e d i c i n e 1 : 3 - 2 2 .

N e w b a l l , S . a n d M . R . C a r r i c k e r ( 1 9 8 3 ) .

" S y s t e m a t i c r e l a t i o n s h i p o f t h e o y s t e r

C r a s s o st r e a r h i z o ph o r a e a n d C . v i r g i n ic a : a c o m p a r a t i v e u lt r a s t r u c t u r a l st u d y o f
t h e v a l v e s .

" A m e r i c a m M a l a c o l . B u l l . 1 : 3 5 - 4 2 .

N e w e l l
,
R . I . E . a n d S . D . J o r d o n (1 9 8 3 ) .

"

P r e f e r e n t i a l i n g e s t i o n o f o r g a n i c m a t e r i a l b y
t h e A m e r i c a n o y s t e r ,

C r a s s o s t r e a v ir g i n i c a .

" M a r . E c o l . P r o g . Se r . 1 3 : 4 7 - 5 3 .

N i u
,
M . T . , L . B

. P o l is h , e t a l . (1 9 9 2 ) .

" M u l t i s t a t e o u t b r e a k o f h e p a t i t i s A a s s o c ia t e d w i t h

f r o z e n s t r a w b e r r i e s .

"

J I n f e c t D i s 1 6 6 (3 ) : 5 18 - 2 4 .

N o b l e
,
R . C

,
M . A . K a n e

,
e t a l . ( 1 9 84 ) .

" P o s t t r a n s f u s i o n h e p a t i t i s A in a n e o n a t a l

in t e n s i v e c a r e u n it .

"

J A M A 2 52 ( 19 ) : 2 7 1 1- 5 .

N u t r i t i o n D a t a N u t r i t i o n D a t a : N u r t it i o n a l S u m m a r y f o r " M o l l u s k s
,
o y s t e r

.
P a c i fi c

,
r a w "

.

2 0 0 4 .

N y g a r d ,
K .

,
B . G o n d r o s e n , e t a l . (2 0 04 )

"

[W a t e r - b o r n e d i s e a s e o u t b r e a k s i n N o r w a y ] .

"

T i d s s k r N o r L a e g e f o r e n 1 23 (2 3 ): 3 4 10 - 3 .

O l s e n
,
S . J .

,
L . C . M a c K i n n o n

,
e t a l . (2 0 00 ) .

"

S u r v e i l l a n c e f o r f o o db o m e - d i s e a s e

o u t b r e a k s - U n i t e d S t a t e s , 19 9 3 - 1 9 9 7 .

" M M WR C D C S u r v e i l l S u m m 4 9 ( 1) : 1 - 6 2 .

O s t e r h o lm , M . T
.

,
R J . K a n t o r

,
e t a l . (1 9 8 0 ) .

" Im m u n o g l o b u l i n M - s p e c i fi c s e r o l o g i c
t e s t i n g i n a n o u t b r e a k o f f o o d b o m e v i r a l h e p a t i t i s

,
t y p e A .

"

A m e r i c a n Jo u r n a l o f
E p i d e m i o l o g y 112 ( 1 ): 8 - 1 6 .
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O u d e j a n s , S . J . G . , S . C . L o n g , e t a l . (2 0 0 3 ) . S im u lt a n e o u s d e t e c t i o n a n d g e n o t y p i n g o f

m a l e - s p e c i fi c c o l ip h a g e s by r e v e r s e l in e b l o t h y b r i d iz a t i o n . A m e r i c a n So c i e t y o f

M i c r o b i o l o g y 10 3 r d G e n e r a l M e e t i n g ,
W a s h i n g t o n

,
D . C .

P a r k in , W . E .

,
P . M a r z i n s k y ,

e t a l ( 1 9 83 ) .

"

F o o d b o m e h e p a t i t i s A a s s o c ia t e d w i t h

c h e e s e b u r g e r s .

" J M e d S o c N J 80 (8 ): 6 12 - 6 15 .

P a u l
,
J . R . , W . P . H a v e n s

,
e t a l . ( 1 9 4 5 ) .

" T r a n s m i s s i o n e x p e r i m e n t s i n s e r u m j a u n d i c e a n d

i n f e c t i o u s h e p a t it i s .

"

JA M A 12 8 : 9 1 1 - 9 1 5 .

P e l c z a r , M . J . , E . C . S . C h a n , e t a l . ( 1 9 8 8 ) . M i c r o b i o l o g y . S i n g a p o r e , M c G r a w - H i l l B o o k

C o .

P e r r y ,
J . V . a n d P . P . M o r t i m e r ( 19 8 4 ) .

"

T h e h e a t s e n s i t i v i t y o f h e p a t i t i s A v i r u s

d e t e r m i n e d b y a s i m p l e t i s s u e c u l t u r e m e t h o d .

"

J o u r n a l o f M e d i c a l V i r o l o g y 14 :

2 7 7 - 2 83 .

P h e l p s ,
E . J . (1 9 1 1 ) .

" S o m e e x p e r i m e n t s u p o n t h e r e m o v a l o f o y s t e r s f r o m p o l l u t e d t o

u n p o l l u t e d w a t e r s .

" A m e r i c a n Jo u r n a l o f P u b l i c H e a l t h 1 (5 ): 3 0 5 - 3 0 8 .

P o l i s h
,
L . B .

,
B . H R o b e rt s o n , e t a l . ( 1 9 9 9 ) .

"

E x c r e t i o n o f h e p a t it i s A v ir u s (H A V ) i n
a d u lt s : c o m p a r i s o n o f i m m u n o lo g i c a n d m o l e c u l a r d e t e c t i o n m e t h o d s a n d

r e l a t io n s h ip b e t w e e n H A V p o s it i v i t y a n d i n f e c t i v i t y i n t a m a r i n s .

" J C l i n
M i c r o b i o l 3 7 (1 1 ) : 3 6 15 - 7

.

P o w e r
,
U . F . a n d J . K C o l l i n s ( 1 9 89 ) .

"

D i f f e r e n t i a l de p u r a t i o n o f p o l i o v i r u s
,
E s c h e r i c h i a

c o l i
,
a n d a c o l i p h a g e b y t h e c o mm o n m u s s e l

,
M y t i l u s e d u l i s .

" A p p l E n v i r o n

M i c r o b i o l 5 5 (6 ) : 1 3 8 6 - 9 0

P r o v o s t
,
P . J

,
B . S . W o l a n s k i

,
e t a l . ( 19 7 5 ) .

" P h y s i c a l
,
c h e m i c a l a n d m o r p h o l o g i c

d i m e n s io n s o f h u m a n h e p a t it i s A v i r u s s t r a i n C R 3 2 6 (3 8 57 8 ) .

" P r o c e e d i n g s o f t h e

S o c i e t y fo r E x p e r i m e n t a l B i o l o g y & M e d i c in e 1 4 8 (2 ) : 5 3 2 - 9 .

P u r c e l l
,
R . H .

,
D . C . W o n g ,

e t a l . (2 0 0 2 ) .

" R e la t i v e i n f e c t iv i t y o f h e p a t i t i s A v i r u s b y t h e

o r a l a n d i n t r a v e n o u s r o u t e s i n 2 s p e c ie s o f n o n hu m a n p r i m a t e s .

" Jo u r n a l o f

I n f e c t i o u s D i s e a s e s 1 8 5 ( 1 1) : 1 6 6 8 - 7 1 .

P u r v e s
,
W . K .

,
G . H . O r i a n s

,
e t a l .

,
E d s . ( 1 9 9 8 ) . L i f e ; T h e S c i e n c e o f B i o lo g y .

M a s s a c h u s e t t s
,
S i n a u e r A s s o c i a t i o n .

R e i d
,
T . M . a n d H . G . R o b i n s o n (1 9 87 ) .

"

F r o z e n r a s p b e r r i e s a n d h e p a t it i s A .

"

E p i d e m i o l .

I n f e c t . 9 8 ( 1) : 1 0 9 - 1 1 2 .

R e im a n n
,
H . H A C C P a n d R i s k A n a l y s i s

19 9
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R o s e n b l u m , L . S . , I . R M i r k i n , e t a l . ( 1 9 9 0 ) .

" A m u l t i f o c a l o u t b r e a k o f h e p a t i t i s A t r a c e d

t o c o m m e r c i a l l y d i s t r i b u t e d le t t u c e .

" A m e r i c a n Jo u r n a l o f P u b l i c H e a l t h 8 0 (9 ) :
1 0 7 5 - 1 0 79 .

S a i r , A . I . , D . H .
D ' S o u z a ,

e t a l . ( 2 0 02 ) .

" I m p r o v e d d e t e c t i o n o f h u m a n e n t e r i c v i r u s e s i n

f o o d s b y R T - P C R .

" J V i r o l M e t h o d s 1 00 ( 1 - 2 ) : 5 7 - 6 9 .

S c h v o e r e r
,
E . , F . B o n n e t , e t a l . ( 1 9 9 9 ) .

" A h o s p it a l o u t b r e a k o f g a s t r o e n t e r i t i s p o s s i b l y
r e la t e d t o t h e c o n t a m i n a t i o n o f t a p w a t e r b y a s m a l l r o u n d s t r u c t u r e d v i r u s .

" J

H o s p I n f e c t 4 3 (2 ) : 14 9 - 5 4 .

S c h w a b
,
K . J .

,
F . H . N e i l l

,
e t a l . (2 0 00 ) .

"

D e v e l o p m e n t o f m e t h o ds t o d e t e c t "

N o r w a l k -

l i k e v i r u s e s
"

(N L V s ) a n d h e p a t it i s A v i r u s i n d e l ic a t e s s e n f o o d s : a p p l i c a t i o n t o a

f o o d - b o r n e N L V o u t b r e a k .

" A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 6 ( 1) : 2 13 - 8 .

S c o t t i
,
P . D .

,
G . C . F l e t c h e r , e t a l . ( 19 8 3 ) .

"

V i r u s d e p u r a t i o n i n t h e P a c i fi c o y s t e r

(C r a s s o s t r e a g i g a s ) i n N e w Z e a l a n d .

" N . Z . J . S c i e n c e 2 6 : 9 - 1 3 .

S e r a i c h e k a s , H . R . ,
D . A . B r a s h e a r

,
e t a l . ( 1 9 6 8 ) .

" V i r a l d e p u r a t i o n b y a s s a y i n g
i n d i v i d u a l s h e l l fi s h .

"

A p p l M i c r o b io l 1 6 ( 12 ) : 1 8 65 - 7 1 .

S h e i h
,
C

. Y . ,
R . S . B a r i c ,

e t a l . (2 0 0 3 ) .

" M o l e c u l a r s u r v e i l l a n c e o f e n t e r o v i r u s e s a n d

N o r w a l k - l i k e v i r u s e s i n o y s t e r s r e l o c a t e d t o a m u n i c i p a l - s e w a g e
- im p a c t e d g u l f

e s t u a r y .

" A p p l i e d & E n v i r o n m e n t a l M ic r o b i o l o g y 6 9 ( 12 ) : 7 13 0 - 7 1 3 6 .

S h i e h , Y .

,
S . S . M o n r o e

,
e t a l . (2 0 0 0 )

"

D e t e c t i o n o f n o r w a l k - l i k e v i r u s i n s h e l lfi s h
i m p l ic a t e d i n i l ln e s s .

"

J I n f e c t D i s 1 8 1 S u pp l 2 : S 3 60 - 6 .

S h i e h
,
Y . C ,

K . R . C a l c i
,
e t a l . ( 1 9 99 ) .

" A m e t h o d t o d e t e c t l o w l e v e l s o f e n t e r i c v i r u s e s

i n c o n t a m i n a t e d o y s t e r s .

" A p p l E n v i r o n M i c r o b io l 6 5 ( 11 ) : 4 7 0 9 - 1 4 .

S i e g l , G .

,
M . W e i t z

,
e t a l . ( 19 84 ) .

"

St a b i l i t y o f h e p a t it i s A v i r u s .

"

I n t e r v i r o l o g y 2 2 : 2 18-

2 2 6 .

S k r a b e r , S . , B . G a s s i l l o u d , e t a l . (2 0 04 ) .

"

C o m p a r i s o n o f c o l i f o r m s a n d c o l ip h a g e s a s

t o o l s f o r a s s e s s m e n t o f v i r a l c o n t a m i n a t i o n i n r i v e r w a t e r .

"

A p p l E n v i r o n

M i c r o b i o l 7 0 (6 ): 3 64 4 - 3 6 4 9 .

So b s e y ,
M . D . (2 0 0 3) . L e c t u r e : I n d i c a t o r O r g a n i s m s . E N V R 133 . Ch a p e l H i l l P e r s o n a l

C o m m u n i c a t i o n .

S o b s e y ,
M . D .

,
D . A . B a t t i g e l l i ,

e t a l . ( 1 9 9 5 ) . M a l e s p e c i fi c c o l ip h a g e s a s i n d i c a t o r s o f
v i r a l c o n t am i n a t i o n o f d r i n k in g w a t e r . D e n v e r

,
C O

,
A m e r ic a n W a t e r W o r k s

A s s o c i a t i o n R e s e a r c h F o u n d a t i o n .

2 0 0
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S o b s e y ,
M . D . a n d L . A . Ja y k u s ( 1 9 9 1) . H u m a n e n t e r i c v ir u s e s a n d d e p u r a t i o n o f b i v a lv e

m o l l u s k s . M o Uu s c a n S h e l lfi s h D e p u r a t i o n . W . S . O t w e l l
,
G . E . R o d r i c k a n d R . E .

M a r t in . B o s t o n
, C R C P r e s s : 7 1 - 1 1 4 .

So b s e y ,
M . D .

,
K . J . S c h w a b , e t a l . ( 1 9 90 ) .

"

A s i m p l e m e m b r a n e fi l t e r m e t h o d t o

c o n c e n t r a t e a n d e n u m e r a t e m a l e - s p e c ifi c R N A c o l ip h a g e s .

"

J o u r n a l o f A m e r i c a n
W a t e r W o r k s A s s o s i c a t i o n 8 2 : 5 2 - 5 9 .

S o b s e y ,
M . D . , P . A . S h i e l d s ,

e t a l . ( 1 9 8 8 ) . S u r v i v a l a n d p e r s i s t e n c e o f h e p a t i t i s A v ir u s

i n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s . V i r a l h e p a t i t i s a n d l i v e r d i s e a s e . A . J Z u c k e r m a n .

N e w Y o r k , A l a n R . L i s s : 12 1 - 1 2 4 .

S o b s e y , M . D . , R . C a r r i c k , e t a l . ( 1 9 80 ) . E n t e r o v i r u s e l i m i n a t i o n f r o m o y s t e r s i n e s t a r y
w a t e r . A m e r i c a n S o c i e t y o f M i c r o b i o l o g y 80 t h G e n e r a l M e e t i n g .

S o b s e y , M . D . ,
R . J . C a r r i c k

,
e t a l . (1 9 7 8 ) .

"

I m p r o v e d m e t h o d s f o r de t e c t i n g e n t e r i c

v i r u s e s i n o y s t e r s .

" A p p l i e d & E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 3 6 : 12 1- 1 30 .

S o b s e y , M . D . , C . W a l l i s ,
e t a l . ( 1 9 7 5 ) .

" D e v e l o p m e n t o f a s i m p l e m e t h o d f o r

c o n c e n t r a t i n g e n t e r o v ir u s e s f r o m o y s t e r s .

" A p p l M i c r o b i o l 2 9 ( 1) : 2 1 - 6 .

S u n e n
,
E .

,
N . C a s a s , e t a l . (2 0 0 4 ) .

"

C o m p a r is o n o f t w o m e t h o d s fo r t h e d e t e c t i o n o f
h e p a t i t i s A v i r u s i n c l a m s a m p l e s (T a p e s sp p . ) b y r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n

- n e s t e d

P C R .

" I n t J F o o d M i c r o b i o l 9 1 (2 ) : 1 4 7 - 5 4

S u n e n
,
E . a n d M . D . S o b s e y ( 199 9 ) .

"

R e c o v e r y a n d d e t e c t i o n o f e n t e r o v i r u s
,
h e p a t i t i s A

v i r u s a n d N o r w a l k v i r u s i n h a r d s h e l l c l a m s (M e r c e n a r i a m e r c e n a r i a ) b y R T - P C R

m e t h o d s .

"

J V ir o l M e t h o d s 77 (2 ) : 1 79 - 87 .

T h o r n t o n
,
S .

,
D . D a v i e s

,
e t a l . (2 0 0 2 ) .

" D e t e c t i o n o f N o r w a l k - l ik e v i r u s i n f e c t i o n a b o a r d

t w o U . S . N a v y s h i p s .

" M i l i t a r y M e d i c i n e 1 67 ( 10 ) : 8 2 6 - 8 3 0 .

T o r o k
,
T . J .

,
R . V . T a u x e

,
e t a l . ( 1 9 97 ) .

"

A l a r g e c o m m u n it y o u t b r e a k o f s a l m o n e l l o s i s

c a u s e d b y i n t e n t i o n a l c o n t a m in a t i o n o f r e s t a u r a n t s a l a d b a r s .

" J A M A 2 7 8(5 ) : 3 8 9 -

9 5

V A - D E Q, V i r g i n i a D e p a r t m e n t o f E n v r i o n m e n t a l Qu a l i t y . T h e V i r g i n i a O y s t e r H e r it a g e

P r o g r a m .

v a n R e g e n m o r t e l , M . H . , C . M . F a u q u e t , e t a l . (2 0 0 0 ) .
V i r u s T a x o n o m y ; 7

*
R e p o r t .

I n t e r n a t i o n a l C o mm i t t e e o n T a x o n o m y o f V i r u s , A c a d e m i c P r e s s .

V a u g h n , J . M .

,
E . F . L a n d r y ,

e t a l . ( 197 9 ) .

" Su r v e y o f h u m a n e n t e r o v i r u s o c c u r r e n c e i n

f r e s h a n d m a r i n e s u r f a c e w a t e r s o n L o n g I s l a n d .

"

A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 3 8 (2 ):
2 9 0 - 6 .

2 0 1
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V a u g h n ,
J . M .

,
E . F . L a n d r y ,

e t a l . ( 1 9 7 8) .

" Su r v e y o f h u m a n v i r u s o c c u r r e n c e i n
w a s t e w a t e r - r e c h a r g e d g r o u n dw a t e r o n L o n g I s l a n d .

" A p p l E n v i r o n M i c r o b io l

3 6 ( 1 ) : 4 7 - 5 1 .

W a it
,
D . A .

,
C . R . H a c k n e y ,

e t a l . (1 9 8 3 ) .

"

E n t e r i c b a c t e r i a l a n d v i r a l i n d i c a t o r b a c t e r i a in

h a r d s h e l l c l am s .

" J o u r n a l o f F o o d P r o t e c t i o n 4 6 (6 ): 4 93 - 4 9 6 .

W a r b u r t o n , A .
R

. ,
T

. G . Wr e gh i t t , e t a l ( 1 99 1) .

" H e p a t it i s A o u t b r e a k i n v o l v i n g b r e a d .

"

E p i d e m i o l o g I n f e c t . 1 0 6 (1 ) : 1 9 9 - 2 0 2 .

Wa r n e r
,
R . D .

,
R . W . C a r r

,
e t a l . (1 9 9 1) .

"

A l a r g e n o n t y p i c a l o u t b r e a k o f N o r w a l k v i r u s

g a s t r o e n t e r it i s a s s o c i a t e d w i t h e x p o s i n g c e l e r y t o n o n p o t a b l e w a t e r w it h

C i t r o b a c t e r f r e u n d .

"

A r c h I n t e r n M e d . 1 5 1( 12 ): 2 4 19 - 2 4 2 4 .

W e i s fu s e
,
I . B .

,
D . J . G r a h a m

,
e t a l . ( 19 9 0 ) .

" A n o u t b r e a k o f h e p a t i t i s A a m o n g c a n c e r

p a t ie n t s t r e a t e d w i t h i n t e r le u k i n - 2 a n d l y m p h o k i n e - a c t iv a t e d k i l l e r c e l l s .

"

J o u r n a l

o f I n f e c t i o u s D i s e a s e s 16 1 (4 ) : 6 4 7 - 5 2 .

W e l l s
,
W . F . (1 9 2 9 ) .

" C h l o r i n a t i o n a s a f a c t o r o f s a f e t y i n s h e l l fi s h p r o d u c t i o n .

"

A m e r i c a n Jo u r n a l o f P u b l i c H e a lt h 19 ( 1) : 7 2 - 7 9 .

W e l l s
,
W . F . (19 2 6 ) . E a r ly o y s t e r c u lt u r e in v e s t i g a t i o n s b y t h e N e w Y o r k S t a t e

C o n s e r v a t i o n C o m m i s s i o n
, (19 2 0 - 1 9 2 6 ) . A n n u a l R e p o r t t o t h e L e g i s l a t u r e : 5 6 - 5 9 .

W e l l s , W . F . ( 19 16 ) .

"

A r t i f i c i a l p u r i fi c a t i o n o f o y s t e r s .

"

P u b l i c H e a lt h R e p o r t s 3 1 : 1 84 8 -

1 8 5 2 .

WH O (2 0 0 1) .
G l o b a l s u r v e i l la n c e o f f o o d b o m e d i s e a s e : d e v e lo p i n g a s t r a t e g y a n d i t s

i n t e r a c t i o n w it h r i s k a s s e s s m e n t . G e n e v a
,
Sw i t z e r l a n d .

X u , Z . Y . , Z . H . L i , e t a l . (1 9 9 2 )
"

E c o l o g y a n d p r e v e n t i o n o f a s h e l l fi s h - a s s o c ia t e d

he p a t i t i s A e p i d e m i c i n Sh a n g h a i ,
C h i n a .

" V a c c i n e : S u p p l e m e n t 1 ; 6 7 - 6 8 .

Y o n g e , C . M . ( 1 92 6 ) .

"

S t r u c t u r e a n d p h y s i o l o g y o f t h e o r g a n s o f f e e d i n g a n d d i g e s t i o n i n

O s t r e a e d u l i s .

"

J o u r n a l o f M a r i n e B i o l o g y A s s o c . 14 : 2 9 5 - 3 8 6 .

Y o t s u y a n a g i ,
H .

,
K . K o i k e ,

e t a l
. ( 1 9 9 6 ) .

"

P r o lo n g e d f e c a l e x c r e t i o n o f h e p a t i t i s A v i r u s

i n a d u l t p a t i e n t s w i t h h e p a t i t i s A a s d e t e r m i n e d b y p o l y m e r a s e c h a in r e a c t i o n .

"

H e p a t o l o g y 24 ( 1 ) : 1 0 - 3 .

2 0 2
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