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RESUMO

As analises para deteccdo de Salmonella spp. sdo de grande importancia no
processo da agroindustria de produtos de origem animal, pois refletem diretamente
na qualidade microbiolégica dos alimentos, impactando no tempo de estocagem e
por conseguinte na liberacdo do produto para venda. O presente trabalho verificou a
eficiéncia de um novo teste ELFA ELISA utilizando proteina recombinante oriunda
de bacteriéfago (VIDAS UP®) para detectar a presenca de Salmonella spp. em
produtos de origem animal. Foram analisadas 215 amostras (15 amostras
artificilamente contaminadas e 200 amostras de rotina da agroindustria), de
diferentes produtos de origem animal. As amostras foram submetidas a cinco
métodos de diagnéstico: ELFA ELISA, metodologia convencional de acordo com ISO
6579, reacdo em cadeia da polimerase - PCR, meio semi-sélido Rappaport-
Vassiliadis Modificado - MSRV e meio MSRV + suplemento. Onze amostras das 215
(5,12%) foram positivas em pelo menos um dos testes, sendo quatro amostras de
rotina da agroindustria e sete amostras artificialmente contaminadas. A sensibilidade
e especificidade do teste ELFA ELISA com a metodologia convencional foi de 90,0%
e 99,51%, respectivamente. O teste ELFA ELISA apresentou equivaléncia com as
demais metodologias, mostrando ser eficaz e rapido na deteccdo de Salmonella spp.

em diferentes produtos de origem animal.

Palavras-chave: Alimentos, Salmonella spp., diagnéstico, ELFA ELISA,

bacteriofago.



ABSTRACT

The analyzes for Salmonella spp. detection are of great importance in the process of
agribusiness from products of animal origin, because they reflect directly on the
microbiological quality of food, impacting the storage time and therefore the release
of the product for sale. The present study verified the efficiency of a new ELFA ELISA
test using a recombinant protein from bacteriophage (VIDAS UP®) to detect the
presence of Salmonella spp. in products of animal origin. Two hundred fifteen
samples (15 samples artificially contaminated and 200 samples from agribusiness
routine), from different products of animal origin were analyzed. The samples were
tested by five methods of diagnosis: ELFA ELISA, conventional methodology in
accordance with ISO 6579, polymerase chain reaction - PCR, semi-solid Rappaport-
Vassiliadis Modified - MSRV and MSRV medium + supplement. Eleven out of 215
(5.12%) samples were positive in at least one test, which four samples were from
agribusiness routine and seven were from artificially contaminated samples. The
sensitivity and specificity of the ELFA ELISA when compared with the conventional
method was 90.0% and 99.51% respectively. The ELFA ELISA was equivalent to the
other methodologies, showing to be effective and rapid to detect Salmonella spp. in

different products of animal origin.

Key words: Food, Salmonella spp., diagnostic, ELFA ELISA, bacteriophage.
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1 INTRODUGAO

As doencas transmitidas por alimentos representam um importante problema
de saude publica. O grande numero de agentes causais aumenta significativamente
as possibilidades de ocorréncia das infeccbes alimentares. A contaminacdo dos
alimentos, especialmente os alimentos de origem animal, causada por
microrganismos patogénicos € considerada um problema para as industrias de
alimentos e um risco para o consumidor, devido a sua elevada frequéncia e
gravidade (SHINOHARA et al., 2008; ANDRADE et al., 2010).

Dentre os agentes causais, destacam-se as bactérias do género Salmonella,
que sao responsaveis por muitos casos de toxinfecgdes alimentares (WEGENER e
BAGER, 1997). Segundo Shinohara et al. (2008), a salmonelose é uma das
principais zoonoses para a saude publica em todo o mundo, exteriorizando-se pela
suas caracteristicas de endemicidade, alta morbidade e, sobretudo, pela dificuldade
da adocao de medidas no seu controle.

O processamento e a manipulacdo de produtos de origem animal pelas
agroindustrias representam um ponto importante de contaminacdo de carcacas e
produtos alimenticios por Salmonella spp. (BARROS et al., 2007). Dentre eles, os
produtos derivados de carne bovina, suina e de aves, podem ser considerados uma
ameaca a saude publica quando apresentam contaminagao, preocupando 0s 6rgaos
de fiscalizacao.

Desta forma, faz-se necessario a existéncia de métodos de detecgao rapida
para Salmonella spp. nestes alimentos antes que os mesmos cheguem ao comércio
e a mesa do consumidor. A metodologia convencional de isolamento € o Unico
método de deteccdo manual de Salmonella spp. atualmente reconhecido pelos
orgaos oficiais do Brasil (BRASIL, 2003), no entanto, este método além de ser
demasiadamente trabalhoso, requer mais de cinco dias para emitir o diagnéstico
final. Este longo tempo pode comprometer as medidas de controle em frigorificos ou
até mesmo a exportacao de produtos e subprodutos carneos (SANTOS et al., 2001).

Assim, novas técnicas de diagnéstico de Salmonella spp. vem sendo
estudadas e avaliadas em relagcdo a especificidade e sensibilidade, para que,
mediante comprovagao, possam ser uma alternativa a metodologia convencional,
evitando assim, seus inconvenientes. Dentre os testes alternativos existentes

disponiveis no mercado que melhor se adaptam a rotina dos laboratérios de
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alimentos destacam-se o PCR, MSRV e ELFA-ELISA (FLOWERS et al., 1989;
BEUMER et al., 1991; FRANCHIN et al., 2006; SOUSA et al., 2007; PEREZ et al.,
2008).

O ELFA-ELISA disponivel comercialmente utiliza anticorpos monoclonais para
a ligacdo com o antigeno em questao (FLOWERS et al., 1989). Com o objetivo de
inovar os kits que utilizam esta tecnologia, foi desenvolvido um novo teste nos
mesmos moldes do ELFA-ELISA, porém utilizando a tecnologia de proteinas
recombinantes derivadas de um bacteriéfago para ligacdo de anticorpos. As
vantagens deste novo método envolvem o fato de apresentar maior praticidade na
realizacdo da técnica, pois esta é mais rapida e simples que a anterior, além de
sugerir maior especificidade e sensibilidade.

Esse trabalho tem como objetivo avaliar esta nova metodologia quanto a sua
praticidade e eficiéncia frente aos métodos ja consagrados de deteccdo em

laboratoérios de alimentos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TOXINFECCOES POR Salmonella spp.

As toxinfecgdes alimentares representam ainda hoje um sério problema de
saude publica, apesar de terem ocorrido mudancas no perfil epidemioldgico das
enfermidades transmitidas por alimentos. Mesmo com a expansédo dos mercados de
consumo, a globalizacdo econdmica, a alteracbes dos habitos alimentares e o
aumento no consumo de alimentos industrializados; as doengas veiculadas por
alimentos continuam sendo uma das principais causas de elevada morbidade e
mortalidade. Diversos patdgenos alimentares sdo conhecidos por causarem
doencgas, estando veiculados a alimentos e agua, e entre esses se sabe que as
bactérias constituem um grande grupo de microrganismos causadores de
enfermidades (SHINOHARA et al., 2008; ANDRADE et al., 2010).

As condigcdes higiénicas dos locais de producédo e manipulagdo dos alimentos
interferem na qualidade microbiolégica de carne e derivados. A contaminacao
microbiolégica das carcagas ocorre principalmente durante o processamento e
manipulacdo, bem como na retirada da pele, evisceracao, estocagem em frigorificos
e estabelecimentos de varejo (BARROS et al., 2007). Atualmente, a producado de
alimentos seguros envolve uma discussdao complexa de &ambito internacional,
abrangendo agendas de pesquisa, operacionalizacdo de programas de controle,
rastreabilidade e certificagcdo que permeiam todas as etapas da cadeia produtiva.

Entre os microrganismos importantes para a seguranga alimentar, a
Salmonella spp. tem se destacado como causadora de toxinfecgcbes alimentares
(WEGENER e BAGER, 1997). As Salmonellas se difundem amplamente na
natureza, podendo estar presente no solo, ar, agua, em aguas residuais, nos
animais, humanos, alimentos, fezes, dentre outros. Entretanto, seu habitat natural é
o trato intestinal dos humanos e animais (WRAY e WRAY, 2000).

Diferentes produtos alimenticios podem estar contaminados com Salmonella
spp., como os produtos carneos e derivados de origem avicola e suina. Existem
sorovares que estdo adaptados a um hospedeiro especifico (Thypi para humanos,
Choleraesuis para suinos € o Dublin para bovinos), enquanto outros sorovares
afetam um grande numero de hospedeiros, desenvolvendo papel importante na

disseminacdo da infeccdo entre diferentes espécies (WRAY e WRAY, 2000;
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GRIFFITH et al., 2006). Embora Salmonella enteritidis e Salmonella thyphimurium
sejam os sorotipos mais relacionados com infeccbes em humanos, todos os
sorovares isolados de suinos sdo considerados um perigo de saude publica
(GEIMBA et al., 2004; BOYEN et al., 2008).

As aves sdo um importante reservatorio de Salmonella spp., por isto, prevenir
a transmissao pelos alimentos para humanos é prioridade nas granjas avicolas
(WRAY e WRAY, 2000). Segundo Pérez et al. (2008), dos sorovares que podem
infectar aves e ovos, a S. enteritidis € uma das mais importantes devido a alta
difusdo entre os animais e sua patogenicidade para humanos. Ja na producao de
suinos, esta infeccao caracteriza-se por dois problemas: a presenca de sorovares
patogénicos que provocam gastroenterites e septicemias e a presencga de sorovares
que nao causam doenca nos animais, mas sao as principais fontes de contaminacao
das carcacgas nos abatedouros e que podem infectar humanos (BESSA et al., 2004).

O sorovar predominante causador de infecgdes alimentares mudou nas
ultimas décadas de S. agona, S. hadar e S. typhimurium para S. enteritidis, sendo a
S. enteritidis a causa predominante de salmoneloses em diversos paises (PERESI et
al., 1998; WHO, 2007). Alteracdes nos sorovares refletem mudancas na criagdo do
animal e a disseminagdo de novos sorovares devido ao grande fluxo do comércio
mundial (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008).

A ocorréncia mundial de enfermidades veiculadas por alimentos nao é de facil
estimativa. Mesmo assim, no ano de 2005 cerca de 1,8 milhnbes de pessoas
morreram por doengas diarréicas, e na maioria dos casos a causa foi atribuida a
agua e alimentos contaminados (WHO, 2007). Considerando que grande parte dos
quadros de gastroenterite transcorre sem a necessidade de hospitalizagbes e sem o
isolamento do agente causal no alimento incriminado, a ocorréncia das
salmoneloses na populagcdo humana transmitida por alimentos é provavelmente
subestimada (SANTOS et al., 2002; WHO, 2007; SHINOHARA et al., 2008).

A salmonelose é uma das principais zoonoses para a saude publica em todo
o mundo, exteriorizando-se pelas suas caracteristicas de endemicidade, alta
morbidade e, sobretudo, pela dificuldade da adocdo de medida no seu controle.
Além da importancia das medidas preventivas para evitar o risco de infeccdo da
salmonelose na populacdo humana, o controle desta doenca é de grande interesse

para a economia dos pal'ses em que ocorrem esses surtos.
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2.2 Salmonella spp.

2.2.1 Caracteristicas gerais

O género Samonella spp., pertencente a familia Enterobacteriaceae, € um
bacilo gram negativo, com metabolismo tanto respiratério como fermentativo e
produtores de acido sulfidrico (HOLT et al., 1994). Sao, na sua maioria, méveis, ndo
esporulados, ndo capsulados, e nao fermentadores de lactose (WRAY e WRAY,
2000). Sao capazes de utilizar citrato como Unica fonte de carbono, ndo hidrolisam
uréia e sao indol negativas. A temperatura 6tima para crescimento é 37 °C, mas pode
desenvolver-se numa faixa de temperatura de crescimento entre 7°C e 45°C, com
pH de crescimento variando de 4 a 9, com étimo em 7 (HOLT et al., 1994; WRAY e
WRAY, 2000; TRABULSI e ALTERTHUM, 2008).

O género Samonella spp foi descrito em 1886, por Daniel EImer Salmon e
Smith (GRIFFITH et al., 2006). A classificacdo do género Salmonella spp. esta em
constante mudanca, contudo se baseia em caracteristicas bioquimicas, dividindo o
género em duas espécies: Salmonella enterica que estd subdividida em seis
subespécies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica), e a
Salmonella bongori (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008). Na rotina laboratorial, utiliza-
se 0 esquema de identificagdo Kauffmann-White, que divide os géneros em
sorovares, baseando-se na composicdo antigénica em relacdo aos seus antigenos
O (somatico), Vi (capsular) e H (flagelar) (D’AOUST, 1994). No total, existem 2610
diferentes sorovares de Salmonella, sendo que 1547 sao pertencentes ao grupo S.
enterica subsp. Enterica, justamente o grupo com maior potencial zoonético
(GUIBOURDENCHE et al., 2010).

2.2.2 A infeccao em humanos

A salmonelose € uma enfermidade que se caracteriza por sinais clinicos
agudos, como nauseas, dor abdominal, diarréia, febre e dor de cabeca, mas que
dependem do sorovar envolvido (SAPHRA e WINTER, 1957; WHO, 2007) A grande
maioria dos sorovares de Salmonella é patogénica para o homem e a dose

infectante depende do sorovar isolado, oscilando entre 10° a 10° unidades
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formadoras de colénia (UFC). Todavia, esta dose infectante pode ser mais baixa,
conforme a viruléncia do subtipo, tipo de alimento, idade e estado imune do paciente
(HUMPHREY, 2004). Quando a bactéria estiver associada a alimentos com elevado
teor de gordura, devido a protecdo da acao dos &cidos gastricos, doses de até 10
células ja podem ocasionar sinais clinicos (MOLBACK et al., 2006).

A febre tifdide é causada por S. typhi, acomete apenas humanos € nao possui
reservatorios em animais. Os sinais clinicos sao muito graves e incluem septicemia,
febre alta, diarréia e vémito. Apds a infeccdo, os individuos podem se tornar
portadores por meses ou anos, constituindo entdo uma fonte continua de infecgéo.
O periodo de incubagéo usualmente varia de 7 a 21 dias e a duragdo da doenca
pode chegar a oito semanas (SAPHRA e WINTER, 1957; SHINOHARA et al., 2008).

Ja a febre entérica é causada pela S. paratyphi A, B e C, e os sinais clinicos
sao mais brandos que em relagao a febre tifdide, podendo evoluir para septicemia e
frequentemente desenvolver um quadro de gastroenterite, febre e vémito. O periodo
de incubacéo é usualmente de 6 a 48 horas e a duracao média da doenca é de trés
semanas (SAPHRA e WINTER, 1957; SHINOHARA et al., 2008).

As infecgbes entéricas por sua vez, em decorréncia de outras salmonelas,
desenvolvem um quadro de infeccao gastrointestinal, tendo como sinais clinicos dor
abdominal, diarréia, febre baixa e vomito, sendo raros os casos fatais. Os sintomas
aparecem de 12 a 36 horas, podendo durar até 72 horas. Trata-se da manifestacao
mais comum de infeccdo por Salmonella spp. e o episoddio geralmente sofre
resolugao em dois a trés dias, nao necessitando de uso de antibiéticos (SAPHRA e
WINTER, 1957; SHINOHARA et al., 2008).

2.2.3 Métodos de diagndstico de Salmonella spp. em alimentos

Para que se possa evitar a ingestdo de produtos de origem animal
contaminados, a deteccao de Salmonella spp. nos alimentos antes da chegada ao
consumidor € de extrema importancia. O Brasil, como grande exportador mundial de
carne bovina, suina e de aves, deve estabelecer medidas sanitarias de controle
cada vez mais rigidas, evitando assim grandes prejuizos devido as perdas indiretas,
através de embargos econémicos impostos pelos paises importadores.
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SANTOS et al. (2000) ao avaliarem carcacas de frangos congeladas, onde é
esperada a reducao de células bacterianas viaveis, observaram prevaléncia de 32%
de Salmonella spp.. Por sua vez, a prevaléncia de Salmonella spp. em linfonodos
mesentéricos e conteudo intestinal de suinos no estado do Rio Grande do Sul foi de
55,6% (BESSA et al., 2004). Em um estudo realizado na regiao Sul do Brasil em trés
diferentes empresas, a frequéncia de isolamento de Salmonella spp. em linfonodos
mesentéricos variou de 62,5% a 85% enquanto a soroprevaléncia variou entre
73,8% a 83,2% (SCHWARZ et al., 2009). No estado de Sao Paulo, Teixeira (2006)
confirmou o isolamento bacteriano em 23,9% das amostras de fezes, carcacas e
linfonodos. Silva et al. (2009) encontraram 11,5% das amostras de tonsila € 19,4%
das amostras de linfonodo mesentérico positivas para Salmonella spp. no estado do
Mato Grosso.

Na década de 90, lancando mao de ferramentas de rastreabilidade, foi
comprovada a associacao entre a ingestao de carne suina e surtos de salmonelose
humana na Europa e, a partir de entdo, foram estabelecidos programas especificos
de controle em varios paises (WEGENER e BAGGENSEN, 1996; WHO, 2007). Em
decorréncia disso, € necessario implantar programas de controle de Salmonella spp.
em rebanhos, bem como em pontos criticos da producédo e do processamento dos
alimentos de origem suina além de outros produtos de origem animal (CARLSON e
BLAHA 1998; LETELLIER et al., 2009). Para isso, sdo necessarios testes confiaveis
e eficientes que possam ser validados pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), mediante comprovacdo de sua sensibilidade e
especificidade.

No Brasil, existe uma legislacao referente a qualidade microbiol6gica dos
alimentos, onde esse agente deve estar ausente nos diferentes tipos de alimentos
testados (BRASIL, 2003). Metodologias de prevencdo a campo e dentro de
frigorificos sdo aplicadas, entretanto, mesmo com diversas medidas tomadas, o risco
de toxinfecgbes alimentares ndo é eliminado totalmente para o consumidor (BRYAN,
1981; DUGUID e NORTH, 1991).

2.2.3.1 Metodologia convencional
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O controle da contaminagdo de alimentos por Salmonella spp. tem na
atualidade o grande desafio no diagndstico rapido e preciso. Para pesquisa deste
microrganismo em alimentos, o método recomendado pelo Bacteriological Analytical
Manual (BAM), American Public Health Association (APHA), Associacdao Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT) e MAPA é o método classico de cultivo, desenvolvido
com a finalidade de garantir a deteccao desta bactéria, mesmo em alimentos que
apresentem situacdes extremamente desfavoraveis para o seu crescimento (WRAY
e WRAY, 2000; WHO, 2007).

A metodologia convencional utiliza para o diagnéstico: isolamento,
identificacao bioquimica e caracterizacao antigénica. Para a identificagao final da
presenca de Salmonella spp. as fases de pré-enriquecimento, enriquecimento
seletivo, isolamento em meio sélido, plagueamento em meio de cultura seletivo,
identificacao bioquimica e sorologia sdo necessarias (WRAY e WRAY, 2000). Esse
método tem como objetivo a deteccdo de Salmonella spp. em alimentos com
microbiota competitiva ou quando as células se encontram em numero reduzido ou
injuriadas pelos processos industriais como o calor, congelamento, secagem, salga e
cura (SOUSA et al., 2007).

O pré-enriquecimento objetiva recuperar as células de Salmonella spp. que,
normalmente, estdo presentes em pequenas quantidades e em condicdes
debilitadas nos alimentos processados. O enriquecimento em caldo seletivo inibe a
multiplicacdo da microbiota acompanhante e promove a elevacdo preferencial do
namero de células de Salmonella spp, incubando-se a amostra pré-enriquecida em
caldo seletivo por 18 a 24 horas (WRAY e WRAY, 2000). Nesta etapa, recomenda-
se a utilizacao de dois diferentes meios, pois a resisténcia da Salmonella spp. aos
agentes seletivos varia de cepa para cepa. Os caldos tetrationato, Rappaport-
Vasiliadis e selenito-cistina sdo meios mais utilizados (BUSSE, 1995).

O plagueamento seletivo diferencial visa promover o desenvolvimento
preferencial de colbnias de Salmonella spp., com caracteristicas tipicas que as
distingam dos competidores. Os agares indicados pelo MAPA sao o agar Hektoen,
Rambach, MacConkey, verde brilhante suplementado com novabiocina (BGA), e o
XLT4 (LOGUERCIO et al., 2002; BRASIL, 2003).

Os testes bioquimicos utilizados apresentam caracteristicas que permitem
observar a mudanca de pH e alteracdo de coloracdo dos meios de cultura, quando

houver crescimento bacteriano. O meio sulfeto indol motilidade (SIM) determina se
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0s microorganismos tém motilidade ou ndo, sendo positivo para a Salmonella spp.
Na presenca de Salmonella spp. o0 meio triplice acucar ferro (TSI) apresenta bisel
alcalino com producao de gas positiva ou negativa e o meio agar lisina ferro (LIA)
mostra-se alcalino na base e com ou sem presenca de gas H.S. O caldo ureia
apresenta reacdo de urease-negativa para a presenca de Salmonella spp. A
interpretacao dos resultados dos testes é realizada apds a incubacéo a 37°C por 24
horas. Testes adicionais incluem fermentacdo de arabinose, utilizacdo de citrato,
fermentacao de ramnose e trealose, dentre outros (HOLT et al., 1994; BUSSE, 1995;
WRAY e WRAY, 2000).

A sorologia é realizada ap6s a confirmacao bioquimica, utilizando antisoros
polivalente somatico (O) e flagelar (H) para Salmonella spp., a qual é realizada pelos
laboratérios credenciados ou de referéncia (D’AOUST, 1994; BRASIL, 2003).

Devido a estas inumeras etapas, este método de rotina requer mais de cinco
dias para emitir um diagnéstico positivo. Sao ainda trabalhosas, pela necessidade de
um grande numero de reagentes e vidraria, principalmente se for processado um
grande numero de amostras, como as que sado exigidas pelas industrias de
alimentos. Além disto, falsos negativos podem ocorrer se a quantidade de bactérias
presente na amostra for pequena ou se houver administracdo de antimicrobianos.
Esse periodo demasiado longo pode comprometer as medidas de controle em
frigorificos ou até mesmo a exportacdo de produtos e subprodutos carneos
(SANTOS et al., 2001).

2.2.3.2 Meio semi-solido Rappaport-Vassiliadis Modificado (MSRV)

O meio semi-sélido Rappaport-Vassiliadis Modificado (MSRV) é derivado de
melhorias efetuadas ao longo do tempo no Caldo Rappaport. E utilizado para
deteccdo de Salmonella spp. mével e é um meio oficial segundo Association of
Official Analytical Chemists (AOAC). O principio dos meios semi-sélidos esta na
obtengao de uma maior especificidade e facilidade de isolamento de Salmonella spp.
porque estdo combinados em um Unico meio de enriquecimento, o crescimento
seletivo e a capacidade de produzir flagelos, caracteristica da maioria destas
bactérias. Este teste como meio de enriquecimento seletivo e diferencial para

Salmonella spp., destaca-se pela sua simplicidade, rapida resposta, obtencdo das
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culturas migratérias em 48 horas apds o0 pré-enriquecimento e baixo custo
(FRANCHIN et al., 2006).

As modificacbes iniciaram-se a partir do caldo de Rappaport, o qual é
incubado a 35°C, e é baseado na habilidade da Salmonella spp. em sobreviver em
um meio de cultura de pressdo osmética relativamente elevada, capacidade de
multiplicagdo em pH reduzido (5,2) e maior resisténcia ao verde malaquita, em
conjunto com uma menor demanda nutricional. Algumas modificacées foram
introduzidas por Vassiliadis et al. (1976) no caldo Rappaport, como a reducao na
concentracado de verde malaquita, 0 aumento na temperatura de incubacao de 35°C
para 43°C e a sua utilizacdo apdés uma etapa de pré-enriqguecimento. Esta
modificacdao foi denominada meio de Rappaport-Vassiliadis (MRV), que apresentou
uma maior atividade inibitéria sobre a microbiota competidora do que a férmula
original (XIROUCHAKI et al., 1982; VASSILIADIS, 1983).

Um meio similar foi proposto por De Smedt et al. (1986), contendo 2,7g de
agar, 37mg de verde malaquita oxalato, 23,3g MgCl» e novobiocina. O conteudo de
nutrientes também foi reduzido, assim como a temperatura, para 42°C. Apés estas
modificagcdes, o meio foi chamado MSRV. A eficiéncia do meio é decorrente da
habilidade da Salmonella spp. em migrar através do meio altamente seletivo e pH
reduzido, o que minimiza a migracdo da maioria das Enterobacteriaceae moveis,
exceto espécies de Salmonella spp. Se presente na amostra, a Salmonella spp.
forma zonas de migracao circular na superficie do meio, atingindo de 10 a 40 mm de
raio em 24 horas (DE SMEDT et al.,1986). Se o meio permanecer de coloracao azul,
sem formacdao de zona turva, o teste é considerado negativo (auséncia de

Salmonella spp. movel).

2.2.3.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Atualmente ha necessidade de técnicas de detecgcdo que demandem menor
tempo de resposta e maior precisao de diagnéstico, principalmente para monitoria da
producdo animal, fabricacao de alimentos e produto final. Dentre as metodologias
passiveis de serem utilizadas destaca-se a reagcdo em cadeia pela polimerase
(PCR). Segundo Pérez et al. (2008) esta técnica revolucionou o diagnéstico das
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doencas infecciosas, pois permite a deteccdo e identificacdo rapida e precisa,
estabelecendo o resultado em um a trés dias.

Por ser uma técnica altamente especifica, a PCR pode ser realizada
utilizando o DNA cromossomal ou mesmo o DNA plasmidial, sendo assim possivel
tracar o perfil genético de um organismo a partir de genes conhecidos e Unicos para
a espécie. Pode ser feita para deteccao do agente ou até mesmo de fatores de
viruléncia (DOUBLET et al., 2008). Um dos fatores limitantes para a deteccao de
agentes microbianos através da PCR em amostras de alimentos, clinicas e
ambientais, é a presenca de substancias as quais inibem ou reduzem a eficiéncia da
amplificacdo como sais biliares nas fezes, o grupo heme no sangue, substancias
huamicas no solo, proteinases no leite e ureia na urina que podem comprometer a
confiabilidade do teste (SCHRANK et al., 2001; ANDRADE et al., 2010).

Com o surgimento de kits comerciais, que tornaram esta técnica mais
acessivel, ela deixou de ser empregada somente em laboratérios de pesquisa e
passou a ser utilizada em laboratérios de controle de qualidade. O mesmo pode ser
aplicado ao PCR em tempo real, que é mais rapido e confiavel, e pode ser utilizado
em diferentes produtos da agroindustria (MALORNY et al.,, 2007; PATEL e
BHAGWAT, 2008). Contudo, a complementacao do diagnostico é necessaria, uma
vez que falsos negativos podem ocorrer devido a substancias inibitérias bem como
falsos positivos, pois 0 método é baseado na amplificacao de material genético, que
pode ser de bactéria morta, nao culturavel ou degradada (WILSON, 1997).

2.2.3.4 ELISA e ELFA ELISA

As industrias de alimentos necessitam de resultados em menor tempo para
reduzir a estocagem de produtos e custos associados, assim, métodos rapidos para
deteccdo de Salmonella spp., por exemplo, o ensaio imunoenzimatico — ELISA
(Enzime-Linked Immunoabsorbent Assay) sao utilizados com frequéncia por causa
do seu beneficio de deteccao rapida e eficiente (ANDRADE et al., 2010).

O primeiro imunoensaio para Salmonella spp. foi realizado em 1977 e, desde
entdo, varios testes de ELISA tém sido desenvolvidos (LOGUERCIO et al., 2002;
KICH et al., 2007). A possibilidade do uso de ELISA para detectar Salmonella spp.

em alimentos ja foi estudada em diversos trabalhos, onde se verificou que essa
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técnica, quando empregada em culturas puras ou aplicada em alimentos
experimentalmente ou naturalmente contaminados, apresentou alta especificidade
e/ou sensibilidade nos varios tipos de alimentos testados (FELDSINE et al., 1993).

O teste de ELISA baseia-se nas propriedades de duas moléculas biolégicas: o
antigeno e o anticorpo. O seu principio basico é a imbilizacdo de um dos reagentes
em uma fase sélida, enquanto o outro reagente pode ser ligado a uma enzima. Esta
€ catalizadora de reacdGes quimicas e pode ser detectada pela adicdo de um
substrato. Testes de ELISA usando anticorpos policlonais e monoclonais para
Salmonella spp. estdo disponiveis comercialmente em forma de kits. Além disto, o
uso de anticorpos monoclonais mostrou-se mais sensivel na deteccao desta bactéria
(LOGUERCIO et al., 2002; KICH et al., 2007). Em comparacdo com o método
convencional, o teste de ELISA é mais rapido e barato, além de poder ser
automatizado, porém, resultados falso-positivos e/ou falso-negativos podem ocorrer
(BEUMER et al., 1991; TAPCHAISRI et al., 1999; FARZAN et al., 2007). Além disto,
o teste pode ser usado para deteccdo de anticorpos em soro, plasma e suco de
carne (FARZAN et al., 2007).

TAPCHAISRI et al. (1999), realizaram deteccao de Salmonella spp. através
de microbiologia convencional, PCR e ELISA em amostras de alimentos de origem
avicola e suinicola. Entre as 200 amostras de aves e suinos analisadas, sendo 100
de cada, 7% e 20%, 7% e 23% e 9% e 33% foram positivas para Salmonella spp.
pelo microbioldégico convencional, PCR e ELISA, respectivamente. Nesse estudo
foram realizadas analises de sensibilidade, especificidade, eficacia e valores
preditivos positivos e negativos entre os trés testes, concluindo-se que o teste ELISA
€ 0 mais simples, rapido, sensivel, especifico, além de apresentar baixo custo.

Ja& o método ELFA ELISA (Enzime-Linked Fluorescence Assay) para
deteccdo de agentes consiste na captura do antigeno alvo através de anticorpos
especificos tratados previamente que melhoram a sensibilidade e especificidade. Um
segundo anticorpo conjugado com a enzima fosfatase alcalina fixa-se ao antigeno
capturado e a deteccgao final é dada pela intensidade da fluorescéncia (FLOWERS et
al, 1989).

2.2.3.4.1 ELFA ELISA com a tecnologia do bacteriofago
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Os fagos, como sado chamados, sdo virus que a milhdes de anos vem se
especializando em colonizar determinados tipos de bactéria (GOODRIDGE e
ABEDON, 2003). O ELFA ELISA usando a tecnologia do bacteriéfago apresenta os
mesmos principios do teste ELFA ELISA, mas usando uma proteina recombinate
especifica de um fago capaz de colonizar bactérias do género Salmonella, no lugar
dos anticorpos.

Este teste possui um menor tempo de incubacao por necessitar de um menor
namero de bactérias para deteccdo, € mais simples de realizar que as demais
metodologias € muito mais rapido também, além de que por se tratar de um fago ele
se torna mais sensivel e especifico que um anticorpo.

O sistema VIDAS® (Biomerieux), utilizado para a detecgdo de Salmonella
spp., € um imunoanalizador automatico de multiplos parametros, cujo equipamento
inclui um computador, um moédulo analitico e uma impressora. O médulo analitico
contém cinco sitios independentes capazes de realizar simultaneamente seis
amostras cada um, totalizando 30 amostras por cada ciclo. O sistema é capaz de
processar até 60 analises por hora, e utiliza 0 método ELFA ELISA.

Uma modificagdo no sistema VIDAS® (Biomerieux), utilizando a tecnologia do
bacteriéfago originou um novo kit denominado VIDAS UP® (Biomerieux), também
destinado a deteccao de Salmonella spp.. Outra diferenca deste kit € que ele
dispensa os meios de enriquecimento, passando diretamente do pré-enriquecimento
para o equipamento. Outra diferenca é que o VIDAS Salmonella UP® utiliza um
suplemento introduzido diretamente no PBS, que tem o objetivo de enriquecer e
selecionar a microbiota da amostra. Além disso, seu cone (SPR®) utiliza ao invés de
anticorpos, somente proteinas especificas que aumentam a sensibilidade na
deteccéo.

Esses barretes sdo colocados no equipamento juntamente com um mini-cone
(SPR®) que além de pipetador, serve também de fase sélida e contém as proteinas
especificas dos anticorpos que vao passando automaticamente pelos pogos
distintos. No SPR®, os antigenos se ligam aos anticorpos especificos, sdo lavadose,
em seguida, outros anticorpos ligados a uma enzima fluorescente (fosfatase alcalina)
também se ligam ao antigeno formando o sanduiche. Apds se sucedem novas
lavagens do cone para retirar tudo o que nao esta conjugado e no ultimo poco o
equipamento faz a leitura através da intensidade da fluorescéncia emitida que é

interpretada pelo equipamento. Os resultados completos sdo emitidos em 50
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minutos apos a fase de enriquecimento e sao interpretados pelo sistema do
equipamento como positivo ou negativo para o antigeno em questao.

O equipamento VIDAS®, otimiza o espago do laboratério, é facil de usar,
diminui a mao de obra requerida, torna as interpretacbes dos resultados mais
especificas, objetivas e reduz o risco de manipulacdo de contaminantes durante as
andlises, sendo capaz de armazenar a rastreabilidade completa de todos os testes

realizados pelo equipamento através de um cédigo de barras para cada teste.



3 ARTIGO

ANALISE COMPARATIVA ENTRE ELFA ELISA UTILIZANDO

BACTERIOFAGO RECOMBINANTE E OUTROS METODOS

DIAGNOSTICOS PARA DETECCAO DE Salmonella spp. EM
PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL

24



25

Anadlise comparativa entre ELFA ELISA utilizando bacteriéfago recombinante e
outros métodos diagnosticos para deteccao de Salmonella spp. em produtos

de origem animal

ABSTRACT

The analyzes for Salmonella spp. detection are of great importance in the process of
agribusiness from products of animal origin, because they reflect directly on the
microbiological quality of food, impacting the storage time and therefore the release
of the product for sale. The present study verified the efficiency of a new ELFA ELISA
test using a recombinant protein from bacteriophage (VIDAS UP®) to detect the
presence of Salmonella spp. in products of animal origin. Two hundred fifteen
samples (15 samples artificially contaminated and 200 samples from agribusiness
routine), from different products of animal origin were analyzed. The samples were
tested by five methods of diagnosis: ELFA ELISA, conventional methodology in
accordance with ISO 6579, polymerase chain reaction - PCR, semi-solid Rappaport-
Vassiliadis Modified - MSRV and MSRV medium + supplement. Eleven out of 215
(5.12%) samples were positive in at least one test, which four samples were from
agribusiness routine and seven were from artificially contaminated samples. The
sensitivity and specificity of the ELFA ELISA when compared with the conventional
method was 90.0% and 99.51% respectively. The ELFA ELISA was equivalent to the
other methodologies, showing to be effective and rapid to detect Salmonella spp. in

different products of animal origin.
Key words: Food, Salmonella spp., diagnostic, ELFA ELISA, bacteriophage.

RESUMO

As analises para deteccdo de Salmonella spp. sdo de grande importancia no
processo da agroindustria de produtos de origem animal, pois refletem diretamente
na qualidade microbiolégica dos alimentos, impactando no tempo de estocagem e
por conseguinte na liberacdo do produto para venda. O presente trabalho verificou a
eficiéncia de um novo teste ELFA ELISA utilizando proteina recombinante oriunda
de bacteriéfago (VIDAS UP®) para detectar a presenca de Salmonella spp. em

produtos de origem animal. Foram analisadas 215 amostras (15 amostras



26

artificilamente contaminadas e 200 amostras de rotina da agroindustria), de
diferentes produtos de origem animal. As amostras foram submetidas a cinco
métodos de diagnéstico: ELFA ELISA, metodologia convencional de acordo com ISO
6579, reacdo em cadeia da polimerase - PCR, meio semi-sélido Rappaport-
Vassiliadis modificado - MSRV e meio MSRV + suplemento. Onze amostras das 215
(5,12%) foram positivas em pelo menos um dos testes, sendo quatro amostras de
rotina da agroindustria e sete amostras artificialmente contaminadas. A sensibilidade
e especificidade do teste ELFA ELISA com a metodologia convencional foi de 90,0%
e 99,51%, respectivamente. O teste ELFA ELISA apresentou equivaléncia com as
demais metodologias, mostrando ser eficaz e rapido na deteccao de Salmonella spp

em diferentes produtos de origem animal.

Palavras-chave: Alimentos, Salmonella spp., diagnéstico, ELFA ELISA,

bacteriofago.

3.1 INTRODUGCAO

Nas ultimas décadas, Salmonella spp. tem sido um dos principais agentes
relacionados a surtos de toxiinfecgao em humanos (WEGENER e BAGER, 1997,
WHO, 2007). A salmonelose humana ocorre, principalmente, devido ao consumo de
alimentos e agua contaminados com Salmonella spp. Varios alimentos ja foram
associados a esta infeccdo, como derivados de carne e subprodutos de origem
avicola e suina (JACKSON et al., 1991; TEMELLI et al., 2012).

O método convencional de deteccdo de Salmonella spp. em alimentos
compreende etapas de cultura dispendiosas e trabalhosas, além de laboriosas,
necessitando de trés a cinco dias para confirmacao do resultado (WRAY e WRAY,
2000; WHO, 2007). Para a industria de alimentos, que retém seus produtos até a
obtencdo dos resultados analiticos frente a um patégeno pesquisado, este tempo
significa perdas econémicas. Desta forma, o uso de metodologias de diagndstico de
Salmonella spp. de rapida deteccéo, simples e confidveis, sdo imprescindiveis tanto
em monitoria da produgao animal, fabricagdo de alimentos e produto final além de
diagndéstico em casos de toxiinfecgao.

Novas técnicas de diagnostico de Salmonella spp. vem sendo estudadas e

analisadas em relacdo a especificidade e sensibilidade. Dentre os testes destacam-
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se a reacdao em cadeia da polimerase (PCR), cultivo em meio semi-sélido
Rappaport-Vassiliadis Modificado (MSRV), ELISA, ELFA-ELISA, e mais
recentemente um teste ELFA ELISA usando bacteri6fago recombinante (FLOWERS
et al., 1989; BEUMER et al., 1991; FRANCHIN et al., 2006; SOUSA et al., 2007;
PEREZ et al., 2008). Neste estudo avaliamos a metodologia ELFA ELISA com
bacteriéfago recombinante (VIDAS UP® - Biomerieux) frente aos métodos ja
consagrados de deteccdo, em produtos de origem animal e do processamento da

agroindustria.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Amostragem

Foram analisadas 215 amostras (15 amostras artificlamente contaminadas e
200 amostras de rotina da agroindustria), de 21 diferentes produtos de origem animal
(Tabela 1). Destes 21 produtos, 52,38% eram de origem avicola, 28,57% eram de
origem suina e 19,05% eram de origem de produtos do processo fabril. As amostras
avaliadas foram selecionadas aleatoriamente, de acordo com o fluxo da rotina
laboratorial, oriundas de trés diferentes unidades fabris.

Amostras artificialmente contaminadas: industrializados de frango sabidamente

negativos para Salmonella spp. foram contaminados com cepa padrdo de S.
Typhimurium (ATCC 14028). Foi realizado diluigdo em base 10 e 1mL de cada diluicao
foi inoculado em placas Petrifilm® (3M), para determinacédo de unidades formadoras de
colénia (UFC).

3.2.2 Andlises laboratoriais

As amostras foram homogeneizadas e 500,59 do produto foi pesado e
subdividido em duas partes de 25+0,5g, utilizando o Dilumat 4® (AES - Biomerieux).
Uma amostra foi pré-enriquecida em 225mL de 4gua peptonada tamponada (BPW),
seguido por incubacédo a 37°C por 24 horas, a qual foi destinada para teste com a
metodologia convencional de acordo com ISO 6579, PCR e meio MSRV. A outra
amostra foi submetida ao mesmo procedimento, porém foi adicionado suplemento
(SPT® - Biomerieux) e incubada a 41,5°C por 18h, a qual destinou-se para o teste de

ELFA ELISA e para o teste em meio MSRV + suplemento.



28

3.2.2.1 Metodologia convencional de acordo com ISO 6579

Este método foi realizado de acordo com a norma da ISO (International
Organization for Standardization) 6579 para alimentos carneos. Apdés o pré-
enriquecimento foi realizado enriquecimento seletivo em dois diferentes caldos, um
utilizando 1mL do caldo de pré-enriguecimento em 10mL de caldo Rappaport-
Vassilidis Soja (RVS) a 41,5°C por 24 horas e outro utilizando 1mL do caldo de pré-
enriquecimento em 10 mL de caldo Tetrationato Muller Kauffmann Novobiocina
(MKTTn) a 37°C por 24 horas. Dos caldos RVS e MKTTn foi feito plaqueamento em
meio agar XLD e em agar verde brilhante e as placas incubadas a 37°C por 24

horas.

3.2.2.2 ELFA ELISA com bacteriofago recombinante

O teste foi realizado utilizando o kit VIDAS UP® (Biomerieux), seguindo
recomendacdes do fabricante. Apos o pré-enriquecimento, uma aliquota de 0,5 mL
da amostra enriquecida foi colocada no dispositivo Heat and Go® (Biomerieux) e
incubada a 132°C por cinco minutos e transferida para o equipamento VIDAS®
(Biomerieux), a 37°C por aproximadamente 48 minutos, onde foi realizado o teste
qualitativo para Salmonella spp.

3.2.2.3 MSRV e MSRYV + suplemento

Este método foi realizado de acordo com o descrito por De Smedt et al.
(1986) e Franchin et al. (2006) utilizando o meio semi-sélido Rappaport-Vassiliadis
(Acumedia 7511) acrescido de 1mL de novobiocina a 2% (Inlab 5701). As placas
foram incubadas a 42°C por 24 horas, no qual as que apresentaram halo de
migracao visivel foram plaqueadas em meio agar XLD e em &gar verde brilhante e

incubadas a 37°C por 24 horas.

3.2.3.4 PCR
O teste foi realizado utilizando o sistema automatizado BAX® Salmonella System

(Du Pont), seguindo recomendagdes do fabricante.
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3.2.3 Andlise estatistica

As quatro diferentes metodologias foram comparadas com a metodologia
convencional de acordo com a ISO 6579. Foi avaliada a sensibilidade e especificidade
entre elas, utilizando o procedimento FREQ do programa SAS.

3.3 RESULTADOS e DISCUSSAO

No total, duzentas e quinze amostras foram avaliadas, e 10 (4,65%) foram
positivas para Salmonella spp. pela metodologia convencional (ISO 6579) (Tabela
2). Ao avaliar somente as amostras artificialmente contaminadas, sete das 15
(46,66%) foram positivas. Das duzentas amostras de produtos de origem animal e
do processamento da agroindustria testadas somente trés amostras foram positivas
(1,5%), sendo uma amostra de industrializado de ave cru, uma carne moida de
frango e uma de carne mecanicamente separada de frango (CMS).

A avaliacdo da sensibilidade e especificidade dos métodos, quando
comprados com a metodologia convencional estdo evidenciados na figura 1. Uma
amostra (carcacga de frango), nao foi positiva ha metodologia convencional, mas foi
positiva em outros métodos. Ja outra amostra (carne moida de frango), que foi
positiva na metodologia convencional, positivou apenas no meio MSRV. Oito das
onze amostras positivas foram positivas em todas as metodologias analisadas
(Tabela 2), mostrando alta correlacao entre os métodos.

Véarios estudos compararam o ELFA ELISA com outras metodologias para
deteccao de Salmonella spp. e observaram resultados semelhantes, contudo aqui foi
usada uma tecnologia diferencial com bacteriéfago recombinante. De Medici et al.
(1998) e McMahon et al. (2004) indicaram grande concordancia entre ELFA ELISA e
a metodologia convencional. Ja Reiter et al. (2007) encontraram maior percentual de
amostras positivas no ELFA ELISA do que na metodologia convencional.
Uyttendaele et al. (2003), ao avaliarem produtos de origem aviaria, detectaram
amostras positivas somente pela metodologia convencional e nenhuma pelo ELFA
ELISA. Uma explicacao para estes achados deve-se a presenca de Salmonella spp.
em contagens abaixo do limite de deteccao do ELFA ELISA (<90 ufc/mL) mas no
limite de deteccédo do isolamento convencional (9 a <90 ufc/mL). Outra possivel
razao para esta diferenca é que as células bacterianas podem ter sido danificadas

pelo frio ou calor, ou que nao tenham sido recuperadas pelas etapas de
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enriguecimento do método ELFA ELISA (UYTTENDAELE et al., 2003; FAKHR et al.,
2006; JASSON et al., 2011).

Foram obtidos os mesmos resultados utilizando tanto a metodologia VIDAS
UP® como PCR, mas ambas apresentaram 90% de sensibilidade quando compradas
com a metodologia convencional. Contudo, resultados falsos positivos na PCR ja
foram observados em outros estudos (FAKHR et al., 2006; O'REGAN et al., 2008;
BOHAYCHUK et al., 2007; EYIGOR et al., 2010). A sensibilidade da PCR também
pode ser afetada devido a presenca de sustancias inibitérias bem como falsos
positivos podem ocorrer, pois o0 método é baseado na amplificacdo de material
genético, que pode ser de bactéria morta, ndo culturavel ou degradada (WILSON,
1997; UYTTENDAELE et al., 2003).

A metodologia MSRV detecta somente Salmonella spp. mével. Apesar de
existir menos de 0,1% de Salmonella spp. imovel, resultados falso negativos podem
ocorrer (OGGEL et al.,1990). O fato de ter sido detectado amostras pelo PCR, mas
nao pelo MSRV, novamente pode ser explicado também pelo fato de que o DNA
pode ser detectado em células mortas e amplificados por PCR, nao diferenciando
Salmonella spp. viavel de ndo viavel (WILSON, 1997).

O fato de uma amostra ser negativa em algum dos testes, mas positiva na
metodologia convencional, fez com que a sensibilidade do teste usado como
comparacao fosse reduzida. Outro fator que pode ter influenciado na sensibilidade
dos testes foi o baixo numero de amostras positivas, mesmo utilizando amostras
artificialmente contaminadas. Nao houve diferenca entre os testes com relacdo a
especificidade (Figura 1). A metodologia convencional descrita na ISO 6579 ha muito
tempo vem sendo utilizada como método de escolha para comparativo de novos
testes, contudo, existem ressalvas, devido principalmente a alta sensibilidade e
especificidade de novas metodologias.

Neste estudo, foi determinado que a metodologia VIDAS UP® utilizando
bacteriéfago recombinante foi altamente sensivel e especifica na deteccao de
Salmonella spp. Este teste é rapido e pode ser usado no screening de amostras de
produtos de origem animal para detecgao de Salmonella spp. A principal vantagem
deste método quando comparado com os demais é a rapidez e praticidade na
obtencao do diagndstico, levando horas, ao invés de dias ou semanas, o que diminui

os custos em frigorificos, principalmente os relacionados a estocagem.
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3.4 CONCLUSAO

A metodologia VIDAS UP® utilizando bacteriéfago recombinante foi altamente
sensivel e especifica na deteccao de Salmonella spp. em produtos de origem animal
e do processamento da agroindustria podendo ser utilizada em substituicdo aos

métodos convencionais.
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Tabela 1- Produtos de origem animal e do processamento da agroindustria, testados
para Salmonella spp. por metodologia convencional, VIDAS UP®, PCR,
MSRV e MSRV + Suplemento.

AMOSTRAS N
Agua de Chiller 9
Swab de ambiente 1
Amostra artificialmente contaminada 15
Carcaca de Frango 21
Carne de frango In Natura 43
Carne moida de frango 10
Carne suina In Natura 14
CMS de frango 8
Condimento 1
Estbmago de suino 1
Farinha de pena 4
Farinha de visceras 1
Gema 1
Gordura de aves 4
Gordura suina 1
Industrializado de aves cozido 60
Industrializado de aves cru 7
Industrializado de suino cozido 5
Industrializado de suino cru 3
Miudo de aves 4
Pele de aves 1
Tripa suina 1

TOTAL 215
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Tabela 2- Amostras positivas para Salmonella spp. testadas na metodologia
convencional, VIDAS UP®, PCR, MSRV e MSRYV + Suplemento.

. Metodologia
Identificacao
Produto VIDAS MSRYV +
da amostra Tradicional ® PCR MSRV
UP Suplemento
Carcaca de
562 X X X
Frango
Industrualizado
2575590 X X X
Ave Cru
Carne Moida
01T X
Frango
11T CMS de frango X X X X
719 - Diluida  Artificialmente
X X X X
10° contaminada
720 - Diluida  Artificialmente
X X X X
10° contaminada
721 - Diluida  Artificialmente
X X X X
10° contaminada
719 - Diluida  Artificialmente
X X X X
108 contaminada
720 - Diluida Artificialmente
8 _ X X X X
10 contaminada
721 - Diluida  Artificialmente
X X X X
108 contaminada
721 - Diluida  Artificialmente
X X X X

10'°

contaminada
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Figura 1- Determinacao da sensibilidade e especificidade das metodologias VIDAS
UP®, PCR, MSRV e MSRV + Suplemento em comparacdo com a

metodologia convencional, utilizando o procedimente FREQ (SAS).
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4. PERSPECTIVAS

Este trabalho pretende disponibilizar informag6es confiaveis sobre este novo
kit comercial, para que possa ser uma alternativa disponivel para o uso na rotina dos
laboratérios de alimentos e de sanidade animal, facilitando assim o fluxo de trabalho,
aumentando acuracia e reduzindo o tempo para a realizacao das analises.

Sugere-se o teste de maior nimero de amostras naturalmente infectadas, a

fim de melhorar a correlagdo entre os testes atualmente disponiveis.
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