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RESUMO

O V. cholerae sorogrupo O1 é o agente etioldgico da colera pandémica, sendo considerado dentre os
vibrios patogénicos ao homem, o mais importante. Os sintomas das infecces por esta bactéria variam
de diarréia branda a doenga grave podendo até levar a 6bito. Dentre os alimentos marinhos, as ostras
representam uma das principais vias na transmisséo de colera. Os métodos convencionais para detec¢éo
do V. cholerae O1 sao laboriosos e demorados havendo, portando, a necessidade de implantar métodos
rapidos, sensiveis, especificos, simples e de baixo custo. O objetivo deste estudo foi avaliar a técnica de
aglutinacdo de particulas de latex sensibilizadas com anticorpo monoclonal (AcMo) na detecgdo de
V. cholerae O1 em ostras, contaminadas laboratorialmente. A técnica de aglutinacdo com latex
sensibilizado detectou 1,2x10? UFC da bactéria (diluicdo 1/32). As amostras de ostras utilizadas para
contaminagdo originalmente ndo continham V. cholerae, mas outras bactérias foram detectadas, tais
como: Proteus mirabilis, Pseudomonas spp. e outros vibrios. O presente estudo demonstrou que a deteccao
de V. cholerae em alimentos foi reduzida para 18 horas, considerando que pela metodologia convencional
a analise é finalizada, em média, em 7 dias. O AcMo produzido apresentou uma sensibilidade e
especificidade de 100% para V. cholerae.

Palavras-Chave. V. cholerae, anticorpo monoclonal, ostras, ensaio diagnostico, reacdo de aglutinacdo

ABSTRACT

V. cholerae serovar O1 is the etiologic agent responsible for pandemic cholera, and it is considered the
most important human pathogenic Vibrio. The symptoms presented by patients affected by this bacterium
vary from mild diarrhea to severe disease, and may even lead to death. Among the diverse types of
seafood, the oysters pose as an important means for cholera transmission. Traditional methods used to
detect V. cholerae are laborious and time-consuming, and there is an urgent need to establish a rapid,
sensitive, specific, simple, and low-cost testing . The objective of this trial was, therefore, to assess the
performance of a slide agglutination test using latex particles sensitized with specific monoclonal
antibodies (MAb) for detecting V. cholerae O1 in experimentally-contaminated oysters. The slide
agglutination test based on sensitized latex detected 1.2X102 CFU of bacteria (dilution 1:32). Oyster
samples used in the present study, for being experimentally contaminated, were originally free of
V. cholerae, but other bacteria were found, such as: Proteus mirabilis, Pseudomonas spp, and other
vibrios. The present study demonstrated that the period of time needed to verify the food contamination
with V. cholerae is 18 hours, taking in consideration that traditional methods require an average of 7-
day period for getting the final results. The produced MAb presented 100% of specificity to V. cholerae
0L

Key Words. V. cholerae, monoclonal antibodies, oysters.

Rev Inst Adolfo Lutz, 65(2):127-132, 2006 127



Ristori, CA et al. Deteccdo de Vibrio cholerae 01 em ostras utilizando anticorpo monoclonal em ensaio de aglutinacdo. Rev Inst Adolfo

Lutz, 65(2):127-132, 2006

INTRODUCAO

O V. cholerae sorogrupo O1 é o agente etioldgico da
colera pandémica, sendo considerado dentre os vibrios
patogénicos ao homem, o mais importante e debilitante. Sete
pandemias de colera foram descritas desde 1817. A sétima
pandemia iniciou em 1961 na Indonésia, disseminou-se pela
Asia e Africa atingindo a América Latina em 19911,

A classificagdo do V. cholerae é baseada nos anticorpos
somaticos (antigenos O) e sdo conhecidos pelo menos 206
sorogrupos?®. O sorogrupo O1 é dividido em dois bi6tipos, o
Cléassico e o El Tor. Fatores antigénicos permitem a
diferenciacdo desses dois bidtipos em trés sorotipos, Ogawa,
Inaba e Hikojima, sendo este Ultimo raro. Em 1993, durante os
surtos de colera em Bangladesh, na Baia de Bengal e india
detectou-se a presenca de V. cholerae ndo O1* mais tarde
identificado como pertencente a um novo sorogrupo, o 0139,
chamado Bengal, como referéncia ao local da sua origem®.

Apesar do V. cholerae ser considerado parte da biota normal
de areas estuarinas e rios®’, a natureza da sobrevivéncia e
persisténcia de V. cholerae O1 toxigénico e 0139 em ecossistemas
aquaticos e os fatores relacionados com sua patogenicidade nestes
ambientes ndo estao claros®. A sobrevivéncia pode ser decorrente
da influéncia de fatores bidticos e abidticos, tais como: pH,
temperatura, salinidade da agua e associacdo especifica da bactéria
com plantas e animais aquaticos®.

A éagua constitui o principal veiculo da colera em areas
onde a doenca é endémica®, entretanto, os alimentos marinhos,
principalmente as ostras, representam uma importante via de
transmissao de V. cholerae'®!. O primeiro relato na literatura
de transmisséo de V. cholerae O1 biotipo El Tor por ingestdo
de ostras cruas foi descrito em 1986, na Fldrida, EUA™. Surtos
de colera tém sido descritos mundialmente, assim como seu
reaparecimento em regides que ja estavam livres®*415, No
Brasil, de 1991 a 2001, foram descritos 168.598 casos e 2.036
6bitos. Em 2002 e 2003, ndo foram detectados casos
confirmados de colera. Entretanto, em Pernambuco foram
confirmados 21 casos em 2004 e cinco em 2005%,

Os sintomas causados pela ingestéo de V. cholerae O1
variam de diarréia branda a doenca grave. A forma mais comum
(cholera gravis) é causada pelas cepas do sorogrupo O1
produtoras de uma enterotoxina denominada toxina colérica
(CT). Cepas ndo toxigénicas também podem causar a doenga,
porém de forma mais branda®.

Adetec¢do de microrganismos patogénicos, em amostras
de alimentos e agua, é fundamental para minimizar e/ou evitar
a ocorréncia de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAS).
Os métodos tradicionais de cultura normalmente sdo demorados
havendo, portanto, a necessidade de implantar métodos rapidos,
sensiveis, especificos, simples e de baixo custo. Métodos
rapidos, como a aglutinagdo com particulas de latex
sensibilizadas com anticorpos monoclonais (AcMo), podem
ser Uteis para os Laboratorios de Salde Publica na investigacéo,
diagnostico e prevencéo de surtos de DTAS.
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A primeira técnica para obtencdo de AcMo de
especificidade definida foi descrita por Kohler & Milstein
(1975)®. Esta técnica, amplamente utilizada, baseia-se no fato
de que cada linfocito B produz anticorpo de especificidade Gnica.
Consiste na fusao de células secretoras de anticorpo, isoladas de
um animal imune, com células de mieloma, um tipo de tumor
de linfocito B, ndo secretor de anticorpo, no qual foram induzidas
falhas na via de sintese de nucleotideos, tornando-os deficientes
nas enzimas hipoxantina guanina fosforibosil transferase ou
timidina quinase, o que faz com que ndo sobrevivam em meio
seletivo contendo hipoxantina, aminopterina e timidina (HAT).
Desta forma, somente os hibridos ou hibridomas sobrevivem,
pois os linfécitos B morrem apds uma a duas semanas em
cultura®. As imunoglobulinas oriundas de um Unico clone
possuem especificidade Unica.

O objetivo deste estudo foi avaliar a técnica de
aglutinacdo com particulas de latex sensibilizadas com AcMo
na deteccdo de V. cholerae O1 em ostras, contaminadas
laboratorialmente.

MATERIAL E METODOS

Cepa

AcepaV. cholerae O1, ndo toxigénico, CETESB 16457,
IAL 1965 foi obtida na Secdo de Colecdo de Culturas do
Instituto Adolfo Lutz.

Animais

Camundongos da linhagem BALB/C foram imunizados
pela via subplantar com 1x10? células inteiras de V. cholerae,
inativadas com formalina 0,5% no volume de 10uL,
previamente emulsificadas na mesma propor¢do em adjuvante
completo de Freund (Sigma). Apés 20 dias, 0s animais
receberam uma dose refor¢o pela mesma via e a mesma
quantidade de antigeno, embora a emulséo tenha sido feita em
adjuvante incompleto de Freund (Sigma). Os camundongos
foram sangrados pelo plexo oftalmico para analise, por meio
do ensaio imunoenzimatico (ELISA), da quantidade dos
anticorpos produzidos antes da fusdo. Utilizamos o protocolo
técnico baseado em estudos para obtencdo de AcMo em nosso
laborat6rio?®>?4, com algumas modificagdes®. O trabalho foi
aprovado pelo Comité de ética e pesquisa do Instituto Adolfo
Lutz CTC/BM 44/99.

Obtencéo de células de linfonodos popliteos

Foi utilizado um camundongo para a fuséo celular. Trés
dias antes da fusao celular, que corresponde dois dias ap0s ter
sido realizada a Gltima coleta da amostra de sangue, foi dado
reforco contendo 1x10? células integras de V. cholerae em
solucdo salina. Os linfonodos popliteos do camundongo
imunizado foram retirados assepticamente e macerados com
I&aminas de microscopia com um dos lados do vidro esmerilhada
em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco), suplementado com
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L-glutamina (Gibco) a 1%, piruvato de sédio (Gibco) a 2%,
meio nédo essencial MEM a 1%, gentamicina (Gibco) a 0,1% e
HEPES (Gibco) a 1,5%. As células assim obtidas foram
reservadas para a técnica de fusédo celular.

O cultivo das células de mieloma P3X63-Ag8.653 foi
realizado até atingirem a fase logaritmica de crescimento um dia
antes da fuséo (acertando a concentracdo para 5x10* células/mL).
Um dia antes da fusdo foi obtido o feeder layer de macrdfagos,
injetando 5 mL de RPMI com SFB (soro fetal bovino) no peritnio
de um camundongo. O lavado peritoneal foi diluido em 45 mL de
meio e distribuido em placa de cultura de 96 orificios. As placas
foram incubadas a 37°C em estufa de CO, a 5%.

Obtencao dos hibridomas (Fuséo celular)

Os linfdcitos e as células mielomatosas foram lavados
separadamente utilizando o meio RPMI e centrifugados
durante 5 minutos a 800xg. Os sobrenadantes foram
descartados e foram adicionados 10 mL do meio, tanto no
pellet de linfécitos como naquele das células de mieloma. Foi
realizada contagem das células diluidas a 1:2 em tryplan blue
(Gibco) a 0,1%. As células foram misturadas na proporcéao
1:1 (células de linfonodo/mieloma) e apds centrifugacao, foi
realizada a fusdo celular com o sedimento utilizando uma
solucdo, previamente autoclavada, de 0,5 g de polietilenglicol
3500 (MERCK) diluidaem 0,7 mL de PBS (pH 7,4), contendo
50 uL de dimetilsulféxido (Sigma), gota a gota, por 1 min. a
37°C. Na seqiiéncia, as células foram mantidas em repouso
por 1,5 min a 37°C, foi adicionado 1 mL de RPMI com SFB,
gota a gota por 1 min. a 37°C, e mais 20 mL de RPMI, gota a
gota por 4 min. a 37°C. As células foram mantidas em repouso
por 4 min. a 37°C. Em seguida foram centrifugadas em meio
RPMI com SFB, contendo HAT a 3% (Gibco) na propor¢do
de 1x108 células por mL de meio. Apds duas horas de incubagao
a 37°C, as células foram distribuidas em volume de 100 uL
por orificio em placas contendo feeder layers de macréfagos
e mantidas a 37°C com 5% de CO,,.

A primeira troca de meio foi realizada ap6s 3 dias, as
subseqientes a cada 2 dias, e apés uma semana o HAT foi
substituido por hipoxantina e timidina (HT) (Gibco) a 2% e
mantido por mais duas semanas, quando se passou a utilizar
RPMI-SFB. A selecdo dos clones por ELISA foi iniciada 10
dias ap6s a fusao celular, quando os hibridomas ja se
apresentavam com bom crescimento (ocupando 1/3 do pogo).
O ELISA paraaselegdo dos clones foi feito com células intregas
de V. cholerae. Para a selegdo foi utilizado conjugado anti-
IgG de camundongo pelo interesse em obter AcMo do is6tipo
IgG. Os clones que apresentaram maior reatividade por ELISA
foram submetidos a diluicdo limitante. As células selecionadas
na reclonagem (2x) foram isotipadas e expandidas in vitro e
in vivo. Os is6tipos dos AcMo foram determinados por meio
de ELISA. As placas foram sensibilizadas com 100 uL de Acs
anti-lgG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3 de camundongos diluidos a
1:1000 em tampéo carbonato/bicarbonato pH 9,6 e incubados
durante 16 h a 4°C. Na sequéncia, as placas foram lavadas

com solucdo PBS-Tween 0,05% e bloqueadas por 1h com 200
uL de leite 5%. Repetidas as lavagens, foram incubadas com
100 uL de sobrenadante de cultura de células. Apds 1h a 37°C
foram feitas novas lavagens e adicionados 100 uL do conjugado
de anti-lgG de camundongo marcado com peroxidase na
diluigdo 1:2000 em leite desnatado (Gloria-Brasil) 1%. Apos
a incubacdo de mais uma hora 37°C, novas lavagens foram
feitas, e a reagdo foi revelada com o substrato preparado com
10 uL de agua oxigenada e 9 mL de uma solucédo de tampéo
(citrato-fosfato) contendo cromoégeno 3,3°,5,5°-
Tetramethylbenzidine (TMB). A leitura foi feita apos 15
minutos a 450 nm.

Determinacao do indice de avidez dos anticorpos anti-
bactérias integras de V. cholerae

O indice de avidez (I1A) do anticorpo 1E21B3 [IgG2a]
para células integras de V. cholerae foi realizado basicamente
com o mesmo procedimento utilizado para técnica de ELISA,
sendo que os monoclonais foram incubados na auséncia e na
presenca de tiocianato de potassio (KSCN) 1.5M em PBS
(Sigma). O indice de avidez foi expresso como a razéo entre
as médias das absorbancias na presenca de KSCN e na auséncia
de KSCN (com PBS)%.

Especificidade do AcMo anti - V. cholerae

A especificidade dos AcMo anti - V. cholerae foi
avaliada por immunoblot?’. As preparacdes antigénicas, de
células V. cholerae integras, em uma concentracdo de 1x108
foram submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE?, com
uma concentragdo de acrilamida de 13%, corado pelo método
da prata, Comassie blue (Pharmacia). Para a andlise por
immunoblot os antigenos foram transferidos para uma
membrana de nitrocelulose (BioRad). O anticorpo monoclonal
selecionado foi diluido a 1:1000 e o conjugado anti-IgG
(Sigma) diluido a 1:5000. Foi utilizado 3-Amino-9-ethyl
carbazole (AEC) 0,4% PIERCE como substrato.

Protocolo utilizado para a sensibilizagdo de particulas de
Latex com AcMolE21B3

Uma aliquota de 0,75 mL de uma suspenséo a 2,5%
de particulas de latex (1um de didmetro) diluidas em PBS
estéril foi centrifugada durante 6 min. a 7200xg em uma
microcentrifuga. O sobrenadante foi removido e descartado.
Em seguida foi acrescentado 0,75 mL de PBS e agitado
(vortex) até o pellet se desprender completamente, sendo
acrescentado mais 0,75 mL de PBS estéril. A solugéo foi
centrifugada por mais 6 min. na mesma velocidade e o
sobrenadante descartado. A seguir o pellet foi ressuspendido
em uma solucdo de glutaraldeido 8% diluida em PBS. A
suspensdo foi agitada por 4h. Depois deste periodo foi
acrescentado 0,75 mL de PBS, seguido de centrifugagdo a
7200xg/10min e o sobrenadante descartado. O pellet foi
ressuspendido em 1 mL de PBS e adicionado 0,2 mL de
anticorpo monoclonal, na concentragdo de 1mg/mL,
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purificado em coluna de Sepharose 4B-proteina A. A mistura
foi agitada overnight, lentamente, a temperatura ambiente.
O tubo foi completado com 0,5 mL de PBS, centrifugado
7200xg/10min e o sobrenadante descartado. ApGs este
procedimento o sedimento foi ressuspendido em 1,5 mL de
uma solucdo a 0.2M de etanolamina, seguido de agitacdo a
temperatura ambiente por 30 min. Essa fase é importante
para bloquear os sitios das microparticulas de latex que nédo
se ligaram o AcMo. A mistura foi centrifugada por 6 min. na
mesma velocidade e o sobrenadante descartado. O pellet foi
ressuspendido em 1,5 mL de albumina de soro bovino (BSA)
e agitado 30 minutos a temperatura ambiente, para o bloqueio
de sitios ativos remanescentes na particula. A mistura foi
submetida a nova centrifugacdo por 6 min. a 7.200xg e 0
sobrenadante descartado. No final do procedimento a amostra
foi completada para 2,5 mL de tampdo de estocagem. Os
procedimentos utilizados estdo de acordo com as instrugdes
do fabricante (Polyscience - USA).

Amostras analisadas

As amostras de ostras foram provenientes do litoral norte
do Estado de S&o Paulo (S&o Sebastido). Antes da realizagdo
dos testes, foi realizada a pesquisa de V. cholerae O1 nas ostras
por metodologia convencional, segundo FDAZ,

Contaminacdo das ostras

As ostras foram abertas assepticamente com auxilio
de abridor de ostras em ago inox, previamente desinfetado.
A parte comestivel (tecido mole e intervalvar) foi retirada
da concha e homogeneizada. Deste homogeneizado, foram
pesados 25¢ e adicionado 225 mL de agua peptonada alcalina
(APA); esta aliquota foi dividida em dois frascos. Em um
dos frascos foi adicionado 50 uL da cultura de V. cholerae
(controle positivo) e o outro, sem a adi¢do da bactéria, foi
utilizado como controle negativo; ambos foram incubados a
35°C/18h.

Teste de aglutinagdo em latex sensibilizado com AcMo

A partir dos frascos (controle positivo e negativo) foram
realizadas as seguintes diluigdes: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 e 1/32. O
teste de aglutinacdo foi realizado em uma placa por meio da
adicdo de 20 pL de cada diluicdo e 20 uL de particulas de
latex sensibilizadas. Ap6s agitacdo (movimentos circulares),
verificava-se a presenca de aglutinacéo.

A quantificacdo de V. cholerae em cada diluicéo
utilizada no ensaio foi realizada por semeadura em superficie
no 4gar tiossulfato-citrato-sais-biliares-sacarose (TCBS).

RESULTADOS
O clone 1E21B3

O clone 1E21B3 foi selecionado e o sobrenadante de
cultura de células foi precipitado com sulfato de aménio a
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50%. O AcMo obtido ap6s precipitacdo com sulfato de
amonio foi purificado em coluna de Sepharose-4B-Proteina
A%,

Andlise de diferentes lotes do AcMo 1E21B3

Por meio de ELISA podemos observar boa
reprodutibilidade da quantidade de anticorpos 1gG2a
produzidos para o clone 1E21B3 selecionado, produtor de
AcMo para células integras de V. cholerae obtidas de diferentes
partidas. Ascite foi produzida em camundongos?, a analise
por meio de ELISA (Figura 1) mostra a reprodutibilidade dos
lotes obtidos.

Especificidade e caracterizacdo imunoquimica por SDS-
PAGE e Immunoblot do AcMo produzido

O perfil eletroforético de peptideos de V. cholerae foi
demonstrado utilizando o método de coloragdo por prata
(Figura 2. 1.A). O AcMo 1E21B3 utilizado em nosso estudo
reconheceu o antigeno de massa molecular de 4 kDa
aproximadante (Figura 2. 1.B). Na Figura 2. 2. podemos
observar o perfil de antigenos de células integras de V. cholerae
apo6s separacdo eletroforética e coradas por Commasie blue
R (Pharmacie). Antigenos na faixa de 2 a 180 kDa foram
analisados.

indice de avidez
O clone selecionado do is6tipo 1gG2a, apresentou um
indice de avidez de 96%.

Analise do teste de aglutinacdo em latex sensibilizado com
AcMo

A contagem de cada dilui¢do de V. cholerae O1 foi de:
2,0x10° UFC, 1,0x10°UFC, 5,0x102 UFC, 2,5x10% UFC,
1,2x10% UFC para as dilui¢bes 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 e 1/32
respectivamente. O resultado foi positivo até a diluicdo de
1/32 (Figura 3. A). Importante salientar que na amostra

2,00 -

1,80 - £ 1/500

1,60 - £11/1000
g 140 A 7 1/2000.
S 120 & 1/4000.
5 100 1g 41/8000.
g 080 B1/16000
< 0,60

040 £ 1/32000

0,20

0,00

lote1 lote2 lote3 lote4

Figura 1. Analise de sobrenadante de cultura de células dos lotes (1 a 4) do AcMo
1E21B3 do is6tipo 1gG selecionado por meio de ELISA utilizando células inte-
gras de V. cholerae. Os resultados mostram a média de trés ensaios independen-
tes.
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utilizada antes da contaminac¢do ndo havia V. cholerae, mas
foi detectada a presenca de outras bactérias, tais como: Proteus
mirabilis, Pseudomonas spp e outros vibrios. A especificidade
da reacdo de aglutinagdo foi de 100%.

DISCUSSAO

No amplo quadro da investigacéo cientifica na area da
salde observam-se inimeras aplicacdes para 0os AcMo, pois
estes anticorpos possuem especificidade Ginica'®, como também
observado em estudos realizados em nosso laboratorio21:3233,
Dentre estas destacam-se a identificacdo de tumores, de
estruturas protéicas, em testes de identificacdo de antigenos de
histocompatibilidade, técnicas de purificacdo de moléculas por
cromatografia de afinidade, de marcadores fenotipicos Unicos

Figura2.1.a) SDS-PAGE de células integras de V. cholerae ap6s coloragao por
meio da prata. 1.b) Immunoblot- Reatividade do AcMo 1E21B3. 2. SDS-PAGE
de células integras de V. cholerae apds coloragéo por Comassie .

Figure 3. A) Reacdo de latex para V. cholerae : 20 pL da amostra (positiva)
diluida (1) 1/2, (2)1/4, (3) 1/8, (4) 1/16 e (5) 1/32. B) amostra (negativa) diluida
(1)1/2, (2)1/4,(3) 1/16 e (5) 1/32, adicionadas de 20uL de particulas de latex
- AcMo para V. cholerae

para determinados tipos celulares e para analise funcional de
moléculas secretadas ou de superficie celular®,

O local de administracdo de um antigeno determinara
o local em que células séo ativadas. A vantagem do método
para a produgdo de anticorpo monoclonal utilizando linfonodos
popliteos permitiu a producdo de um anticorpo monoclonal
estavel em um curto periodo de tempo para V. cholerae.

O emprego de AcMo se justifica por se tratar de
imunoglobulina com especificidade Unica e como tal representa
um excelente instrumento na identificagdo de estruturas. A
utilizaclo de misturas de anticorpos diferentes, muitas vezes
limita sua aplicacdo, devido a multipla especificidade para
diferentes epitopos antigénicos e heterogeneidade da resposta
imune humoral®.

O isolamento e a identificacdo de microrganismos
patogénicos ao homem visam, principalmente, o
monitoramento das espécies circulantes no meio ambiente e
em alimentos, bem como o controle e prevenc¢do destes
microrganismos, para a caracterizacdo dos perigos
bacterioldgicos nos alimentos, bem como seu controle®. No
caso especifico da clera, dados internacionais tém demonstrado
que sua introducao em um pais dificilmente pode ser evitada.
Entretanto, a disseminag&o pode ser controlada, quando a infra-
estrutura de saneamento basico é adequada e existe um sistema
de vigilancia epidemiologica das diarréias e monitoramento
ambiental que permitam sua deteccéo precoce.

As reacGes de aglutinacdo utilizam particulas de latex
que sao sensibilizadas com antigenos ou anticorpos. Como toda
prova de aglutinacao, baseia-se no principio de que as particulas
sensibilizadas se aglutinam na presen¢a de antigenos ou
anticorpos. Pode ser utilizada como método de triagem,
principalmente em estudos epidemioldgicos, valendo salientar
a especificidade do método.

O latex reativo utilizado é uma suspensao de particulas
de tamanho uniforme sensibilizadas com AcMo especifico para
V. cholerae. As particulas de latex reagem prontamente
formando a reacdo antigeno — anticorpo, perdendo o aspecto
uniforme, iniciando a formagdo de uma malha.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que
foi possivel detectar nimeros de células de V. cholerae abaixo
da dose infectante, que em individuos sadios é relativamente
alta, em média, 108 UFC/g do alimento. Além disso, a deteccdo
deste patogeno foi realizada em 18 horas.

Na metodologia convencional a detec¢édo de V. cholerae
em alimentos, leva em média de 7 a 10 dias. Portanto, a
liberacdo do resultado demanda tempo. A Secdo de
Microbiologia Alimentar, do Instituto Adolfo Lutz Central,
realiza monitoramento de V. cholerae O1 em amostras do litoral
de Séo Paulo, desta forma a introdug&o de novas técnicas, como
a de latex, ird diminuir o tempo e facilitar o trabalho.

A reducgdo no tempo de diagnostico deste patégeno
permitira que medidas de controle possam ser tomadas de forma
rapida pelos 6rgdos competentes, prevenindo a disseminacdo
da doenca e surgimento de novos casos.
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