!E NE“GEN RESUMO DE PERFORMANCE

Quantificagao de Salmonella em Enxagiie de Carcaga de Frango

e Carne de Aves Moida (Frango e Peru) em Turno Unico e Usando
o Ensaio de Detec¢ao Molecular Neogen® 2Q — Quantitativo

de Salmonella

O Unido Estados Departamento de Agricultura (USDA) Food Safety and Inspection Service(FSIS) é considerando uma estrutura
regulatdria para uma estratégia de controle da Salmonella em produtos avicolas e redu¢do mais eficaz de infecgbes por Salmonella
transmitidas por alimentos associadas a esses produtos. Uma das questdes transversais é ter métodos laboratoriais rapidos para
determinar com a maior precisdo possivel se um produto estd contaminado com Salmonella em um nivel definido e/ou com
sorotipos especificos de Salmonella, pois ambos os aspectos afetam a doenga humana (1).

O Neogen® Ensaio de Detecgdo Molecular 2 — Salmonella é um método rdpido de amplificacdo de DNA para deteccdo de
Salmonella em alimentos. Esse método utiliza amplificacdo isotérmica mediada por alca (LAMP) e bioluminescéncia para detectar
DNA alvo de Salmonella com alta especificidade e sensibilidade. Um esquema/algoritmo de teste usando o Neogen Ensaio de
Detecc¢do Molecular 2Q - Quantitativo de Salmonella (MDA2QSAL96) foi desenvolvido para quantificar rapidamente varios niveis de
Salmonella em enxagues de carcaca e frango ndo pronto para consumo.

1. Desempenho em enxagues coletados em nBPW
Procedimento geral:

Carcagas de frango artificialmente inoculado com vdrios niveis de Salmonella eram enxaguadas com 400 mL de Neogen® agua
peptonada tamponada com neutralizante (nBPW) (2). Uma porcdo do enxague foi utilizada para executar Nimero Mais Provavel
(NMP) de acordo com o FSIS Microbial Laboratory Guidelines (MLG) 2.05 (3). Uma segunda porgdo foi testada usando o Neogen
Ensaio de Detecgdo Molecular 2- Quantitativo de Salmonella (MDA2QSAL96). Um esquema de teste detalhado para esta matriz
pode ser encontrado nas instrugdes de uso do Neogen Ensaio de Detec¢dao Molecular 2Q - Quantitativo de Salmonella.

Resultados:

Quantificagdo da Salmonella foi avaliada focando em trés niveis: 1 UFC/mL de enxague (baixo), 10 UFC/mL de enxague (médio) e
100 UFC/mL de enxague (alto) (Tabela 1 e Figura 1). O método de comparac¢do de variancia foi determinado usando Teste de
Bonnett para Comparacdo entre Varidncias e o Teste de Levene para testar a Homogeneidade de Varidncias. Nenhuma diferenca
estatistica nas variancias do Ensaio de Detecgdo Molecular 2Q- Quantitativo de Salmonella para quantificagdo foi encontrada
guando comparada ao método NMP nos niveis baixo, médio e alto (Tabela 2).
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Tabela 1. Quantificacdo de Salmonella em enxagues feitos em nBPW usando o Ensaio de Detec¢do Molecular 2Q - Quantitativo de
Salmonella comparada com NMP.

Neogen Ensaio de Detec¢do Molecular 2Q -
Quantitativo de Sa/monella (MDA2QSAL96)

USDA FSIS MLG MPN Método!*3)

log10  Média Média .
Nivel  Replicata MPN | vpN log10  DP MDS Log 10 tog10,,  RSD : 1C95%
P mL/ Mpﬁ/mL QSAL  QSAL/mL QrsnALL/ (%)
1 19 | 026 2,6 0,41
R 2 14 | 016 2,2 0,34
E 3 19 | 029 0220 | 009 | 42 | 12 0,07 0270 | 013 | 50 | 005 | (-25;0,15)
4 19 | 029 2,1 0,32
5 12 | 009 16 0,20
1 63 | 0380 24,0 1,38
. 2 113 | 1,05 143 1,15
3 3 58 | 076 0914 | o013 | 14 | 275 1,44 1,249 | 017 | 13 | 033 | (-0,680,02)
= 4 95 | 098 10,7 1,03
5 95 | 098 17,5 1,24
1 150 | 2,18 84,3 1,93
2 93 1,97 89,0 1,95
2 3 240 | 2,38 2053 | 042 | 21 | 604 1,78 1,752 | 020 | 11 | -030 | (-0,26;0,86)
4 240 | 2,38 31,3 1,50
5 23 1,36 40,5 1,61

NMP: Nimero Mais Provavel
QSAL: Quantificagdo de Salmonella usando Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 Q — Quantitativo de Salmonella .
DP: Padrdo Desvio; DRP: Desvio Residual Padrdo; Diferenga de Média: Log diferenca de Média entre os dois métodos; IC: Intervalo de Confianga.
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Figura 1. Quantificacdo de Salmonella de enxagues em nBPW usando o Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2Q - Quantitativo de
Salmonella comparada com NMP.
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Tabela 2. Teste de variancias para enxagues em nBPW: NMP comparado ao Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2Q —
Quantitativo de Salmonella.

A . Nivel Baixo Nivel Médio Nivel Alto
Teste de Variancia
(~*1CFU/mL) (~*10CFU/mL) ~(100CFU/mL)
p-valor do
Teste de Bonnett 0,399 0,173 0,789
p-valor do 0,146 0,333 0,847
Teste de Levene

A comparagdo do desempenho entre dois operadores ao longo de dois dias consecutivos na quantificacdo de Salmonella também
foi avaliada (Tabela 3). Nenhuma diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) foi determinada na concentracdo de Salmonella
usando o Neogen Ensaio de Detec¢cdo Molecular 2Q - Quantitativo de Salmonella para a quantificagdo entre operadores.

Tabela 3. Comparacdo da quantificacdo de Salmonella de enxdgues em nBPW usando Neogen Ensaio de Deteccao Molecular 2Q -
Quantitativo de Salmonella quando realizado por dois operadores diferentes e dias de teste diferentes.

Nivel Média log 10 (CFU/mL)  Média log 10 (CFU/mL) Média
Operador 1 Operador 2 Dif. das médias de log p-valor
N=5 N=5 (valor absoluto)
Dial
Alto 1,75 1,7 0,05 0,64
Médio 1,25 1,08 0,13 0,08
Baixo 0,27 -0,09 0,36 0,07
Dia 2
Alto 1,98 2,06 0,62 0,16
Médio 1,40 1,11 0,29 0,12
Baixo 0,44 0,53 0,09 0,63

A construcdo de um grafico de linha ajustada binario demonstrou que o limite de quantificacdo do Neogen Ensaio de Detecc¢do
Molecular 2 Q — Quantitativo de Salmonella é estimado para ser no 0,3 UFC/mL para enxague em nBPW usando uma regressio
binominal com 95% de confianga.
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2. Desempenho em enxagues coletados em nBPW
Procedimento geral:

Porg¢Bes de teste de carne de frango moida foram homogeneizadas com 400 mL de Neogen® BPW ISO. Uma porgao da mistura
gerada foi utilizada para realizar o nimero mais provavel (NMP) de acordo com o FSIS Microbiology Laboratory Guidebook (MLG)
(3,4). Uma segunda porcao foi utilizada para ser usada no Neogen Detec¢ao Molecular Ensaio 2Q — Quantitativo de Salmonella para
guantificacdo. Um esquema de teste detalhado pode ser encontrado nas instrugdes do produto Neogen Ensaio de Detecgdo
Molecular 2Q - Quantitativo de Salmonella.

Resultados:

A quantificacdo de Salmonella foi avaliada visando trés niveis: 1 UFC/g (baixo), 10 UFC/g (médio) e 100 UFC/g (alto) (Tabela 4 e
Figura 2). A comparagdo da varidncia do método foi determinada usando o teste de Bonnett para comparagdo entre variancias e o
teste de Levene para testar a homogeneidade de variancias. Nao foi encontrada diferenca estatistica na variancia do Neogen Ensaio
de Deteccdo Molecular 2Q - Quantitativo de Salmonella quando comparado ao método NMP nos niveis baixo, médio e alto (Tabela
5).

Tabela 4. Quantificacdo de Salmonella de carne de frango moida usando o Neogen Ensaio de Detecgao Molecular 2Q - Quantitativo
de Salmonella comparado com NMP.

Neogen Ensaio de Detecgdao Molecular 2Q -
Quantitativo de Sa/monella (MDA2QSAL96)

USDA FSIS MLG MPN Método!*3)

Log 10 Média Média .
Nivel | Replicata MPFN MPN/ Log 10 IV Log 10 Log 10 bp ROSD D,Ifﬂ 1C95%
m mL  MPN/mL QSAL  QSAL/mL gp 1/ (%)  Média

1 1 -0,02 3 0,48

2 1 -0,07 2 0,39
% 3 2 0,32 0,180 | 035 | 194 4 0,57 0,464 012 | 25 | 0,28 | (-0,81;0,24)
@ 4 1 -0,07 4 0,57

5 5 0,73 2 0,31

1 21 1,32 85 1,93

2 100 2,00 79 1,90
§ 3 17 1,23 1,453 | 0,41 | 28 26 1,42 1,764 020 | 12 | 029 | (-0,76;0,17)
= 4 10 0,98 54 1,73

5 54 1,73 56 1,75

1 33 1,52 150 2,17

2 210 2,32 86 1,93
2 3 52 1,72 1,798 | 031 | 17 78 1,89 2,010 0,12 6 021 | (-0,68;0,26)
< 4 52 1,72 132 2,09

5 52 1,72 92 1,97

NMP: Nimero Mais Provavel
QSAL: Quantificagdo de Salmonella usando Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 Q — Quantitativo de Salmonella .
DP: Padrdo Desvio; DRP: Desvio Residual Padrdo; Diferenga de Média: Log diferenca de Média entre os dois métodos; IC: Intervalo de Confianga.
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Figura 2. Quantificacdo de Salmonella de carne de frango moida usando o Neogen Ensaio de Detec¢ao Molecular 2Q - Quantitativo
de Salmonella comparada com NMP.

Tabela 5. Teste de variancias para enxagues em nBPW: NMP comparado ao Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2Q —
Quantitativo de Salmonella.

A . Nivel Baixo Nivel Médio Nivel Alto
Teste de Variancia
(~1CFU/mL) (~*10CFU/mL) ~(100CFU/mL)
p-valor do
Teste de Bonnett 0,376 0,40 0,583
p-valor do 0,594 0,275 0,594
Teste de Levene

A comparac¢do do desempenho entre dois operadores ao longo de dois dias consecutivos na quantificacdo de Salmonella também
foi avaliada (Tabela 6). Ndo foi observada diferenga estatisticamente significativa (p>0,05) na concentragdo de Salmonella usando o
Neogen Ensaio de Detecgao Molecular 2Q - Quantitativo de Salmonella entre os operadores.
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Tabela 6. Comparacdo da quantificagdo de Salmonella da carne de frango moida usando Neogen Ensaio de Deteccao Molecular 2Q
- Quantitativo de Salmonella quando realizado por dois operadores diferentes e dias de teste diferentes.

Nivel Média log 10 (CFU/mL)  Média log 10 (CFU/mL) Média
Operador 1 Operador 2 Dif. das médias de log p-valor
N=5 N=5 (valor absoluto)
Dial
Alto 0,33 0,46 -0,13 0,09
Médio 1,48 1,75 -0,27 0,09
Baixo 1,75 2,01 -0,25 0,26
Dia 2
Alto 0,58 0,53 0,05 0,675
Médio 1,27 1,19 0,07 0,347
Baixo 1,85 1,77 0,08 0,456

A construcao de um grafico de linha ajustado binadrio demonstrou que o limite de quantificacdo da Neogen Ensaio de Deteccao
Molecular 2Q - Quantitativo de Salmonella é estimado em 0,66 UFC/g para carne de frango moida usando uma regressdo binominal
com 95% de confianga.

3. Desempenho em enxagues coletado em BPW
Procedimento geral:

Carcagas de frango artificialmente inoculadas com varios niveis de Salmonella eram enxaguados com 400 mL de 4dgua peptonada
tamponada (BPW). Uma porgdo do enxague era utilizado para executar a NUmero Mais Provavel (NMP) de acordo com as Microbial
Laboratory Guidelines do FSIS (MLG) 2.05 (3). Uma segunda por¢do foi utilizada para ser testada usando o Neogen Ensaio de
Deteccdo Molecular 2Q - Quantitativo de Salmonella (MDA2QSAL96). Um esquema de teste detalhado para essa matriz pode ser
encontrado nas instrugdes de uso do Neogen Ensaio de Deteccao Molecular 2 Q - Quantitativo de Salmonella.

Resultados:

A quantificagdo de Salmonella foi avaliada visando trés niveis: 1 UFC/mL (baixo), 10 UFC/mL (médio) e 100 UFC/mL (alto) (Tabela 7
e Figura 3). Método variancia comparacdo era determinado usando o Teste de Bonnett. Ndo foi encontrada diferenca estatistica na
varidancia do Neogen Ensaio de Detec¢do Molecular 2Q - Quantitativo de Salmonella quando comparado com o método NMP nos
niveis médio e alto (Tabela 8). Diferenca significativa na variancia foi encontrada para o nivel baixo que estd associado a maior
variabilidade nos resultados de log UFC/mL para ambos os métodos. No estudo de comparacdo teste t-pareado a diferenca entre o
método alternativo e de referéncia ndo foi significativa (p=0,277).
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Tabela 7. Quantificacdo de Salmonella de carne de frango moida usando o Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2Q - Quantitativo
de Salmonella comparado com NMP.

Neogen Ensaio de Detec¢do Molecular 2Q -
Quantitativo de Salmonella (MDA2QSAL96)

USDA FSIS MLG MPN Método*?

log 10 | Média Média 4
Nivel Replicata ™°N  MPN/ | Log10 MDS  Log10 4610 B 1C95%
/mL il MPN/mL QSAL  QSAL/mL QSAL/ (%) a

1 1,10 | 0,041 1,04 | 0,016

2 034 | -0,469 155 | 0,191
2 3 034 | -0469 | -0,39 | 0,256 | 648 | 1,02 | 0010 | 0090 | 0,092 | 102 | 0485 | 0,240;0,731
< 4 036 | -0444 154 | 0,189

5 023 | -0638 1,10 | 0,043

1 3,60 | 0,556 506 | 0,704

2 550 | 0,740 499 | 0,698
£ 3 620 | 0792 | 0640 | 0117 | 182 | 7,25 | 0860 | 0721 | 0,143 | 19,8 | 0,081 | -0,115;0,276
> 4 3,60 | 0,556 318 | 0,503

5 3,60 | 0,556 69 | 0839

1 62,00 | 1,792 21,01 | 1,322

2 62,00 | 1,792 24,60 | 1,391
S 3 2300 | 1362 | 1684 | 0323 | 191 | 2683 | 1429 | 1464 | 0120 | 82 | 0221 | -0,616;0,175
< 4 23,00 | 1,362 39,75 | 1,599

5 130 | 2114 37,75 | 1,577

NMP: Nimero Mais Provavel
QSAL: Quantificagdo de Salmonella usando Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 Q — Quantitativo de Salmonella .
DP: Padrdo Desvio; DRP: Desvio Residual Padrdo; Diferenga de Média: Log diferenca de Média entre os dois métodos; IC: Intervalo de Confianga.
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Figura 3. Quantificacdo de Salmonella em enxagues com BPW usando o Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2Q - Quantitativo
de Salmonella comparada com NMP.
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Tabela 8. Teste de variancias para BPW enxagues: NMP e NMP previsdo usando Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2Q -
Quantitativo de Salmonella.

A . Nivel Baixo Nivel Médio Nivel Alto
Teste de Variancia
(~1CFU/mL) (~10CFU/mL) ~(100CFU/mL)
p-valor do
Teste de Bonnett 0,067 0,760 0,779
p-valor do 0,045 0,731 0,604
Teste de Levene

A comparagdo de desempenho entre dois operadores na quantificacdo de Salmonella também foi avaliada (Tabela 9). Nenhuma
diferenga estatisticamente significativa (p>0,05) foi determinada na concentragdo de Salmonella usando o Neogen Ensaio de
Deteccdo Molecular 2Q - Quantitativo de Salmonella entre os operadores.

Tabela 9. Comparagdo da quantificagdo de Salmonella de enxagues com BPW usando Neogen Ensaio de Detec¢do Molecular 2Q -
Quantitativo de Salmonella quando realizado por dois operadores diferentes e dias de teste diferentes.

Nivel Média log 10 (CFU/mL) Média log 10 (CFU/mL) Média
Operador 1 Operador 2 Dif. das médias de log p-valor
N=5 N=5 (valor absoluto)
Dial
Alto -0,115 -0,151 0,036
Médio 0,678 0,893 0,251 0,937
Baixo 1.120 1.014 0,105

*Devido a materiais disponiveis, a comparagdo de operador para operador e foi apenas realizado em um dia de teste.
A construcdo de um grafico de linha ajustado bindrio demonstrou que o limite de quantificagdo do Neogen Ensaio de Deteccdo

Molecular 2Q - Quantitativo de Salmonella é estimado ser a 0,3 UFC/mL para Enxague com BPW usando regressdo binominal com
95% de confianga.
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4. Desempenho em carne de peru moida
Procedimento geral:

Carne de peru moida (porgao de teste de 325 g) foi inoculada artificialmente com varios niveis de Salmonella e homogeneizada com
400 mL de dgua peptonada tamponada (BPW). Uma por¢do do homogeneizado foi utilizada para realizar o NUmero Mais Provével
(NMP) de acordo com as Microbial Laboratory Guidelines do FSIS (MLG) 2.05 (3). Uma segunda porcao foi utilizada para ser testada
usando o Neogen Ensaio de Detecgao Molecular 2Q - Quantitativo de Salmonella (MDA2QSAL96). Um esquema de teste detalhado
para esta matriz pode ser encontrado nas instru¢des de uso do Neogen Ensaio de Detec¢do Molecular 2Q - Quantitativo de
Salmonella.

Resultados:

A quantificagdo de Salmonella foi avaliada visando trés niveis: 1 UFC/g (baixo), 10 UFC/g (médio) e 100 UFC/g (alto) (Tabela 10 e
Figura 4). A comparagdo da variancia do método foi determinada pelo teste de Bonnett. Nenhuma diferenca estatistica na variancia
do Neogen Ensaio de Detec¢do Molecular 2- Quantitativo de Salmonella foi encontrada quando comparado ao método NMP nos
niveis baixo, médio e alto (Tabela 11).

Tabela 10. Quantificacdo de Salmonella nas amostras de carne de peru moida usando o Neogen Ensaio de Detec¢do Molecular 2Q
- Quantitativo de Salmonella comparada com NMP.

Neogen Ensaio de Detecg¢do Molecular 2Q -

A (1,3)
R EBARE L LA Quantitativo de Salmonella (MDA2QSAL96)

Log 10 Média

Nivel  Replicata M MPN/ Log 10 I Ly Log 10 if. 1C95%
m - MPN/mL QSAL QSAL/mL QSAL/
1 2,9 0,462 3,8 0,582
2 2,6 0,415 2,8 0,444
§ 3 1,2 0,079 0,149 | 0,276 | 184 3,1 0,498 0,488 0,166 | 33,8 | 0.339 | -0,691;0,012
4 0,8 -0,092 4,8 0,680
5 0,8 -0,119 1,7 0,239
1 8,1 0,908 9,3 0,967
£ 2 8,1 0,908 8,5 0,931
§ 3 12,0 1,079 0,827 | 0,236 | 28 5,7 0,756 0,814 0,191 | 23,4 | 0.013 | -0,308;0,333
= 4 2,8 0,447 8,2 0,913
5 6,2 0,792 3,2 0,505
1 81,0 1,908 18,6 1,271
- 2 52,0 1,716 11,9 1,075
> 3 25,0 1,398 1,609 | 0,374 | 21,5 | 201 1,304 1,345 0,208 | 15,5 | 0.264 | -0,707;0,178
4 13,0 1,114 27,4 1,438
5 81,0 1,908 43,1 1,635

NMP: Nimero Mais Provavel
QSAL: Quantificagdo de Salmonella usando Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 Q — Quantitativo de Salmonella .
DP: Padrdo Desvio; DRP: Desvio Residual Padrdo; Diferenca de Média: Log diferenca de Média entre os dois métodos; IC: Intervalo de Confianga.
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Figura 4. uantificacdo de Salmonella de carne de peru moida usando o Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2Q - Quantitativo de

Salmonella comparada com NMP.

Tabela 11. Teste de variancias para as amostras de carne de peru moida: NMP e predigdo de NMP usando o Neogen Ensaio de

Deteccdo Molecular 2Q - Quantitativo de Salmonella .

A . Nivel Baixo Nivel Médio Nivel Alto
Teste de Variancia
(~1CFU/mL) (~10CFU/mL) ~(100CFU/mL)
p-valor do
Teste de Bonnett 0,955 0,952 0,112
p-valor do 0,316 0,707 0,129
Teste de Levene

A comparagdo de desempenho entre dois operadores na quantificagcdo de Salmonella também foi avaliada (Tabela 12). Nao foi

observada diferenga estatisticamente significativa (p>0,05) na concentragdo de Salmonella usando o Neogen Ensaio de Detecgdo

Molecular 2Q - Quantitativo de Salmonella entre os operadores.
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Tabela 12. Comparacao da quantificacdo de Salmonella das amostras de carne de peru moida usando Neogen Ensaio de Detec¢ao
Molecular 2 - Quantitativo de Salmonella quando realizado por dois operadores diferentes e dias de teste diferentes.

Nivel Média log 10 (CFU/mL)  Média log 10 (CFU/mL) Média
Operador 1 Operador 2 Dif. das médias de log p-valor
N=5 N=5 (valor absoluto)
Dia 1
Alto -0,065 -0,450 0,384
Médio 0,863 0,835 0,027 0,443
Baixo 1.422 1.429 0,070
Dia 2
Alto 0,423 0,217 0,205
Médio 0,908 1.032 0,123 0,782
Baixo 1.405 1.571 0,166

A construcdo de um grafico de linha ajustado bindrio demonstrou que o limite de quantificagdo do Neogen Ensaio de Detecc¢do
Molecular 2Q - Quantitativo de Salmonella é estimado ser a 0,68 UFC/g para carne de peru moida usando uma regressdo binominal
com 95% de confianga.

Notas Adicionais:
Para todas as matrizes testadas neste estudo, analises adicionais foram realizadas para demonstrar que a quantificagdo nao foi

significativamente diferente entre os lotes comerciais de kits de teste do Neogen Ensaio de Detec¢do Molecular 2Q — Quantitativo
de Salmonella, entre multiplo dias de teste, e entre diferentes Neogen® Instrumentos de Detec¢do Molecular testados.
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Conclusoes

O Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2Q - Quantificacdo de Salmonella previu a concentracdo de Salmonella de lavagens de
carcagas coletadas em nBPW e BPW, bem como em amostras de carne moida de aves (frango e peru) com uma diferenga média
logaritmica inferior a 0,5 e nenhuma diferenca na variancia do método em comparag¢do com a variancia do NMP.

e Esse método mostrou repetibilidade entre operadores e diferente dias de teste.
e Esse método é robusto para varias condi¢des de ensaios incluindo lote para lote de kits de reagente.

Por isso, o Neogen Ensaio de Detec¢gao Molecular 2Q — Quantificacdo de Salmonella permite um método mais rapido e menos
trabalhoso que tradicional Numero Mais Provavel para determinar a concentragao de Salmonella em enxague de carcaca de frango
e carne de aves moida (frango e peru). Isto pode permitir aos produtores de aves avaliar o efeito das interven¢des para controlar
Salmonella e/ou implementar o quanto antes intervenc¢des para minimizar o risco de Salmonella no produto.

Observagéio: Os dados apresentados neste resumo de estudo de desempenho foram coletados internamente.
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