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Efeito da oscilacdo de temperaturae umidade do ar no comportamento
de SalmonellaEnteritidis em ovos de galinha contaminados*

Effect of oscillation of temperature and air humidity in the behavior
of Salmonella Enteritidis in contaminated chicken eggs

Karen Apellanis Borges?, Andrea Troller Pinto? & Edir Nepomuceno da Silva®

RESUMO

A salmonelose humana é uma doenca de ocorréncia mundialSsgmdoellsEnteritidis o sorovar mais isolado.

A doenca esta associada ao consumo de produtos de origem animal, sendo que o ovo é considerado um dos princ
transmissores. Muitos fatores podem influenciar na manutencdo da bactéria na superficie e sua penetragdo no conts
interno, entre eles a qualidade da casca, a temperatura e a umidade do ar. Recomenda-se a refrigeracéo em todas as f
processamento na cadeia produtiva de ovos, mas no Brasil ndo ha exigéncia nem fiscalizag&o para controle deste procedin
podendo ocorrer quebra da cadeia de frio, submetendo os ovos a oscilagdes de temperatura e umidade. Muitos estudos ut
métodos que favorecem o processo de contaminag¢do dos ovos, mas ndo mimetizam as formas naturais de contaminaga
trabalho teve como objetivo simular oscilagfes de temperatura e umidade durante o processamentordguracsm

casca contaminada artificialmente, e verificar a importancia da qualidade da casca e dessas oscila¢gdes na manutenc
agente na superficie e sua consequente penetracdo no contetdo. Nesse estudo utilizaram-se ovos de galinha com casca
e casca defeituosa, artificialmente contaminados com fezes, coSaintonellaEnteritidis. Submeteu-se esses ovos a
armazenamento com oscilagGes de temperatura e umidade e fez-se a contagem bacteriana da superficie do ovo e do col
interno (albimen e gema). Verificou-se que a viabilidade de micro-organismos na superficie do ovo foi menor quando es
foram submetidos a temperatura de 30°C, independentemente da qualidade da casca, analisando até o final do perio
analise. Observou-se uma maior tendéncia de invaséo da bactéria em ovos de casca defeituosa quando expostos a 30°

Descritores: ovosin naturg qualidade da casca.
ABSTRACT

The human salmonellosis is a disease that occurs all around theSadmdnelleEnteritidis is the most isolated
serovar. This disease is associated with the consumption of animal products. Eggs are considered one of the main respor
products. Many factors can influence in the maintenance of the bacteria on the surface and its penetration into the inte
content, including shell’s quality, temperature and air moisture. It is recommended refrigeration at all stages of pnocessing
the production chain of eggs, but in Brazil there is ho requirement or supervision to control this procedure, which akn occur
of the cold chain, subjecting the eggs to fluctuations in temperature and moisture. Many studies use methods that force
contamination process of eggs, but does not mimic the natural forms of contamination. This study simulated swings
temperature and moisture during the processing of artificially contaminated shells, and verify the importance of slyell’s quali
in the maintenance of the agent on the surface and its consequent penetration of the content. In this study it wa®osed eggs
hens that were artificially contaminated with feces contaiSaghonellaEnteritidis. These eggs were submitted to storage
with fluctuations in temperature and moisture. After, a counting of the bacteria was done on the surface of the egg and
internal content (albumen and yolk). It was found that the viability of microorganisms on the surface of the egg was lower wh
these were storage to temperatures of 30° C regardless of the quality of the shell, looking toward the end of the riedorting per
There was a greater tendency for invasion of bacteria in shell eggs for defective when exposed to 30° C.
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INTRODUGAO considerando ovos com maior qualidade da casca

Salmonellaé uma causa comum de infec96e§queles com maior gravidade especifica [16]. Entre os
alimentares em humanos, sendo transmitida através @S Selecionados, descartaram-se aqueles que pos-

ingestdo de alimentos contaminados por fezes de affiam peso inferior a 60g, tolerando-se uma variagéo

mais infectados [1]. O sorotipo mais prevalente €+ 3g. Os ovos foram separados em dois grupos:
SalmonellaEnteritidis [8]. Muitas pesquisas incriminam ¢OM € sem defeitos de casca, sendo considerados defei-
0 ovo como principal transmissor [3,6.7,9, s es- tUOSOS aqueles que apresentaram casca fina, porosa ou
tudos demonstram que apenas uma pequena parcél! Pequenas rachaduras sem rompimento das mem-
deles contém a bactéria no interior ou na superficffanas internas. Apés a classificagéo, os ovos foram incu-

[15]. bados a 42°C de 6 a 8 horas, visando a simular a tempe-
Os principais fatores que influenciam a penefatura no momento da postura.
tracdo da bactéria no ovo sdo nimero de poros e quali- ~ Foi utilizada uma cepa dgalmonellaEnteri-

dade da casca, pH, pressio de vapores, temperatufilis fagotipo 4 (SE FT4), isolada da producdo avicola.
umidade relativa do ar [5,11,13,14,18]. A temperaEssas cepas foram marcadas através de mutagdo em
tura de armazenagem é fator limitante da multiplicacdaboratorio, adquirindo resisténcia a 100ug de acido
de agentes na superficie do ovo, e a deficiéncia #alidixico por mililitro de meio de cultura, a fim de
resfriamento e o excesso de umidade podem predfgcilitar a recuperagéo e a contagem das mesmas nos
por a penetragdo da mesma no interior do ovo [5]. @8ateriais analisados.

riscos de contaminagdo aumentam quando a casca A cultura de SE foi inoculada em TSB com
apresenta-se defeituosa, porosa, fina ou rachada [1¥POug/mL de acido nalidixico (NAL) e 100ug/mL de

Para prevenir ou reduzir a multiplicagio destegovobiocina (NOB) por 24 horas a 35°C, transferin-
organismos na casca, recomenda-se refrigeracdo digsse aliquotas de 1 mL para 100mL de TSB NAL/
ovos, mas, no Brasil, ndo existem leis que exijahlOB, incubando-se a 35°C por 20 a 24 horas. O
resfriamento destes. Também néo é feito controle dtimicrobiano novobiocina foi utilizado pelo mesmo
tempo entre producio e consumo, sendo esse um pometivo do acido nalidixico, aproveitando-se a resis-
critico da cadeia produtiva. téncia natural do micro-organismo. Apos a incubacao,

Muitos estudos utilizam métodos que favo-0 caldo foi centrifugado (4.000rpm, 15 minutos a
recem o processo de contaminagdo dos ovos [14], ms’C), desprezando-se o sobrenadante e adicionando-
essas metodologias n&o mimetizam as formas usu&is 5mL de agua peptonada tamponada ao precipitado
de contaminac&o, impossibilitando a quantificacage células. Apos esse procedimento, obteve-se o indculo
adequada da disseminacdo do agente [19]. utilizado para a contaminacéo das fezes.

O objetivo do trabalho foi simular as oscilacdes Para esse experimento, foram utilizadas fe-
de temperatura e umidade relativa do ar que acontecées de galinha oriundas do mesmo lote doador de
durante o processo de transporte e armazenagemak®s. Essas fezes foram esterilizadas por calor ami-
ovo de consumo, a fim de se verificar o comportado e posteriormente contaminadas com a cepa
mento do micro-organismo de uma maneira eficaz. bacteriana. As fezes foram contaminadas de forma a
obter-se contaminacédo média dé Waidades Forma-
doras de Col6nia (UFC) por grama de fezes.

Foram utilizados ovos brancos de galinha, Os ovos foram contaminados através de leve
oriundos de poedeiras com idade entre 24 e 64 seniessao desses sobre as fezes, em apenas uma das
nas de idade, da linhagem HySex White. Esses ovtgces, na regido equatorial, sem rotacédo, durante 10
foram selecionados no laboratério conforme a qualiminutos. Apés, os ovos foram colocados em bande-
dade da casca, por ovoscopia e gravidade especifiga plasticas limpas e sanitizadas e deixados em ca-
pelo método de flutuagdo. O método de flutuacdo bamara de fluxo laminar para secagem a temperatura
seia-se no uso de solucdes salinas com diferentes deasibiente, de 60 a 75 minutos, para sé depois serem
dades, na qual os ovos sdo imersos sucessivameatgazenados nas condi¢des do estudo. Foram conta-
nessas solugbes, da solugio de menor densidade amirados 45 ovos com casca integra e 45 ovos com
de maior densidade, sendo a gravidade especifica dagsca defeituosa, sendo amostrados de cada um dos
pela densidade da solucdo onde o ovo flutuou primeirgfupos, 30 unidades.

MATERIAIS E METODOS
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A armazenagem se deu em regime de tempééril, enquanto que as gemas e as chalazas foram
ratura X umidade, sendo que do tempo zero até a 2d8nsferidas para o separador de clara e gema, e secas
hora de armazenagem, os ovos foram mantidos a 886m gaze estéril, para se retirar residuos de albimen.
e 70+5% UR; da 242 até a 722 hora a 30°C e 90+5%6gema foi armaenada em um saco plastico estéril.
UR; e da 722 hora até o final do experimento (3363s sacos contendo gema e alblimen foram pesados e o
hora) a 8°C e 70+5% UR. Foram coletados cinco ova®nteddo diluido em agua peptonada tamponada para
em cada etapa de analise, sendo que essas foram diaicdo 1. Apos, foi feita inoculacdo em superficie
lizadas nos tempos 0, 24, 48, 72, 168 e 336 horas de Agar MacConkey de cada uma das amostras, com
armazenamento. Ao final do ensaio, as unidades n@oste-rior incubacdo de 24 a 48 horas e contagem
utilizadas foram descartadas apés esterilizacdo.  bacteriana das placas. As amostras diluidas foram in-

Para a recuperacdo do micro-organismo da cascabadas a 35-37°C, por 24 horas, para verificar a pre-
realizou-se a lavagem do ovo [10]. Primeiramente, faenca ou a auséncia dos micro-organismos, caso nao
feito o acondicionamento dos ovos em sacos plastices obtivesse a contagem.
estéreis, procedeu-se a lavagem com 5mL de dgua pepto-  Os dados de contagem bacteriana na casca
nada tamponada aquecida a 35-38°C, esfregando-sesafferam analise de variancia e, havendo diferenca
cascas por 60 segundos. A agua da lavagem foi armazggnificativa entre as condicbes de armazenamento,
nada em tubos de vidro estéreis, para que fossem feitasrealizado o teste de Tukey para verificar as dife-
as diluicbes seriadas em agua peptonada 0,1%. Apésncas @ = 0,05). Os dados gerados a partir da con-
foi feita inoculacdo em superficie de Agar MacConkeyagem de micro-organismos no albimen e na gema
NAL/NOB. Quando se esperava uma contagem muitdos ovos foram analisados pelo teste de Fischer.
baixa, fez-se o plaqueamento de 1mL de agua de lava-
gem distribuido em quatro placas de Agar MacConkey.
A agua de lavagem foi incubada a 35-37°C, por 24 A Tabela 1 apresenta o comportamento de
horas para verificar a presenca ou a auséncia dos micr8almonellaEnteritidis, em relacéo a contagem e a sobre-
organismos, caso néo se obtivesse a contagem.  vivéncia, na casca de ovos integros e defeituosos con-

Para a contagem em albumen e gema, proceaminados artificialmente por fezes, ao longo do
deu-se a desinfec¢do dos ovos com imerséo total désmpo. Encontrou-se a bactéria na superficie de todos
tes em alcool 70°GL por 40 minutos, em seguida s@s ovos durante todo o periodo experimental, inde-
freram secagem a temperatura ambiente em camasendentemente das condicées ambientais e da quali-
de fluxo laminar. Os ovos foram assepticamente malade da casca. Ndo houve diferenca significativa no
nipulados na extremidade mais obtusa, pipetando-semportamento do micro-organismo na superficie de
o albamen e transferindo-o para um saco plastico esvos com casca integra ou defeituasal¢ 0,05).

RESULTADOS

Tabela 1. Contagem deSalmonellaEnteritidis na superficie de ovos com casca integra ou defeituosa
contaminados via fezes e armazenados em regime de oscilacdo de temperatura e umidade relativa

Condicéo de Tempo de Ovos com casca integra Ovos com casca defeituosa
armazenagem - armazenadem - nyn Média N/n Média
8°C e 70% UR 0 horas 5/5 1,24x10° 5/5 1,24x10°
30°C e 90% UR 24 horas 5/5 6,66x10° 5/5 1,18x1C°
30°C e 90% UR 48 horas 5/5 1,24x10 5/5 4,19x10¢
8°C e 70% UR 72 horas 5/5 1,09x1C° 5/5 3,93x10*
8°C e 70% UR 168 horas 5/5 2,34x10* 5/5 3,68x10*
8°C e 70% UR 336 horas 5/5 1,56x10 5/5 1,08x10°
Média: 30/30 5,13x10* 30/30 3,45x10*

N/n: Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analigedba: UFC por unidade de casca
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Na Tabela 2, estdo apresentados os resultadds temperatura poderiam ocasionar a conden-sacgéo
referentes a penetracdo do agente no conteudo intde umidade na superficie externa do ovo, favo-re-
no dos ovos de galinha com casca integra e defeendo a entrada dgalmonella Apesar de ndo haver
tuosa ao longo do tempo. Na 482 hora de armazdiferenca significativa, no presente estudo é possivel
nagem (ou seja, 24 horas de armazenamento a 30°@)servar que so6 foi encontrado o micro-organismo no
duas unidades amostrais com casca defeituosa aprentelddo dos ovos apoés eles terem sido submetidos
sentaram contaminagdo de gema e albumen, enquaateondensacao de umidade.
gue apenas uma unidade dos ovos integros apresentou  Os ovos com casca defeituosa apresentaram
contaminacgao do interior, sendo esta apenas no albumam maior nimero de células bacterianas no contel-
O crescimento de micro-organismo nessa unidad interno, visto que apenas nestes foi possivel realizar
amostral de casca integra so6 foi possivel apds ensi-contagem bacteriana, enquanto que em ovos com
guecimento em 4gua peptonada tamponada a 35€@sca de boa qualidade, foi possivel apenas a detecgdo
por 24 horas. Estes achados mostram a tendénciadiepresenca do micro-organismo. Nos ovos de casca
invasdo por SE no contelido de ovos, entretanto a qudlitegra, apenas foi possivel observar a presenca de
dade da casca nédo afetou significativamenide(0,05) SalmonellaEnteritidis, 0 que sugere uma quantidade
este comportamento. menor de micro-organismos. Caso estes avesmo
integros, sejam utilizados com outros ingredientes ou
com mais ovos na preparacdo de um alimento, pode

A presenca da bactéria na superficie de ovdsaver a multiplicacdo do agente, elevando a possibi-
com casca integra ou defeituosa ao longo de todolidade de provocar uma infeccdo humana.
expe-rimento deve-se a existéncia de matéria organica Em um estudo no qual foi feita a simulacéo da
e condi¢Bes que permitiram a manutencdo da umidadendensacdo de umidade na superficie de ovos, con-
superficial. Essas condigdes também permitiram que, atuiu-se que a qualidade da casca parecia ser mais
longo do tempo, ocorresse a multiplicagdo do agenteimportante do que a presenca de umidade [2]. Porém,

Em outro estudo [11], foi demonstrado queutilizou-se uma metodologia de imersdo dos ovos
ovos armazenados em temperaturas mais baixas ameostrais em caldo de cultura conterfgkimonella
sentam maior viabilidade dgalmonellaEnteritidis ao  Enteritidis, o que poderia ter superestimado a real conta-
longo tempo do que aqueles mantidos em temperatwinacao de albimen e gema. Ja nesse estudo, a tendén-
ras mais altas. Neste mesmo estudo, concluiu-se queia de um maior nimero de ovos com casca defeituo-
umidade do ar ndo foi importanteas as oscilagbes sa ser invadida pelos micro-organiss indica que,

DISCUSSAO

Tabela 2. Contagem deSalmonellaEnteritidis em albimen e gema de ovos com casca integra ou defeituosa, contaminado:
via fezes e submetidos a regime de oscilagdo de temperatura e umidade relativa

Ovos com casca Ovos com casca defeituosa
Condicao de Tempo de integra
armazenagem - armazenagem  \ihimen  Gema Albumen Gema
N/n N/m N/n Média N/n Média
8°C e 70% UR 0 horas n.r. n.r. n.r. - n.r. -
30°C e 90% UR 24 horas 0/5 0/5 0/5 - 0/5 -
30°C e 90% UR 48 horas U5 0/5 2/5 4,02x10° 2/5 4,19x10*
8°C e 70% UR 72 horas 0/5 0/5 0/5 - 0/5 -
8°C e 70% UR 168 horas 0/5 0/5 0/5 - 0/5 -
8°C e 70% UR 336 horas 0/5 0/5 0/5 - 0/5 -
Média: 125 0/25 2/25 2/25

N/n: Unidades amostrais com crescimento/total de amostras analisadas. Media: UFC por mL/grama de amostra. n.r.: nao realizado
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mesmoquando existe contaminagdo localizada na sumicro-organismos ao chegarem até o consumidor. A
perficie das amostras, pode haver um maior risco @ssociacdo dos fatores qualidade de casca e oscilagéo
penetracdo da bactéria no conteldo, caso 0os ovos de-temperatura predispde a invasao bacteriana do con-
jam submetidos a condensacéo de umidade. teldo. Uma vez que 0s ovos apresentam contaminacéo
na superficie da casca, as oscilagdes de temperatura
durante o transporte e armazenagem podem permitir
Este estudo tentou simular as condi¢Ges de trangma maior penetracdo &almonellaEnteritidis no con-

porte e armazenamento aos quais 0s ovos sdo subieédo interno. Essas oscilacbes de temperatura podem
tidos durante sua cadeia de producéo. Verificou-se qaer representadas, na pratica, pela auséncia de refrige-
a qualidade da casca ndo interfere significativamenta¢do durante o transporte e pela oscilagéo de tempera-
na viabilidade de&salmonellaEnteritids na superficie da tura, como a armazenagem de ovos na porta da gela-
casca de ovos de galinhas, enguanto que a oscilagiadd#a do consumidor. Isso indica que deve haver um
temperatura durante a armaze-nagem favorece a ntantrole de temperatura desde a coleta dos ovos na granja
nutencéo da viabilidade do micro-organismo na supeaté o final da cadeia produtiva, no uso que o consumi-
ficie da casca, sendo mais importante quando as tedtor final fara deles.
peraturas sdo mais baixas. Esse resultado demons-tra a
importancia que o controle de temperatura e umida radecimentos.Agradecimen’fo a Coor(_jenagéo de Ar,)erl

. . N Lo ._Jelcoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), 6rgéo
durante o beneficiamento, associado as praticas higiganciador da bolsa de estudo do segundo autor, e a Fun-
nicas, para evitar a contaminagao, possui, para evi@icio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo
gue os ovos apresentem uma grande quantidade (#&PESP), 6rgéo financiador da pesquisa.

CONCLUSOES

REFERENCIAS

1 Berchieri Jr. A. 2000.Salmoneloses Aviarias. In: Berchieri Jr. A. (H2henca das Ave€ampinas: FACTA, pp.185-196.

2 EmstR.A, Fugua L., Riemann H.P. & Himathongkhan S. 1998Effect of sweating on shell penetration of Salmonella
enteritidis. Journal Applied Poultry Science: 81-84.

3 GamaN.M.S.Q., Berchieri Jr. A. & Fernandes S.A. 200®ccurrence of Salmonella sp. in laying héBszilian Journal
of Poultry Scienceb: 15-21.

4 Gast R. & Beard C.W. 1992.Detection and enumeration 8almonellaEnteritidis in fresh and stored eggs laid by
experimentally infected hen3ournal Food Protection55: 152-156.

5 Graves R.C. & Maclaury D.W. 1962. The effect of temperature, vapor pressure, and absolute humidity on bacterial
contamination of shell eggBoultry Science4l: 1219-1225.

6 Humphrey T.J. 1994.Contamination of egg’s shell and contents v@8#imonellaEnteritids: a review.International
Journal Food Microbiology21: 31-40.

7 Mayes F.J. & Takeballi M.A. 1983.Microbial contamination of the hen’s eggs: a revidwurnal Food Protectiorn46:
1092-1098.

8 Nascimento V.P. & Santos L.R. 200%almonelleEnteritidis: implicagbes em salde publica e na qualidade dos produtos
avicolas. InAnais do V Simpoésio de Sanidade Avicola da URBké4sil, Santa Maria). P.122.

9 PeresiJ.T.M.,Almeidal.A.Z.C.,Lima S.I., Marques D.F., Rodrigues E.C.A., Fernandes S.A., Gelli D.S. & Irino K. 1998.
Surtos de enfermidades transmitidas por alimentos causadSslpamellaEnteritidis. Revista de Saude Publica2:
477-483.

10 Pinto A.T. 2005.Estudo do comportamento &lmonelleEnteritidis eEscherichia colna casca, sua penetragdo no
conteddo interno e alteragdes na qualidade em ovos de galinha contaminados artificialmente simulando condigdes us
de producgdo comercial. 164f. Campinas, SP. Tese (Doutorado em Tecnologia de Alimentos) - Faculdade de Engenhari
Alimentos, Universidade Estadual de Campinas.

11 Radkowski M. 2002. Effect of moisture and temperature on survival of Salmonella Enteritidis on shelleglys. fir
Gefligelkunde66: 119-123.

12 Rodrigue D.C., Tauxe R.V. & Rowe B. 1990nternational increase in Salmonella enteritidis: a new pandétpid@miology
and Infection 105: 21-27.



Borges K.A., Pinto A.T. & Silva E.N. 2009. Efeito da oscilagdo de temperatura e umidade do ar no comportamento de
Salmonella Enteritidis em ovos de galinha contaminados. Acta Scientiae Veterinariae. 37(1): 25-30.

13 Sauter E.A. & Petersen C.F. 1974The effect of egg shell quality on penetration by various Salmorfediaktry Science
53: 2159-2162

14 Sauter E.A., Peterson C.F. & Parkinson J.F. & Steele E.E. 197&ffect of pH on egg shell penetration by salmonellae.
Poultry Science56: 1754-1755.

15 Summers J. 2004How much do eggs contribute to tBalmonellaproblem.Poultry Industry Councill: 1. [Fonte:
<http://www.poultryindustrycouncil.ca>].

16 Thompson B.K. & Hamilton R.M.G. 1982. Comparision of the precision and accuracy of the flotation and Archimedes’
methods for measuring the specific gravity of eggsultry Science61: 1599-1605.

17 Tood E.C.D. 1996.Risk assessment of use of cracked eggs in CansgtaationalJournal Food Microbiology30: 125-
143.

18 Walden C.C., Allen I.V.F. & Trussell P.C. 1956The role of the egg shell and shell membranes in restraining the enter of
microorganismsPoultry Science35: 1190-1196.

19 World Health Organization. 2002 Risk assessments 8&lmonellan eggs and broiler chickens: interpretative summary.
(WHO - Microbiological Risk Assessment Series, 2). 302p.

- = 1-“‘_

_Pub; 806

ar

.ufrgs.
www.ufrgs.br/actavet L T



