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RESUMO

Estudou-se o comportamento da Sa/monella Enteritidis quando em contato com a superficie de ovos de
consumo, classificados de acordo com a qualidade da casca ou com tratamentos (lavados ou nio), usando
fezes de aves como veiculo de contaminacdo, e armazenados a 8°C e 70% de umidade relativa ou a 30°C
e 90% de umidade relativa. A 8°C, o microrganismo permaneceu viavel na superficie dos ovos, ao longo
do tempo, enquanto a 30°C foi possivel identificar a sua inibi¢do e até sua eliminagdo da superficie. A
contaminagdo do contetido de ovos com defeito de casca foi mais frequente quando os ovos foram
submetidos a temperaturas inadequadas de armazenagem (30°C).
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ABSTRACT

Salmonella Enteriditis behavior was studied when present on the surface of consume eggs, classified
according to the shell quality or treatments (washed or not). Stools of fowls were used as a vehicle for
contamination. The eggs were stored at 8°C and 70% relative humidity or at 30°C and 90% of relative
humidity. At 8°C, the microorganism stayed viable on the surface of the eggs throughout the study, while
at 30°C it was inhibited and eliminated from the egg shell. The contamination of content of the eggs with
shell defect was more frequent when they were submitted to inappropriate temperatures of storage
(30°C).
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INTRODUCAO Entretanto, quando sdo realizados estudos

epidemioldgicos, observa-se que apenas uma

Ovos de galinha sdo apontados como principal
responsavel pela salmonelose em seres humanos
(Humphrey, 1994; Peresi et al., 1998; Latimer et
al., 2000).

Os estudos da invasio do contetdo,
sobrevivéncia e multiplicacdo de salmonelas em
ovos utilizam metodologias que conferem
elevada contaminag@o inicial, incriminando-os
como importantes veiculadores da doenga.
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pequena parcela dos ovos produzidos contém o
microrganismo na superficie ou em seu interior
(Summers, 2002).

Salmonella Enteritidis (SE) ¢é frequentemente
isolada em produtos avicolas em geral, em aves
de postura e em granjas de poedeiras no Brasil
(Silva e Bosquiroli, 1996; Tavechio et al., 2002;
Gama et al., 2003), sendo o principal patdogeno
associado a salmoneloses veiculadas por ovos.
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Oliveira e Silva (2000) encontraram 9,6% das
superficies de ovos e 3,2% das gemas de ovos de
consumo disponiveis no mercado contaminados
por salmonelas, enquanto Cardoso et al. (2002)
nao encontraram o microrganismo em estudo
semelhante.

A casca ¢ a primeira e mais importante barreira a
penetragdo de microrganismos em ovos. As
principais fontes de contaminacdo da superficie
de ovos, além da cloaca, no momento da postura,
sdo poeira, terra e fezes (Board e Tranter, 1994).

A contaminagdo interna de ovos, a partir da
contaminagdo ambiental, como material de cama
de poedeiras foi comprovada e, provavelmente, é
dependente da qualidade da casca (Oliveira e
Silva, 2000). O ambiente de criagdo de poedeiras
e de producdo de ovos pode ser altamente
contaminado por diversos sorotipos de
Salmonella, incluindo SE (Henzler et al., 1998;
Davies et al.,, 2003; Gama et al., 2003). Ha
relagdo direta entre a presenga do microrganismo
no ambiente e a ocorréncia de ovos
contaminados (Henzler et al., 1998).

Os riscos da infec¢gdo humana estdo associados
ao comércio de ovos com casca defeituosa, fina,
porosa ou rachada, ou sujos com matéria
organica, a falha ou inexisténcia de refrigeragio
ao longo da produgio e comércio e ao
equivocado manuseio do produto, ainda nos
locais de produg@o e classificagdo (Tood, 1996).

Ovos podem veicular o microrganismo apos a
lavagem industrial (Summers, 2002) e se
contaminar apos esse procedimento. Em vista da
variabilidade de pontos criticos de contaminagao,
0 objetivo foi estudar a penetracdo de Salmonella
Enteritidis em ovos de galinha com casa integra
ou com defeitos e em ovos integros que foram
submetidos ou ndo a lavagem industrial ou a
diferentes condigdes de armazenagem tais como
8°C e 70% de umidade relativa ou a 30°C e 90%
de umidade relativa (UR).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ovos com peso de 60,0+3,0g,
oriundos de um mesmo lote de poedeiras da
linhagem HySex White, com idades entre 35 e
50 semanas.
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A determinagdo da qualidade da casca foi feita
por inspegdo visual e ovoscopia. Ovos
classificados como sem defeitos de casca foram
aqueles que ndo apresentaram defeitos visiveis.
Ovos com defeitos de casca foram aqueles que
apresentaram defeitos ndo desclassificatorios,
como casca fina ou porosa, ou pequenas
rachaduras sem rompimento das membranas
internas. Como padrio de classificacdo,
utilizaram-se as fotografias disponiveis em
Solomon (1991) e no Egg quality guide'. Os
ovos selecionados foram dispostos em bandejas
para transporte ao laboratorio.

Foram realizados dois ensaios. O primeiro
comparou o comportamento de SE em ovos com
casca integra ou com defeitos, armazenados a
30°C e a 90%UR ou 70%UR. O segundo
comparou o comportamento de SE em ovos de
casca integra, lavados industrialmente ou ndo,
sob as mesmas condigdes de temperatura e de
UR. Os procedimentos de conservagdo ¢ a forma
de contaminagdo dos ovos foram idénticos para
os dois ensaios. A lavagem industrial foi
realizada em lavador Yamasa, modelo ECB9680,
com agua ndo clorada a 55°C (medida na saida
dos bicos ejetores). Apds a secagem, 0S OVOS
foram colhidos na esteira e dispostos em
bandejas plasticas de transporte.

A contaminagdo dos ovos foi feita pelo contato
de sua regido equatorial com fezes frescas das
aves doadoras dos ovos, inicialmente
esterilizadas por calor tmido (121°C/10min),
resfriadas &  temperatura  ambiente e,
posteriormente, contaminadas com cepa de SE,
isolada da produgdo avicola e resistente ao acido
nalidixidlo (SE  NALY). Obteve-se a
contaminagdo média de 2,0 log;UFC/unidade
amostral e de 6,0 log;(UFC/g de fezes. Apos a
contaminagdo, os ovos foram dispostos em
bandeja plastica e secos em temperatura
ambiente por 60 minutos e, entdo, submetidos as
condigdes de armazenagem de refrigeracdo - 8°C
e 70%=+5%UR e excessiva - 30°C e 90+5%UR.

A cada tempo definido previamente, 0, 24, 48,
72, 168 e 336 horas, foram analisadas cinco
unidades amostrais. A  recuperacdo dos
microrganismos da casca foi realizada por
lavagem da superficie dos ovos, com
metodologia adaptada de Gentry e Quarles

1Dispom'vel em http:/www.defra.gov.uk/foodrin/poultry/pdfs/ eggqual.pdf.
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(1972), por Pinto (2005), com agua peptonada
tamponada (APT) sendo esta recolhida,
considerada a dilui¢do 10°, em tubos de vidro
estéreis com tampa-rosca e incubada a 35-37°C
por 24 horas, como enriquecimento. A contagem
de SE foi realizada conforme metodologia
descrita por Silva et al. (2001), a partir de
dilui¢des decimais sucessivas das amostras e
plaqueamento de 0,ImL na superficie de placas
de Petri contendo agar MacConkey adicionado
de 100pg/mL de acido nalidixico e novobiocina.
As placas foram incubadas por 24-48h a 37°C.
Apds o periodo de incubagdo, realizou-se a
contagem das colonias. A  confirmagdo
bioquimica das colonias encontradas seguiu as
recomendagdes de Silva et al. (2001). Devido ao
pequeno numero de microrganismos esperado,
foi plaqueado, também, 1,0mL da primeira
diluigdo, sendo trés placas com 0,3mL ¢ uma
placa com 0,ImL (em triplicata). A primeira
diluigdo foi incubada a 35-37°C por 24 horas,
como enriquecimento, para verificar a presenga
do microrganismo. Os ovos submetidos a
lavagem da casca foram drenados ¢ imersos em
alcool etilico 70% por aproximadamente 40
minutos, drenados e flambados. Albumem e
gema, obtidos assepticamente, foram separados e
transferidos para sacos plasticos estéreis, pesados
e adicionados de APT a fim de obter a diluigao
10", As amostras foram homogeneizadas em
homogeneizador de pistdes (20 segundos) e
incubadas a 35-37°C por 24 horas, para verificar
a presencga de SE.

Os  resultados obtidos das analises
microbiolégicas — as contagens foram
transformadas em log ;o — foram submetidos a
analise de varidncia (o= 0,05) e ao teste Tukey a
fim de verificar a influéncia das diferentes
classificagdes/tratamento de ovos e o tipo de
armazenagem, ao longo do tempo, sobre a
contagem bacteriana na casca (Montgomery,
1997). Os dois ensaios foram analisados
separadamente. Dados referentes a presenga do
microrganismo na superficie dos ovos ndo foram
analisados estatisticamente ¢ foram apresentados
nos resultados apenas para ilustragdo. Os
referentes a presenca do microrganismo no
albimem e na gema foram submetidos ao teste
de Fisher, a partir da categorizagdo binaria dos
dados (presenca e auséncia), segundo Fleiss
(1981), pois a obtengdo de contagem foi minima
e a presenca de SE no conteudo interno foi
identificada em poucas unidades amostrais.
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Ao longo do periodo experimental, foi
mensurada a gravidade especifica dos ovos
produzidos pelo lote das aves doadoras,
utilizando-se a metodologia descrita por
Hamilton (1982). A medida da gravidade
especifica foi realizada na granja, a cada coleta
de amostras para os ensaios, com 100 unidades
amostrais colhidas aleatoriamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A gravidade especifica média dos ovos
submetidos a contaminacdo foi de 1090,36g/L,
sendo os extremos 1091,0 e 1089,6g/L. Foram
considerados de excelente qualidade segundo
classificagdao de Sauter e Petersen (1974).

Na Tab. 1, apresenta-se o comportamento de SE
na casca de ovos com casca integra e com
defeitos, ao longo do tempo e nas condigdes de
armazenagem estudadas. O comportamento do
microrganismo variou, ao longo do tempo
(P<0,01) na superficie dos ovos quando
comparados a qualidade da casca e as condigdes
de armazenagem. Nos ovos com casca integra,
mantidos a 30°C e 90+5%UR, a presenca de SE
diminuiu com o tempo, sendo detectada somente
até a 72 hora de armazenagem, enquanto em
ovos refrigerados, mantidos a 8°C e 70£5%UR, a
quantidade de SE na casca manteve-se estavel
até o final do periodo de analise de 336 horas.
Estas observagdes assemelham-se as de Oliveira
e Silva (2000). O fato de a refrigeragdo favorecer
a sobrevivéncia de SE na casca, em detrimento
da armazenagem a 30°C, deve-se a maior
fragilidade/atividade desse microrganismo nesta
temperatura, aliada as precarias condigdes de
suporte nutricional.

O comportamento de SE em ovos com casca
defeituosa teve perfil semelhante. Nesta condi¢ao
de qualidade de casca, o microrganismo
permaneceu viavel por mais tempo € em maior
quantidade, principalmente a 30°C e 90+5%UR.
Os dados sugerem que a presenca de salmonela
na casca de ovos ¢ dependente do
tempo/temperatura de armazenagem e da
qualidade da casca, como observado por
Radkowski (2002). Entretanto, a 8°C ¢ 70%UR,
a qualidade da casca ndo determinou a
sobrevivéncia do microrganismo (P>0,01).
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Tabela 1. Contagem de Sa/monella Enteritidis (log;o UFC/unidade amostral) em casca de ovos integros
ou com defeitos de casca, contaminados via fezes e submetidos a diferentes condi¢des de armazenagem

Tempo de Ovos com casca integra Ovos com casca defeituosa
armazenagem 30°C 90%UR 8°C 70%UR 30°C 90+5% 8°C 70%UR
(h) N M=+DP N M=+DP N M=DP N M:=tDP
0 5 2,2540,367 5 2,25+0,367 5 2,44+0,587 5 2,4440,587

24 5 0,650,516 5 2,85+0,127 5 1,64+1,618 5 3,66+0,585
48 5 0,980,828 5 2,78+0,446 5 2,51+1,933 5 3,45+0,526
72 5% - 5 2,49+0,572 4 0,17+0,150 5 2,68+0,622
168 0 ND 5 2,34+0,752 2 3,77+0,116 5 2,261,076
336 0 ND 5 2,07+0,636 2% - 5 1,661,029

Média** 20 1,10+0,935b 30 2,46+0,554ab 23 2,04+1,514b 30  2,69+0,990a

N: nimero de unidades amostrais com crescimento; UR: umidade relativa; ND: ndo detectado.

M=DP: Média (log;o UFC/unidade amostral) =+ desvio-padréo.

*crescimento observado apds enriquecimento em APT tamponada (35°C por 24h).
**Valores de contagem, na linha, seguidos de letras diferentes diferem entre si para a =0,05.

A invasao do conteudo dos ovos por SE ocorreu
apenas em ovos com casca defeituosa e
armazenados sob temperatura de 30°C (em trés
albimem e uma gema, na 48" hora de
armazenagem). Esta ocorréncia teve
significancia estatistica (P<0,05), comprovando
que ovos com casca defeituosa, quando
submetidos a altas temperaturas, podem ter seu
conteudo invadido por SE. SE ndo foi encontrada
no contetudo de ovos refrigerados.

Esta bem demonstrado que a intensidade de
penetracdo ¢ dependente, também, da carga
contaminante inicial. O uso de indculos de até
4,0 log;UFC/ovo pode nao propiciar a
penetragdo, mesmo apdés 21 dias de
armazenagem (Radkowski, 2002). Entretanto,
quando se usa indculos maiores, 5,0
log,0(UFC/ovo, em ovos de casca integra,
encontra-se 0 microrganismo no conteudo ja nas
primeiras 24 horas apds a inoculagdo (Oliveira e
Silva, 2000), indicando maior taxa de penetragéo
para o conteudo de ovos (Chen et al., 1996;
Miyamoto et al., 1998; Braun et al., 1999, citado
por Messens et al., 2005). Nao existem relatos
sobre quantidade de salmonela contaminando
naturalmente a superficie de ovos de galinha,
porém estudos demonstram que ovos frescos
podem apresentar em sua superficie de 3,0 a 5,0
log,oUFC/unidade de bactérias mesofilas (Gentry
e Quarles, 1972). Este estudo sugere que a
armazenagem de ovos com casca defeituosa sob
temperatura de 30°C, contaminados por
salmonelas, constitui risco a contaminagdo de
seu contetido, uma vez que nesta temperatura
houve penetragio e  multiplicagdo do
microrganismo no conteudo de ovos cuja casca
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foi contaminada com SE (P<0,05). Wang e
Slavik (1998) ndo encontraram nenhuma
diferenca na penetracdo de SE em ovos de casca
integra, mas demonstraram que o indice de
penetragdo a 23°C ¢ levemente mais alto que a
4°C. Além disso, a velocidade de penetragdo ¢
maior a 23°C que a 4°C — 30% a 23°C e 20% a
4°C — no sétimo dia de incubacdo. Radkowski
(2002) ndo encontrou relagdo entre temperatura
de armazenagem e penetragdo de SE em ovos
integros.

Os estudos de Sauter e Petersen (1974)
comprovaram que ovos com excelente qualidade
de casca s3o consideravelmente mais resistentes
a penetragdo dos diversos sorotipos de
Salmonella do que ovos com cascas de baixa
qualidade. De Reu et al. (2004) verificaram que
35% dos ovos contaminados e armazenados a
20°C tiveram seu contetido invadido, enquanto
Sater e Petersen (1974), ao usarem a temperatura
de 30°C, encontraram apenas 10% de ovos
contaminados, quando eles apresentavam
excelente qualidade de casca. Nao foram
encontrados relatos cientificos que utilizaram
ovos com defeitos de casca.

O fato de ndo encontrar o microrganismo no
conteido de ovos com defeitos de casca e
armazenados a 30°C ap6és a 48 hora de
armazenagem confirma os achados de Tranter e
Board (1984), que observaram diminui¢do da
contagem ou paralisa¢do de sua multiplicacdo em
albimem, quando nd3o foi suplementado com
ferro ou pela presenca de outros componentes
com capacidade inibitoria da atividade
microbiana, em ovos armazenados a 30°C.
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Gentry e Quarles (1972) acompanharam a
viabilidade de microrganismos na casca de ovos
armazenados a 4°C e 38°C e concluiram que a
viabilidade diminui ao longo do tempo,
principalmente quando os ovos sdo mantidos em
altas temperaturas. Os resultados deste estudo
sdo semelhantes aos encontrados por esses
autores.

O comportamento de SE na casca dos ovos
lavados e ndo lavados industrialmente esta
apresentado na Tab. 2. Ovos de casca integra e
ndo lavados apresentaram perfil de contaminagado
como no ensaio anterior, confirmando a
repetibilidade destes resultados. Houve diferenga
significativa na quantidade de unidades
formadoras de colonias do microrganismo, ao
longo do tempo (P<0,01), independentemente de
os ovos terem sido lavados ou ndo. A

temperatura de armazenagem foi o fator que
determinou a diferenca no comportamento do
microrganismo na superficie dos ovos, com
diminuicdo de sua contagem a partir das 48 horas
de armazenagem a 30°C e 90%UR. A tendéncia
a permanéncia do microrganismo na superficie
de ovos mantidos a 8°C coincide com os
resultados de Radkowski (2002), que encontrou
maior nimero de ovos com superficie
contaminada, quando estes eram mantidos a
temperatura de 2°C do que a 30°C. Os ovos
mantidos a altas temperaturas tenderam a ter as
células bacterianas inviabilizadas, com o passar
do tempo. Oliveira e Silva (2000) verificaram a
diminuicdo da carga bacteriana superficial, em
até um ciclo logaritmico diariamente, quando os
ovos foram mantidos a temperatura ambiente, em
torno de 20-25°C.

Tabela 2. Contagem de Salmonella Enteritidis (log;, UFC/unidade amostral) na superficie de ovos de
galinha, lavados industrialmente ou ndo, contaminados via fezes e submetidos a diferentes condigdes de

armazenagem
Tempo de Ovos com casca integra Ovos com casca defeituosa
armazenagem 30°C 90%UR 8°C 70%UR 30°C 90+ 5% 8°C 70%UR
(h) N M=DP N M=DP N M=DP N M=DP
0 5 2,3740,512 5 2,37+0,512 5 3,41+1,215 5  341+1,215
24 5 1,801,586 5 3,2540,451 5 1,12+0,213 5  1,92+0,228
48 5 1,43£1,008 5 2,460,388 2% - 5 2,04+0,587
72 5 22742259 5 2,29+0,431 1* - 5 2,15+0,318
168 2% - 5 1,77+0,443 5 1,862+0,381
0 ND
336 0 ND 5 1,20+0,341 1 1,99+ 0 5  2,16+0,236

Média** 22 1,79+1,455 30

222+0,753 14

1,32+£1,734 30  2,26+0,766

N: niimero de unidades amostrais com crescimento; UR: umidade relativa; ND: ndo detectado.

M=£DP: Média (log;o UFC/unidade amostral) = desvio-padrao.

*crescimento observado apds enriquecimento em ATP tamponada (35°C por 24h).

**média geral, por coluna.

Aparentemente, existe a possibilidade de
recuperar células de SE por mais tempo em casca
de ovos lavados e submetidos a altas
temperaturas do que de ovos ndo lavados,
também mantidos em temperaturas altas. Este
resultado pode ser justificado pela diminui¢do da
microbiota normal da superficie do ovo pela
lavagem correta, o que diminuiria a competicdo,
favorecendo a permanéncia dos microrganismos
inoculados (Moats, 1979; Moats, 1981).

Deve-se considerar, também, que a lavagem

industrial estaria removendo a cuticula e,
consequentemente, retirando  seus  fatores
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antiaderentes naturalmente presentes (Berrang et
al., 1999).

A lavagem industrial de ovos € pratica aceitavel,
sob ponto de vista higi€nico-sanitario, desde que
atendidos os requisitos de temperatura e
qualidade da agua. Ela é obrigatoria em alguns
paises (Hutchison et al, 2003). Deve-se,
entretanto, evitar a recontaminagdo das cascas
apés os procedimentos de higienizacdo. A
contagem de SE em ovos ndo lavados na 72°
hora de armazenagem, sob temperatura de 30°C,
foi maior que as encontradas nos tempos
anteriores. Esse fato deve-se a dificuldade de
manter quantidade sempre padronizada de
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contaminagdo da casca e ndao a multiplicagdo do
microrganismo. O resultado deve ser visto como
a manutengdo de SE nos mesmos niveis
anteriores. Além disso, a analise estatistica ndo
revelou diferenca neste resultado em relagdo aos
demais (P<0,05). Ocorreu a invasdo por SE em
apenas uma unidade amostral, ndo lavada e
armazenada a 30°C na 72° hora de armazenagem.
Este achado nd3o foi significativo, entretanto
confirma o descrito por Humphrey (1994), que
afirma que mesmo ovos de casca integra podem
ter seu conteudo invadido por SE, principalmente
em temperaturas ¢ umidades altas, como foi o
caso. Apo6s 72 horas de armazenagem, o
microrganismo nao foi mais isolado. Tranter e
Board (1984) verificaram a diminuicdo do
nimero de células viadveis de salmonela em
albumem armazenado a 30°C, provavelmente por
causa de suas caracteristicas antimicrobianas.
Nao houve invasdo para o conteudo em ovos
lavados ou ndo lavados e submetidos a
temperatura de 8°C. Em ovos submetidos a
refrigeragdo, o indice de invasdo de
microrganismos para o conteudo tende a ser
menor do que em ovos submetidos a altas
temperaturas (Chen et al., 1996; Miyamoto et al.,
1998), mas somente quando contaminados com
grande numero de células bacterianas, o que ndo
ocorreu neste ensaio.

CONCLUSOES

Em ovos contaminados por salmonelas apos a
postura, a invasdo do contetido interno da-se com
mais frequéncia quando eles sdo estocados a
30°C, e menos quando sdo refrigerados a 8°C. A
viabilidade de salmonelas é maior e de mais
longa duragdo na superficie da casca de ovos
quando estes sdo refrigerados. A lavagem
industrial de ovos de consumo deve ser
acompanhada de cuidados para evitar a
recontaminagdo do produto. Ovos de consumo
deveriam ser comercializados com o menor
indice de defeitos de cacas e conservados sob
refrigeracdo, entretanto precisam ser produzidos
e estar livres de salmonelas, particularmente na
superficie da casca.
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