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Efeito da oscilacdo de temperatura e umidade do ar no comportamento
de Salmonella Enteritidis 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 doenga de ocorréncia mundialSsémdoellsEnteritidis o sorovar mais isolado.
A doenca esta associada ao consumo de produtos de origem animal, sendo que o ovo € considerado um dos principais
transmissores. Muitos fatores podem influenciar na manutencdo da bactéria na superficie e sua penetracdo no conteldc
interno, entre eles a qualidade da casca, a temperatura e a umidade do ar. Recomenda-se a refrigera¢do em todas as fases
processamento na cadeia produtiva de ovos, mas no Brasil ndo ha exigéncia nem fiscalizagao para controle deste procedimentc
podendo ocorrer quebra da cadeia de frio, submetendo os ovos a oscilagdes de temperatura e umidade. Muitos estudos utilizar
métodos que favorecem o processo de contaminag&o dos ovos, mas ndo mimetizam as formas naturais de contaminacéo. Es
trabalho teve como objetivo simular oscila¢cdes de temperatura e umidade durante o processamentordgupaesm
casca contaminada artificialmente, e verificar a importancia da qualidade da casca e dessas oscilacdes na manutengéo d
agente na superficie e sua consequente penetracéo no contetido. Nesse estudo utilizaram-se ovos de galinha com casca inte
e casca defeituosa, artificialmente contaminados com fezes, coSeintlanellaEnteritidis. Submeteu-se esses ovos a
armazenamento com oscilagdes de temperatura e umidade e fez-se a contagem bacteriana da superficie do ovo e do contel
interno (albumen e gema). Verificou-se que a viabilidade de micro-organismos na superficie do ovo foi menor quando esses
foram submetidos a temperatura de 30°C, independentemente da qualidade da casca, analisando até o final do periodo d
andlise. Observou-se uma maior tendéncia de invasédo da bactéria em ovos de casca defeituosa quando expostos a 30°C.

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 responsible
products. Many factors can influence in the maintenance of the bacteria on the surface and its penetration into the internal
content, including shell’'s quality, temperature and air moisture. It is recommended refrigeration at all stages of pnocessing i
the production chain of eggs, but in Brazil there is no requirement or supervision to control this procedure, which athn occur f
of the cold chain, subjecting the eggs to fluctuations in temperature and moisture. Many studies use methods that force the
contamination process of eggs, but does not mimic the natural forms of contamination. This study simulated swings in
temperature and moisture during the processing of artificially contaminated shells, and verify the importance of shyell’s qualit
in the maintenance of the agent on the surface and its consequent penetration of the content. In this study it wasosed eggs fr
hens that were artificially contaminated with feces contaiBaghonellaEnteritidis. 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 the
internal content (albumen and yolk). It was found that the viability of microorganisms on the surface of the egg was lower when
these were storage to temperatures of 30° C regardless of the quality of the shell, looking toward the end of the liegorting 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 infecgﬁe?queles com maior gravidade especifica [16]. Entre os
alimentares em humanos, sendo transmitida através @4S Selecionados, descartaram-se aqueles que pos-

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

mais infectados [1]. O sorotipo mais prevalente €% 39. Os ovos foram separados em dois grupos:
SalmonellaEnteritidis [8]. Muitas pesquisas incriminam COM € sem defeitos de casca, sendo considerados defei-

0 OVO COmMo principal transmissor [3,6,7,9,1ﬂ]b$ es- tuosos aqueles que apresentaram casca fina, porosa ou

tudos demonstram que apenas uma pequena parc&d! Pequenas rachaduras sem rompimento das mem-
deles contém a bactéria no interior ou na superficﬁfanas internas. Ap6s a classificacdo, 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 penetatura no _momento da postura. _
tracdo da bactéria no ovo sdo niimero de poros e quali-  Foi utilizada uma cepa dsalmonellaEnteri-

dade da casca, pH, presséo de vapores, temperatutiglie fagotipo 4 (SE FT4), isolada da producéo avicola.
umidade relativa do ar [5,11,13,14,18]. A temperaEssas cepas foram marcadas através de mutagdo em
tura de armazenagem ¢ fator limitante da multiplicagdaboratorio, adquirindo resisténcia a 100ug de acido
de agentes na superficie do ovo, e a deficiéncia dalidixico por mililitro de meio de cultura, a fim de
resfriamento e o excesso de umidade podem predfgcilitar a recuperacéo e a contagem das mesmas nos
por & 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¥9Oug/mL de acido nalidixico (NAL) e 100pg/mL de

Para prevenir ou reduzir a multiplicacio destegovobiocina (NOB) por 24 horas a 35°C, transferin-
organismos na casca, recomenda-se refrigeracéio dissse aliquotas de 1 mL para 100mL de TSB NAL/
ovos, mas, no Brasil, ndo existem leis que exijarhlOB, incubando-se a 35°C por 20 a 24 horas. O
resfriamento destes. Também n&o é feito controle dwitimicrobiano novobiocina foi utilizado pelo mesmo
tempo entre producdo e consumo, sendo esse um pom@tivo do acido nalidixico, aproveitando-se a resis-
critico da cadeia produtiva. téncia natural do micro-organismo. Apos a incubacéo,

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

O objetivo do trabalho foi simular as oscilagdes 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 armazenagemau®s. Essas fezes foram esterilizadas por calor Gmi-
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 contaminacdo média dé Wdidades Forma-
doras de Col6nia (UFC) por grama de fezes.

Foram utilizados ovos brancos de galinha, Os ovos foram contaminados atraves de leve
oriundos de poedeiras com idade entre 24 e 64 senessdo desses sobre as fezes, em apenas uma das
nas de idade, da linhagem HySex White. Esses ovtaces, na regido equatorial, sem rotacéo, durante 10
foram selecionados no laboratério conforme a qualminutos. Apds, os ovos foram colocados em bande-
dade da casca, por ovoscopia e gravidade especifiga plasticas limpas e sanitizadas e deixados em cé-
pelo método de flutuacdo. O método de flutuagdo baara de fluxo laminar para secagem a temperatura
seia-se no uso de solucdes salinas com diferentes deasitbiente, de 60 a 75 minutos, para s6 depois serem
dades, na qual os ovos sdo imersos sucessivameateazenados nas condi¢ées do estudo. Foram conta-
nessas solugdes, da solugdo de menor densidade atéimados 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 tempégéril, enquanto que as gemas e as chalazas foram
ratura X umidade, sendo que do tempo zero até a 2#dnsferidas 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 albumen.
e 70+5% UR; da 242 até a 722 hora a 30°C e 90+5%0gema foi armaenada em um saco plastico estéril.
UR; e da 722 hora até o final do experimento (3383s sacos contendo gema e albumen foram pesados e o
hora) a 8°C e 70+5% UR. Foram coletados cinco ova®mnteldo diluido em agua peptonada tamponada para
em cada etapa de analise, sendo que essas foram diaicdo 1. Apdés, 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 incubacao de 24 a 48 horas e contagem
utilizadas foram descartadas apds esterilizacdo.  bacteriana das placas. As amostras diluidas foram in-

Para a recuperacdo do micro-organismo da cascapadas a 35-37°C, por 24 horas, para verificar a pre-
realizou-se a lavagem do ovo [10]. Primeiramente, f@enca 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 4gua 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 armagignificativa 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 inoculagdo 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 0 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
horaspara verificar a presenga ou a auséncia dos micr8almonellaEnteritidis, em relagdo a contagem e a sobre-
organismos, caso ndo se obtivesse a contagem.  vivéncia, na casca de ovos integros e defeituosos con-

Para a contagem em albumen e gema, procexminados artificialmente por fezes, ao longo do
deu-se a desinfecgéo 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 caAmarendentemente das condicbes ambientais e da quali-
de fluxo laminar. Os ovos foram assepticamente malade da casca. Ndo houve diferenga significativa no
nipulados na extremidade mais obtusa, pipetando-semportamento do micro-organismo na superficie de
o albumen e transferindo-o para um saco plastico esvos com casca integra ou defeituasalé 0,05).

RESULTADOS

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

Condigéo de Tempo de Ovos com casca integra  Ovos com casca defeituosa
armazenagem - armazenagem N/n 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 1,14x10¢ 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 analigi#dia. UFC por unidade de casca
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Na Tabela 2, estdo apresentados os resultadds temperatura poderiam ocasionar a conden-sagao
referentes a penetracdo do agente no contetdo intdee umidade na superficie externa do ovo, favo-re-
no dos ovos de galinha com casca integra e defeendo a entrada dealmonellaApesar 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 sé foi encontrado o micro-organismo no
duas unidades amostrais com casca defeituosa aprenteddo dos ovos apés eles terem sido submetidos
sentaram contaminacéo de gema e albumen, enquaatcondensacdo de umidade.
gue apenas uma unidade dos ovos integros apresentou  Os ovos com casca defeituosa apresentaram
contaminacdo do interior, sendo esta apenas no albimam maior nimero de células bacterianas no conteu-
O crescimento de micro-organismo nessa unidad® interno, visto gue apenas nestes foi possivel realizar
amostral de casca integra so6 foi possivel apds enai-contagem bacteriana, enquanto que em ovos com
guecimento em agua peptonada tamponada a 35€@sca de boa qualidade, foi possivel apenas a deteccéo
por 24 horas. Estes achados mostram a tendénciadie presenga do micro-organismo. Nos ovos de casca
invasdo por SE no contetdo de ovos, entretanto a qudlitegra, apenas foi possivel observar a presenca de
dade da casca nédo afetou significativamente(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 preparagdo de um alimento, pode

A presenca da bactéria na superficie de ovdsaver a multiplicagdo do agente, elevando a possibi-
com casca integra ou defeituosa ao longo de toddlidade de provocar uma infeccdo humana.
expe-rimento deve-se a existéncia de matéria organica Em um estudo no qual foi feita a simulacédo da
e condi¢gbes que permitiram a manutencdo da umidadendensacdo de umidade na superficie de ovos, con-
superficial. Essas condi¢Bes também permitiram que, atiiu-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 amaiostrais em caldo de cultura conter®kdmonella
sentam maior viabilidade dgalmonellaEnteritidis ao  Enteritidis, 0 que poderia ter superestimado a real conta-
longo tempo do que aqueles mantidos em temperatminacdo de alblimen 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, contaminados
via fezes e submetidos a regime de oscilacdo de temperatura e umidade relativa

Ovos com casca Ovos com casca defeituosa
Condicdo de Tempo de integra
armazenagem - armazenagem Albumen  Gema Albumen Gema
N/n N/m N/n Média N/n Média
8°C e 70% UR 0 horas n.r. n.r. nr. - 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: 1/25 0/25 2/125 2/125

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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mesmoguando existe contaminagéo 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 oscilacéo
penetracdo da bactéria no contetdo, caso 0s ovos de-temperatura predispde a invasédo bacteriana do con-
jam submetidos a condensac¢éo de umidade. teddo. Uma vez que 0s ovos apresentam contaminacéo
na superficie da casca, as oscilacdes de temperatura
durante o transporte e armazenagem podem permitir
Este estudo tentou simular as condicdes de trangmna maior penetracéo &almonellaEnteritidis no con-
porte e armazenamento aos quais os ovos sdo subtegido interno. Essas oscilacdes de temperatura podem
tidos durante sua cadeia de producdo. Verificou-se qgger representadas, na pratica, pela auséncia de refrige-
a qualidade da casca néo interfere significativamenta¢do durante o transporte e pela oscilagdo de tempera-
na viabilidade dé&almonellaEnteritids na superficie da tura, como a armazenagem de ovos na porta da gela-
casca de ovos de galinhas, enquanto que a oscilagcdadd#a do consumidor. Isso indica que deve haver um
temperatura durante a armaze-nagem favorece a neantrole 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 teder final fara deles.
peraturas sdo mais baixas. Esse resultado demons-tra a
importancia que o controle de temperatura e umida radecimentos.Agradecimenj[o a Coorc_ienagéo de A|c’)er-

. . . L. ._Jeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), 6rgéo
durante o beneficiamento, associado as praticas higiei,ciador da bolsa de estudo do segundo autor, € & Fun-
nicas, para evitar a contaminagao, possui, para evi@cio de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo
gue os ovos apresentem uma grande quantidade (#&PESP), 6rgdo financiador da pesquisa.

CONCLUSOES
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