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RESUMO

A maioria das infecgdes associadas com o consumo de ovos envolve ovos
frescos ou produtos nos quais participam como matéria-prima. O objetivo do trabalho
foi verificar se a metodologia previamente testada quanto a alteragcbes das
qualidades e propriedades do ovo, no que se refere aos pardmetros de tempo e
temperatura, é suficiente para a destruicdo da Salmonella Enteritidis, considerada a
de maior incidéncia como contaminante do conteudo de ovos e responsavel por
varios casos isolados ou surtos de Doenca Transmitida por Alimentos (DTA).
Trabalhou-se com ovos comerciais com no maximo cinco dias de embalagem e com
caracteristicas de qualidade compativeis com as estabelecidas pela legislacéo
brasileira. Para cada repeticdo do experimento, as amostras foram organizadas em
quatro grupos de 12 ovos cada e identificadas como inoculados processados,
inoculados ndo processados, nao inoculados processados e ndo inoculados nao
processados. Em cada ovo dos grupos inoculados, através de uma pequena
perfuracdo na casca e membranas da casca, assepticamente, préximo ao centro da
gema, inoculou-se o volume de 0,2 mL (10° a 10’ células / 7 a 9 log de células) de
uma cultura de Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) com 48 horas de incubagao. O
tratamento térmico foi realizado em banho maria eletrénico, com agitagéo, regulado
a 57°C. Os ovos dos grupos nao inoculados processados e linoculados
processados, nessa ordem, foram aquecidos até esta temperatura em um periodo
de 43 minutos. Quando entdo permaneceram por 20 minutos, sendo logo depois
retirados e mantidos em temperatura ambiente por uma hora. Todos os ovos de
todos os grupos foram assepticamente quebrados e deles retiradas aliquotas das
gemas. No conjunto das gemas de todos os grupos de ovos, e também em uma
aliquota de 0,2 mL da cultura, fez-se a contagem padrdo de bactérias mesofilas
aerobias estritas e facultativas viaveis e a Pesquisa de Salmonella spp. segundo a
legislagao brasileira. A partir das gemas dos ovos dos grupos inoculado processado,
nao inoculado processado e nao inoculado ndo processado nao ocorreu formagao
de unidades formadoras de colénias nas placas de contagem, e nao se recuperou a
cepa de Salmonella enteritidis inoculada. Conclui-se que este tratamento pode ser
considerado como um processamento higiénico sanitario de ovos em casca com o
objetivo de torna-los in6bcuos ao consumidor. Sugere-se o investimento, por parte do
governo, no desenvolvimento de tecnologias de pasteurizagdo de ovos em casca em
larga escala ao nivel industrial.

Palavras chaves: tratamento térmico, bactérias aerdbias mesdfilas, processamento
higiénico sanitario



ABSTRACT

Most of the infections associated with the consumption of eggs involves fresh
eggs or side products in what that they participate as raw material. The purpose of
this work was verify if the methodology previously tested as to alterations of the
qualities and properties of the egg, as for the parameters of time and temperature, it
is enough for Salmonella Enteritidis's destruction, considered the one of larger
incidence as contaminant of the content of eggs and responsible for several isolated
cases or outbreaks of DTA. It was used commercial eggs with at most five days of
packing and with compatible quality characteristics with the established ones for the
Brazilian legislation. For each repetition of the experiment, the samples were
organized in four groups of 12 eggs each, identified as inoculated processed, not
inoculated processed, inoculated not processed, not inoculated not processed. In
each egg of the groups inoculated processed and inoculated not processed, through
a small perforation in the shell and membranes of the shell, aseptically, with aid of a
syringe and needle sterilized, close to the center of the yolk, It was inoculated the
amount of 0,2 mL(10° to 10 cells / 7 to 9 log cells) of a culture of Salmonella
Enteritidis (ATCC 13076) with 48 hours of incubation. The thermal treatment was
accomplished in electronic bath with agitation, regulated to 57°C. The eggs of the
groups not inoculated processed and inoculated processed in this order, were warm
up until this temperature in a period of 43 minutes. They were kept in this
temperature in a period of 20 minutes, and then left at room temperature for one
hour. All the eggs of all the groups were aseptically broken and yolks samples were
taken. It was made the viable aerobic mesophilic bacteria counting in plates and the
research of Salmonella spp. according to the brazilian legislation. In the group of the
yolks of all of the groups of eggs, and also in an amount of 0,2 mL of the culture.
From the yolks of the eggs of the groups inoculated processed, not inoculated
processed and not inoculated not processed didn't happen formation of colony
formation units in the counting plates, and didn't recover the stump of Salmonella
Enteritidis inoculated. It is ended that this treatment can be considered as a hygienic
sanitary processing of shell eggs with the objective to turn them innocuous to the
consumer. It is suggests the investment, on the part of the government, in the
development of technologies of eggs shell pasteurization in industrial scale.

Key-words: thermal treatment, aerobic mesophilic bacteria, hygienic sanitary
processing



1 INTRODUCAO

As salmonelas sdo habitantes comuns nos intestinos das aves e muito se
pesquisa sobre uma forma de se eliminar esta bactéria dos plantéis de aves, tanto
as de corte como as poedeiras. Até 0 momento este objetivo ndo foi alcangado de
forma economicamente viavel.

Apesar do risco da presenga de Salmonella spp. contaminando o conteudo do
ovo ser pequeno, existe uma possibilidade significativa desta alcangar o conteudo
deste a partir da quebra. Levando isso em consideragao a legislagao brasileira
determina que os produtos de ovos sejam pasteurizados. Isso proporciona que seja
rara a ocorréncia de casos isolados ou surtos de DTA envolvendo produtos de ovos.

A maioria dos casos de DTA associados com o consumo de ovos envolve o
consumo destes em natureza (em casca) ou em produtos em que participam como
matéria primalingrediente, principalmente os caseiros. Normalmente estes produtos
ndo sofrem nenhum tratamento visando a destruicdo de microrganismos
patogénicos, entre os quais a Salmonella spp., € quando ocorre, o tratamento
geralmente é insuficiente para se obter com segurancga a destruicdo da Salmonella
spp.

Hoje no mundo globalizado, uma das tendéncias é conscientizagdo dos
consumidores quanto a nocdo de qualidade dos alimentos. Com base nessa
conscientizagdo se desenvolveu o conceito de alimento organico. Sob essa ética
nao seria uma surpresa as industrias de alimentos que utilizam, de alguma forma,
produtos de ovos liquidos e ou desidratados como um dos ingredientes dos seus
produtos se voltarem para a utilizacdo de ovos em casca devido a cobranca, por
parte dos consumidores, por um produto caracterizado como orgéanico/natural.

Sendo assim o consumo de ovos em casca deve aumentar

consideravelmente tanto na forma direta quanto como matéria prima/ingrediente de
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outros produtos. Em ambos os casos, 0 ovo e os produtos nos quais participa como
um dos ingredientes, podem ser consumidos sem nenhum tratamento efetivo na
destruicdo das salmonelas por ventura presentes.

Sao poucas as pesquisas que envolvem a pasteurizacdo do ovo em casca.
Sendo que no Brasil nenhuma referéncia foi encontrada. Isto indica que na rotina de
producao de ovos em casca no Brasil, nada se faz ainda para tornar estes produtos
seguros quanto a presenga de Salmonella spp.

Em todos os sentidos isto representa prejuizos incalculaveis. Ocorre aumento
consideravel dos gastos em saude tanto por parte dos consumidores quanto por
parte do governo, no nosso ja combalido sistema. O setor produtivo também aufere
parte deste prejuizo, pois os trabalhadores doentes tém sua produtividade diminuida
significativamente, prejudicando os lucros da empresa. Uma parte das pessoas
acometidas pela DTA causada pela Salmonella spp. pode se tornar portadora
assintomatica desta bactéria, aumentando mais ainda as possibilidades de
disseminagdo ao levar-se em conta que estas podem ser manipuladoras de
alimentos em industrias de alimentos ou estabelecimentos comerciais que
manipulam alimentos.

Frente as considerag¢des apresentadas, utilizando uma metodologia basica de
pasteurizacdo do ovo em casca previamente testada no que se refere a manutencéao
das caracteristicas sensoriais e funcionais normais do ovo (POMBO, 2003), o
objetivo geral do trabalho foi verificar se esta metodologia, quanto aos parametros
de tempo e temperatura, é suficiente para a destruicao da Salmonella Enteritidis, que
€ considerada a de maior ocorréncia como contaminante do conteudo de ovos e
responsavel por varios casos isolados ou surtos de DTA. Os objetivos especificos
foram: 1-verificar a ocorréncia de Salmonella spp na gema de 96 ovos, 2-verificar a
eficiéncia do método de inoculagdo da gema quanto a capacidade de colocar células
de Salmonella Enteritidis (ATCC 13076 ) no conteudo das gemas de ovos em casca,
sem provocar danos que interfiram no desenvolvimento do experimento, 3-verificar a
quantidade de ufc por mL na cultura de Salmonella Enteritidis (ATCC 13076 ) com
48 horas de incubacdo (fase estacionaria) a 35°C, 4-verificar se a cultura de
Salmonella Enteritidis (ATCC 13076 ) com 48 horas de incubagao (fase estacionaria)
a 35°C é sensivel a temperatura de 57°C por 20 minutos na gema de ovo, 5-
determinar o tempo necessario para elevar a temperatura da gema de ovos

classificados pela granja como tipo extra branco classe A (BRASIL, 1990), através
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da imersao destes em agua com agitacao, de 24,5°C £ 2°C até 57°C para viabilizar
a manutencdo destas a temperatura de 57°C por 20 minutos, 6-verificar se a
manutencdo da gema de ovos em casca, imersos em agua com agitagdo, a
temperatura de 57°C por 20 minutos provoca a destruicido de todas as células de

Salmonella Enteritidis inoculadas nelas.



2 REVISAO DE LITERATURA

Esta segao ira apresentar conhecimentos cientificos e estudos de diferentes
autores importantes na compreensdo dos aspectos envolvidos nesta tese.
Inicialmente pela composi¢ao e formagao do ovo. A seguir o género Salmonella, no
que se refere as suas caracteristicas, divisdo em sorovares, fagotipagem,
diferenciagdo das espécies e subespécies e distribuigdo. Em um item préprio, a
Salmonella Enteritidis quanto a sua presenga em aves, em ovos e sua relagédo com a
saude das populacdes humanas. A pasteurizagao sera abordada nos seus aspectos

gerais e sua aplicacdo em ovos em casca.
2.1 0OVO

Segundo a Portaria n°® 01, de 21 de fevereiro de 1990 (BRASIL, 1990),
referente as Normas Gerais de Inspecao de Ovos e Derivados, entende-se pela
designacao "ovo”, como o0 ovo de galinha em casca, sendo os demais ovos
acompanhados da indicacdo da espécie de que procedem.

Conforme Watkins (1994), os ovos eram uma importante fonte de alimento
para o homem primitivo, quando a maioria dos alimentos era obtida por cata. E,
desde a antiguidade, constitui um dos alimentos mais importantes para o homem
(INSTITUTOHUEVO, 2002a). Como algumas aves foram domesticadas, os ovos
tornaram-se uma fonte popular de alimento e, ainda hoje, sdo considerados como a
maior fonte de nutrientes essenciais na dieta contemporanea e, além disso, séo
utilizados como componente de muitos outros alimentos consumidos pela populagao
mundial (WATKINS,1994).
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2.1.1 Composicao

Os ovos contém, em relagao ao peso total, cerca de duas partes de clara para
uma de gema e em torno de 65% de agua, 12% de proteina e 11% de gordura,
fornecendo 160 kcal por 100 g (POTTER; HOTCHKISS, 1995).

O ovo é considerado um dos alimentos mais completos da natureza, tanto
devido a sua variedade em nutrientes como por seu elevado grau de utilizagao pelo
organismo humano. E rico em proteinas de elevado valor biolégico, contetdo
energético, vitaminas A e B, além das vitaminas D, E e K (sendo deficiente em
vitamina C), minerais como o ferro, fosforo, cobre, potassio, sddio, magnésio,
manganés, selénio, iodo e zinco (sendo deficiente em calcio) (VIEIRA, 2001;
INSTITUTOHUEVO, 2002b). Além disso, segundo Mendes (2002), € considerado o
alimento de maior valor biolégico, contendo todos os aminoacidos essenciais
necessarios a nutricdo humana, além de servir como referéncia para medir o valor

protéico de outros alimentos.
2.1.2 Ovulacéao

Em todas as aves domésticas apenas o ovario e o oviduto esquerdos sio
normalmente funcionais. A ave sexualmente madura apresenta nos ovarios foliculos
hierarquicamente organizados onde apenas uma pequena fracdo desses se
desenvolvera até a ovulagdo. O foliculo se difere do odcito (foliculo imaturo) pela sua
grande propor¢ao, ocasionada pela adicdo do material da gema quando atinge sua
maturidade e € envolvido pela membrana vitelina. Cada um dos foliculos que
consegue chegar a ovulagao tem diferenga de cerca de um dia de crescimento de
outro. Uma vez a gema formada dentro do foliculo, ocorre a liberagdo, por acéo do
horménio luteinizante, rompendo uma faixa avascularizada do foliculo denominada
“‘estigma”. Entdo, o 6vulo se desprende do ovario ocorrendo, assim, a ovulagéao
(BURKE, 1996).

2.1.3 Formacéao do ovo

Apods a ovulagado, o évulo se dirige para o oviduto, denominagao que € usada
para descrever a genitalia tubular completa da fémea e que é dividido em cinco
regides. A primeira, o infundibulo, onde a gema (ou odcito) & captada. Dai entdo

seguira para o magno, onde € adicionada a parte mais espessa da clara, composta,
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principalmente, de albumina e outras proteinas e onde ha a formagao das chalazas
(mucinas retorcidas que mantém a gema no centro do ovo). Posteriormente, o ovo
em formagao é recebido na terceira regido, o istmo, onde ocorrera a formagao das
duas membranas testaceas (interna e externa), que sdo os componentes mais
internos a casca. Estas membranas séo intimamente ligadas a n&o ser no pélo mais
rombo do ovo onde ha a formacdo de uma cadmara de ar entre estas. Finalmente,
apos a passagem pelo istmo, o ovo chega na quarta regido, o utero ou glandula da
casca, onde é adicionada a parte fluida da clara formada basicamente de agua, sais
minerais e vitaminas, os quais passam através das membranas por osmose. Ali
também ocorre a diferenciagdo das quatro estratificagcbes da clara: clara densa
interna, clara fluida interna, clara densa externa e clara fluida externa. Ainda no utero
se verifica a formacdo da casca, composta basicamente por carbonato de calcio
(98%) e por uma menor parte de matriz orgénica (2%). Por fim, ha a deposi¢ao da
cuticula, uma camada protéica e hidrossoluvel que envolve a casca e protege 0 ovo
da entrada de determinadas bactérias, pois forma uma cobertura protetora (10 a
30um de espessura) na superficie da casca cobrindo os poros e impedindo a
invasdo microbiana do conteudo do ovo. O ovo passara para o meio externo através

da vagina, a quinta e ultima regido do oviduto (BURKE, 1996).
2.2 SALMONELAS

A sequir serdo apresentados aspectos relacionados com o género Salmonella
spp. € com o sorovar Salmonella Enteritidis.

2.2.1 Género Salmonella spp.

A seguir serao apresentados aspectos relacionados com o género Salmonella

spp.
2.2.1.1 Caracteristicas

Os membros do género Salmonella spp. sdo caracterizados pela morfologia
de bastonete medindo 0,7 — 1,5 X 2 — 5 ym. Estes reagem negativamente ao teste
de Gram. Usualmente apresentam motilidade através de flagelos peritriquios. Sao
anaerobios facultativos. Metabolicamente sdo quimiorganotréficos tanto pela via

respiratéria como pela fermentativa. Necessitam, como temperatura 6tima para
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multiplicacdo, de 37°C. A glicose e outros carboidratos sdao metabolizados com
producao de acido e usualmente gas. Sdo oxidase negativos, catalase positivos,
indol e Voges Proskauer negativos, vermelho de metila e citrato de Simmons
positivos, lisina e ornitina descarboxilase positivos. Apresentam reacao variavel a
dehidrolizagéo da arginina. Produzem H,S, ndo hidrolisam a uréia, se multiplicam em
meio com KCN. Utilizam o malonato de forma variavel. Reduzem nitratos. Os
carboidratos usualmente fermentados incluem L-arabinose, maltose, D-manitol, D-
mannose, L-rhamnose, D-sorbitol, trehalose e D-xylose (LE MINOR, 1984; HOLT et
al., 1994; JAY, 1994b)

2.2.1.2 Divisdo em sorovares

Os sorovares sao representados por numeros e letras estabelecidas pelos
diferentes antigenos O (somatico), Vi(capsular) e H(flagelar) (HOLT et al., 1994).
Estes antigenos séo distintos por diferentes padrbes de atividade bioquimica
(TRABULSI, 1996).

2.2.1.3 Fagotipagem

A fagotipagem é feita para vigilancia epidemiolégica de certos sorovares, mais
notadamente no caso dos sorovares Typhi e Enteritidis (HOLT et al., 1994).

Existem mais de 30 fagotipos de Salmonella Enteritidis. Geralmente é aceito
que o PT4 é o mais importante (HUMPHREY, 1994).

2.2.1.4 Diferenciagao das espécies e subespécies

O género Salmonella spp. consiste de duas espécies. A primeira é Salmonella
enterica que é dividida em seis subespécies tais como a enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae e indica. A segunda é a bongori (formalmente chamada de
Salmonella enterica subespécie bongori), sendo que a Salmonella subespécie
enterica apresenta 1435 sorovares dos 2435 conhecidos. Para os sorovares da
subespécie enterica, que representa mais de 99,5% das cepas isoladas, sdo dados
nomes. Estes nomes ndo séo colocados em italico e a primeira letra deve ser escrita
em maiuscula. Ex.: Salmonella enterica sub espécie enterica sorovar Enteritidis ou
apenas Salmonella Enteritidis (HOLT et al., 1994; POPOFF; LE MINOR, 1997).
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2.2.1.5 Distribuicdo da Salmonella spp.

O principal habitat das espécies de Salmonella spp. € o trato intestinal de
animais como aves, répteis, animais de granja, pessoas e, acidentalmente, insetos.
Apesar do seu habitat principal ser o trato intestinal, algumas vezes podem ser
encontradas em outras partes do organismo. No habitat intestinal, as células podem
ser excretadas nas fezes e destas podem ser transmitidas através de insetos e
outros seres vivos a um grande numero de lugares. A partir do habitat intestinal
podem ser encontradas também na agua, em especial na agua contaminada.
Quando a agua e os alimentos que foram contaminados por insetos ou por outras
formas de contaminagcdo sao consumidos por pessoas e animais, estas bactérias
sdo disseminadas novamente por meio de matéria fecal, completando-se desta
forma a ciclo na natureza. A ampliacdo deste ciclo por meio de comércio
internacional de produtos animais e ragdes, em grande parte € responsavel pela
distribuicdo universal das salmoneloses (doenga causada pelas salmonelas) e seus
problemas subsequentes. A frequente existéncia de espécies de Salmonella spp. em
populacdes animais sensiveis, se deve em parte a contaminacido dos animais
isentos de Salmonella spp. por animais da mesma populacdo que sado portadores
destes microrganismos ou estdo infectados pelos mesmos. Um portador se define
como um animal ou uma pessoa que elimina continuamente espécies de Salmonella
spp., geralmente pelas fezes, sem apresentar nenhum sinal ou sintoma da
enfermidade (LE MINOR, 1984; JAY, 1994b).

2.2.2 Sorovar Salmonella Enteritidis

A seguir serdo apresentados aspectos relacionados com a Salmonella
Enteritidis.

2.2.2.1 Salmonella Enteritidis nas aves

Galinhas sao largamente conhecidas como sendo consideraveis reservatérios
de Salmonella spp. para o0 homem devido a habilidade desta em proliferar no trato
gastrointestinal de aves e subsequentemente sobreviver em carcagas de frangos e

miudos processados comercialmente (TODD, 1980).
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Segundo a World Health Organization® (1983), apud Tavechio et al. (2002),
apesar das cepas de Salmonella spp. poderem ser isoladas de uma variedade de
fontes e reservatorios animais, as galinhas sdo o mais importante reservatério,
particularmente para a Salmonella Enteritidis.

Humphrey et al. (1989a) desenvolveram experimento com galinhas que
naturalmente apresentavam Salmonella Enteritidis detectada ao nivel da cloaca,
enquanto que Gast e Beard (1990b) afirmam que a Salmonella Enteritidis pode ser
isolada a partir de tecidos reprodutivos de galinhas artificialmente infectadas.

Conforme Hilton? (1990), apud Thiagarajan et al. (1996), varios fagotipos e
cepas de Salmonella Enteritidis diferem em sua viruléncia para as galinhas.

De acordo com Madden (1990), tanto aves domésticas como passaros
selvagens, da mesma forma que outros animais, albergam a Salmonella Enteritidis,
apesar das cepas albergadas poderem ou nao ser do fagotipo que pode coexistir
com frangos e serem passadas através de transmissao vertical. A identificacado de
fagotipos de Salmonella Enteritidis e a determinagdo das diferengas entre cepas
ambientais e aquelas infecciosas, que sao transmitidas verticalmente por aves, sao
areas de interesse para pesquisa.

Gast e Beard (1990b) citam pesquisas que demonstram que o ovario de
galinha pode ser infectado com Salmonella Enteritidis através da contaminacéo pelo
ar, citam uma que sugere que uma via conjuntival de contaminagdo em uma
situacado de Salmonella spp. no ar, é prevalente, e citam outra que demonstrou que
depdsito de 100 células nos olhos de galinhas de postura produziram a infecgao por
Salmonella spp. em ovarios e ovidutos.

Nagarajava et al.® (1991), apud Holt et al. (1995), descrevem que a infeccéo
natural de frangos por Salmonella Enteritidis ocorre por via oral, e esta
eventualmente coloniza o trato intestinal, e 0 mecanismo de infecg¢ao intestinal por
Salmonella spp. € complexo e varios fatores podem afetar o sucesso ou a falha na

colonizacéo inicial.

' WORD HEALTH ORGANIZATION. Guidelines on prevention and control of Salmonellosis. Word
Health Organization. Geneva. 1983.

2 HILTON, M.; THREIFALL, E.J.; ROWE, B. The invasive potential of Salmonella Enteritidis phage
types for young chickens. Letters Applied Microbiology, v.10, p.237-239. 1990.

® NAGARAJAVA, K.V.; POMEROY, B.S.: WILLIAMS, J.E. Paratyphoid infections. In: CALNEK, B.W_;
BARNES, H.J.; BEARD, C.W.; REID, M.; YODER, H.W. Diseases of Poultry. 9 ed. Ames, lowa:
lowa State University Press. 1991. p.99-130.
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De acordo com Humphrey et al. (1991), a Salmonella Enteritidis PT4 pode ser
diferenciada da maioria das outras Salmonella spp. associadas com galinhas por
serem adaptadas ao hospedeiro, sendo assim esta bactéria pode ser transmitida
verticalmente a partir dos pais contaminados, e assim serem isoladas a partir do
tecido reprodutivo e do conteudo de ovos intactos.

Cox et al. (1991) observam que granjas de criagao e incubatérios de ovos
para frangos estavam altamente contaminados com Salmonella spp.

Os fatores que contribuem para a instalagdo da Salmonella spp. incluem a
idade, o estresse ambiental, a muda e o tempo de alojamento, entre outros (HOLT,
1992).

A patogenia da Salmonella Enteritidis em galinhas de postura é complexa
(BARROW, 1993).

Thiagarajan et al. (1994) consideram que as observagdes de outros autores
de que depois de inoculacdo experimental oral de galinhas em postura com
Salmonella Enteritidis, o organismo foi isolado de tecidos do aparelho reprodutor em
torno da gema e nos foliculos pré-ovulares, indicam que a bactéria pode interagir
com componentes celulares dos foliculos pré-ovulares. Citam ainda que foi
demonstrada a ligagao de isolamentos de varios fagotipos de Salmonella Enteritidis
em galinhas adultas saudaveis e infectadas in vitro, com as células granulosas de
ovario de galinhas.

Lindell et al. (1994) consideram que o fendbmeno da transmissao
transovariana de Salmonella Enteritidis € um intrigante aspecto da patogénese deste
microrganismo em galinhas. Observam que seguindo a inoculagdo oral, este
microrganismo n&o causa infecgbes clinicas evidentes em galinhas adultas em
postura que produzem ovos contaminados.

Holt et al. (1995) indicam que a infeccdo natural de frangos com Salmonella
Enteritidis ocorre por via oral, e esta eventualmente coloniza o trato intestinal,
enquanto que de acordo com Keller et al. (1995), a contaminacédo por Salmonella
Enteritidis parece resultar na colonizagdo de tecidos do aparelho reprodutor,
especialmente o ovario e oviduto superior, em aves sistematicamente infectadas, e
as cepas de Salmonella Enteritidis que comumente estdo infectando plantéis de
aves de postura geralmente ndo causam sinais clinicos nestas aves, e a deposi¢céo
de Salmonella Enteritidis no interior de ovos € uma consequéncia da colonizagao

dos tecidos reprodutivos em aves de postura infectadas sistemicamente.
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Pintos para obtencao de frangos podem albergar Salmonella spp. antes de
deixar o incubatério e antes de serem expostoe a outras fontes conhecidas de
Salmonella spp. no ambiente. Isso indica que pintos podem ser contaminados com
Salmonella spp. antes da postura do ovo. Se ovos sdo contaminados com
Salmonella spp., os pintos nascidos poderiam excretar milhdes de células de
Salmonella spp., assim prontamente infectando outros pintos (REIBER;
CONNER,1995).

Os resultados obtidos por Holt et al. (1995) indicam que a muda induzida
apresenta um profundo efeito tanto na infecg¢ao intestinal como na extra intestinal por
Salmonella Enteritidis. Os autores citam que estes efeitos ocorrem dentro de 24
horas apds a infecg&o no intestino e dentro de 48 horas apds a infecgdo no figado e
baco.

Reiber e Conner (1995) observam que a principal via de infecgdo antes da
incubacao é através da transmissao vertical de Salmonella spp. a partir dos pais.
Citam que a maioria das pesquisas consideram a transmissao vertical de Salmonella
spp. na industria de frangos focada no papel da fémea. Citam também pesquisas
gue mostram que a Salmonella spp. pode atingir o ovo desde o desenvolvimento até
quando ja esta pronto. Concluem que, no entanto, 0 modo exato da infeccdo do
ovario e ovos nao é totalmente conhecido. Observam que poucos trabalhos tem
focado no papel que o macho reprodutor pode ter na contaminagao por Salmonella
spp., particularmente ao nivel de incubadoras de reprodutores, e informam que
pesquisas mostram que quando o sémen € inoculado com Salmonella spp., este
pode servir como veiculo para transmissdao de Salmonella spp. para a galinha
resultando em esporadica produgdo de ovos contaminados. Reiber et al. (1995b)
citam que em investigagdes de campo, bactérias do género Salmonella spp. foram
detectadas no sémen de reprodutores, que a maioria das contaminagdes foi
considerada como proveniente da cloaca quando o sémen foi colhido através de
ejaculacao artificial e que a contaminagao ascendente das partes baixas do oviduto,
a partir de sémen contaminado, pode ocorrer em condi¢cdes naturais.

No Brasil, a Salmonella Enteritidis iniciou sua disseminacdo em 1993, sendo
largamente isolado em aves. Depois disso tornou-se o sorotipo prevalente em
salmoneloses humanas, particularmente em surtos de origem alimentar, mas

também em surtos atribuidos a diferentes fontes ndo humanas (KAKU et al., 1995).
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Mcgruder et al. (1995) informam que a Infecgao por Salmonella Enteritidis
fagotipo 4 em frangos € considerada pelo USDA como uma doenga animal
estrangeira nos EUA, e a importagao de animais sabidamente infectados € proibida.

O aumento significativo da ocorréncia de Salmonella Enteritidis no Estado de
Sao Paulo parece estar associado ao intercambio comercial de matrizes de aves
com paises da Europa, o que pode ter facilitado a introdugdo e disseminagcédo do
fagotipo PT4, a partir de 1993 no Brasil (IRINO et al., 1996).

Protais et al. (1996) observam uma diminuigdo das taxas de postura e um
aumento na percentagem de cascas frageis ou mais finas em galinhas infectadas
com Salmonella Enteritidis PT4, e uma associagao entre a diminuicao das taxas de
postura e a severidade da contaminagéo.

Peresi et al. (1998) informam, com base em uma revisdo bibliografica, que
cepas de Salmonella Enteritidis dos fagotipos 8 e 13a (PT8 e PT13a) séao
predominantes nos EUA, enquanto que, nos paises da Europa, o fagotipo 4 (PT4) é
o mais frequente.

A Salmonella Enteritidis pode colonizar os ovarios e o tecido periovariano de
modernas matrizes produtoras de poedeiras, possibilitando assim um potencial para
transmissao vertical de matrizes para poedeiras e dai para ovos vendidos para
consumo humano (TAUXE*, 1999, apud MOLBAK; NEIMANN, 2002).

Rabsch et al. (2000) defendem a teoria de que dados epidemiologicos da
Inglaterra, Wales e EUA indicam que a Salmonella Enteritidis ocupa o nicho
ecolégico deixado pela erradicacdo da Salmonella Gallinarum de galinhas
conduzindo a um aumento epidémico de infecgdes em humanos.

Fiorentin (2000) descreve que a Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum
tiveram sua erradicacao iniciada ainda na década de 30, tanto nos EUA como na
Europa. A premissa basica era muito simples, e € aquela adotada ainda hoje e que
considera que Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum somente infectam aves,
e sua erradicacao do plantel, seguida de um esquema de biosseguridade rigoroso, é
uma quase garantia de se manter o plantel livre deste patégeno. Afinal, a fonte de
infeccao somente podem ser outras aves, e se as "outras aves" também estao livres

do patogeno, estas ndo mais sao fontes da infecgdo. Descreve também que na

* TAUXE, R.V. Salmonella Enteritidis and Salmonella Typhimurium DT104: successful subtypes in the
modern world. In: SCHIELD W.M.; CRAIG, W.A.; HUGHES, J.M. Emerging Infections. 3ed.
Washington DC: ASM Press, 1999. p.37-52.
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década de 70 ja eram raros os casos de infeccdo por Salmonella Pullorum e
Salmonella Gallinarum em aves de exploragao comercial, € 0 que era uma premissa
virou obrigatoriedade nos plantéis basicos, facilitado entdo pela popularizagdo de um
meétodo simples, rapido e eficiente para a deteccédo da infecgdo, no caso o teste de
soroaglutinagdo rapida que proporciona que a infeccdo com qualquer dos dois
biovares possa ser detectada em dois minutos de reagdo com sangue total e na
propria granja, utilizando-se de um insumo francamente disponivel, que sdo os
antigenos inativados e corados para o diagndstico sorologico de Pulorose e Tifo
Aviario. Observa que a praticidade e a eficiéncia deste meétodo tornaram
"invendaveis" as linhagens contaminadas por Salmonella Pullorum e Salmonella
Gallinarum, que conjuntamente com as infecgbes por Micoplasmas, compunham o
maior contra-“marketing” da avicultura. Sendo assim a unica atitude de sucesso era
entdo a de oferecer linhagens de galinhas livres de Salmonella Pullorum e
Salmonella Gallinarum, Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae, o que
virou regulamentacdo em alguns paises e uma espécie de "lei informal" que o cliente
faz vigorar mesmo quando essa regulamentacéo é falha. Descreve que na década
de 60, enquanto diminuiam os surtos por Salmonella Pullorum e Salmonella
Gallinarum em galinhas na decorréncia de sua crescente erradicacéo, o numero de
casos por ano da infecgdo por Salmonella Enteritidis em humanos comecava a
crescer tanto na Europa como nos Estados Unidos. A Salmonella Enteritidis passou
do sexto mais frequente sorotipo de Salmonella spp. isolado em humanos, em 1963,
para o terceiro nesta freqiéncia, em 1967. Na segunda metade da década de 80 a
Salmonella Enteritidis aparece como uma preocupagdo maxima para a seguranga
alimentar, e nos anos 90 passa a ser o sorotipo mais freqientemente isolado em
infecgdes alimentares, sobretudo envolvendo ovos crus. Observam que em um
grafico simples mostrando o niumero de casos por ano, as linhas de freqiéncia da
infeccdo por Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum em aves e de Salmonella
Enteritidis em humanos se inclinam em direcdes contrarias.

De acordo com Dibb-Fuller e Woodward (2000), pintos novos séao
considerados mais susceptiveis a colonizagdo por Salmonella Enteritidis, € com o
desenvolvimento (amadurecimento), geralmente tornam-se mais resistentes a
infeccdo. As bactérias do género Salmonella spp. produzem uma variedade de
supostos fatores de viruléncia tais como hemaglutininas, adesinas, invasinas,

fimbrias e flagelos, mas o mecanismo pelos quais elas aderem e invadem o epitélio
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do intestino de pintos permanece pouco entendido. Observam em seus
experimentos que a adesdo e a invasao das células epiteliais € multifatorial e
envolve as fimbrias SEF17 e SEF21, e motilidade mediada por flagelos, e estes
flagelos, e ndo as fimbrias, estdo envolvidos na aderéncia no intestino do pinto. Com
base nestes experimentos sugerem que coletivamente, SEF17, SEF21 e flagelos
desempenham um papel menor nos estagios iniciais da colonizagdo e invasao em
pintos jovens, mas sao desnecessarios para a colonizagdo em passaros a partir de
contaminagao do ambiente imediato.

Dhillon et al. (2001) identificam o ceco como o 6rgao ideal para isolamento da
Salmonella spp. durante a infecgao aguda e crénica, comparada com outros 6rgaos,
e concluiram que isso representa uma fonte potencial para contaminagdo ambiental.

Salmonella Enteritidis, particularmente a fagotipo 4, em comparagdo com
outros fagotipos invasores, apresenta uma forte afinidade pelo trato reprodutivo de
frangos e € o mais habil em colonizar este por longos periodos (OKAMURA et al.,
2001). A infeccdo ocasionalmente foi identificada em lotes de reprodutoras, mas
infeccbes persistentes em lotes comerciais € o problema predominante (DAVIS;
BRESLIN, 2001).

Seo et al. (2001) citam que modificagdes induzidas € um importante
instrumento de manejo usado pela industria de postura de ovos para aumentar os
niveis de produ¢do em aves mais velhas, aumento do tamanho dos ovos, diminuigao
de cascas rachadas e aumento da qualidade da casca. Muitos dos métodos de
modificagdo em uso sdo modificagdes simples em dois aspectos basicos: retirada da
alimentagdo seguida por uma alimentacdo com baixo nutrientes no periodo de
entrada no galpdo. Segundo alguns experimentos, a modificacdo induzida através
do método de privagao alimentar tradicional pode estressar as galinhas e causar
subsequente imunodepressdo. Como consequéncia, o efeito da modificacdo
induzida sobre infecgdo por Salmonella Enteritidis em galinhas é substancial. Essas
aves transmitem mais microrganismos, mais aves permanecem Salmonella
Enteritidis positivas, e a inflamacéo intestinal, primariamente no colon e no cecum, é
substancialmente maior. Concluem que a realizacdo desta ferramenta econémica
muito importante na industria de postura de ovos exacerba a infecgdo por
Salmonella Enteritidis em aves e induziu pesquisas sobre métodos para melhorar a
situacao, tanto através de métodos alternativos de inducdo de modificacdo como

através de esquemas de intervengao durante a modificagao.
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Defra® (2001), apud Davis e Breslin (2003b), considera que existem poucas
evidéncias de que o estoque de aves poedeiras esteja significativamente infectada,
sendo assim, a maioria das infecgbes em granjas comerciais sdo consideradas como
sendo associadas com a contaminagdo persistente em granjas de postura, o que
permite o estabelecimento de infecgdo nas aves novas que entram na granja. Uma
vez infectada, uma pequena proporgdo de aves de postura, em uma granja, pode
tornar-se disseminadora da contaminagdo por um longo tempo e elas podem
ocasionalmente produzir ovos contaminados internamente (BERCHIERI et al.’,
2001, apud DAVIS; BRESLIN, 2003a).

A obtencdo de aves completamente livres de Salmonella Enteritidis nas
granjas € muito dificil por que esta bactéria permanece viavel no ambiente, e granjas
naturalmente infectadas ndo mostram anormalidades clinicas Obvias, ndo mostram
aumento da mortalidade e nem wuma diminuicdo na producdo de ovos
(GRIJSPEERDT; HERMAN, 2003).

2.2.2.2 Salmonella Enteritidis em ovos

Ovos frescos e alimentos contendo ovos frescos, além de aves e outras
refeicbes sao os alimentos de origem animal que mais comumente sao mplicados
como fontes de infeccdes por Salmonella spp. (WORD HEALTH ORGANIZATION’,
1983, apud TAVECHIO et al., 2002).

Hopper e Mawer (1988) citam que niveis de contaminagdo natural em ovos
positivos para Salmonella Enteritidis € menor que 100 ufc / 100 g de gema, enquanto
Humphrey et al. (1989a) afirmam que usualmente os ovos positivos para Salmonella
Enteritidis apresentam menos de dez ufc por ovo. Estes, estudando a localizacéo de
Salmonella Enteritidis em ovos intactos em granjas naturalmente contaminadas
detectaram Salmonella Enteritidis tanto no albumem quanto na gema, com maiores
concentragdes na gema.

Segundo Humphrey et al. (1989b), anteriormente a carne de frango era
considerada como a principal fonte de Salmonella Enteritidis, contudo evidéncias

foram surgindo de que os ovos estavam se tornando paulatinamente mais

° DEFRA. Animal Health 2001, the report of the Chief Veterinary Officer. London. Defra Publications.

® BERCHIERI, A.; WIGLEY, P.; PAGE, K.; MURPHY, C.K.; BARROW, P.A. Further studies on vertical
transmission and persistence of Salmonella enterica serovar Enteritidis phage type 4 in chickens.
Avian Pathology, v.30, p.297-310. 2001.

" WORD HEALTH ORGANIZATION. Guidelines on Prevention and Control of Salmonellosis. World
Health Organization. Geneva. 1983.
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importantes. Ovos em casca representam um importante e valioso item na nutricao
humana e eram considerados como inerentemente seguros. Contudo, evidéncias
surgidas tanto no Reino Unido como nos EUA, indicam que os ovos e as refei¢cdes
das quais fazem parte, tornaram-se progressivamente importantes veiculos de DTA
causadas por Salmonella spp., em particular por Salmonella Enteritidis, em
humanos. Cowden et al. (1989), com base em dois surtos estudados, concluem que
0 aumento da ocorréncia de Salmonella Enteritidis PT4 no Reino Unido se deve,
pelo menos em parte, a contaminagao de ovos com este microrganismo.

Humphrey et al. (1989a) mencionam que o conteudo de ovos limpos e
intactos usualmente contém culturas puras de Salmonella Enteritidis € que o
entendimento do mecanismo que conduz a colonizacdo de ovos de aves por
Salmonella Enteritidis € essencial para reduzir o risco para a saude publica
associado com o consumo de ovos infectados, mas, no entanto a patogénese da
contaminagao dos ovos esta ainda com o entendimento incompleto. Explicam que
uma das razdes para isso sdo os baixos indices de isolamento de Salmonella
Enteritidis a partir de ovos experimentalmente infectados em campo, o que torna
dificil a elucidacdo do mecanismo de contaminacdo do ovo. Citam que a natureza
invasiva da Salmonella Enteritidis PT4 pode conduzir a presenga desta no conteudo
dos ovos, e que € importante estabelecer tanto a prevaléncia de ovos contaminados
com Salmonella Enteritidis PT4, como estimar o numero desses microrganismos
presentes em ovos naturalmente contaminados. Observam que ovos em casca,
cujas cascas estdo sujas com fezes, ou que estdo danificadas, sdao mais
significativamente passiveis de apresentar coliformes, e mais importante ainda, que
os ovos danificados estdo mais frequentemente contaminados com Salmonella spp.,
enquanto que os ovos intactos contem somente Salmonella Enteritidis. Descrevem
uma experiéncia em que enumeram a quantidade de Salmonella spp. no conteudo
de ovos naturalmente contaminados, onde todos os ovos examinados apresentaram,
usando a técnica do NMP, um numero inferior a dez células por ovo, apesar de
terem estado estocados em temperatura ambiente por sete dias.

Pesquisas desenvolvidas por agéncias governamentais nos EUA e Reino
Unido indicam uma muito baixa frequéncia de ocorréncia de ovos individuais
contaminados em granjas sabidamente contaminadas (BRADSHAW et al., 1990).

Baker (1990) realizou inspegdo microbiolégica nos estabelecimentos

produtores de ovos no estado de Nova lorque, nos EUA, para determinar a
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prevaléncia de Salmonella Enteritidis. Foram amostrados 46 estabelecimentos que
representavam em torno de 80% dos ovos produzidos neste estado. Os resultados
obtidos demonstram que a Salmonella Enteritidis n&do esta presente nos ovos
(interna ou externamente), na ragdo ou nas fezes das galinhas. Analisaram também
amostras de ovarios e intestinos. Em aproximadamente 3.600 ovarios e 1200 pecas
de intestinos nao se isolou Salmonella Enteritidis.

Humphrey et al. (1991), em um estudo, observam que 72% dos ovos positivos
para Salmonella Enteritidis apresentaram menos que 20 células deste
microrganismo e assim concluem que isso indica fortemente que o albumem,
principalmente préoximo a membrana vitelina, € o local principal de contaminacéo (a
Salmonella Enteritidis foi isolada deste material em 12 dos 15 ovos onde a gema e o
albumem foram semeados separadamente), e que estd de acordo com outros
estudos com galinhas de postura artificialmente infectadas com Salmonella
Enteritidis onde, apesar da Salmonella Enteritidis ser isolada com uma alta
frequéncia no albumem, todas os conteudos de gemas foram Salmonella Enteritidis
negativos. Indicam que se deve considerar que o isolamento de Salmonella
Enteritidis a partir de tecidos de ovarios indica que a contaminagéo da gema, embora
sob uma baixa frequéncia, € uma possibilidade e isso pode permitir que ovos
carreiem uma populagao elevada deste microrganismo.

Clay e Board (1991) inocularam células de Salmonella Enteritidis sobre a
membrana da casca mais interna, na altura da camara de ar, e demonstram que
uma significativa multiplicagdo nao ocorre até a gema ter contato com as
membranas na camara de ar e que a adicao de ferro anula o efeito inibitério do
albumem.

Gast e Beard (1992) citam que em quatro de 132 ovos frescos postos por
galinhas experimentalmente infectadas com Salmonella Enteritidis, o nivel médio de
contaminacgao foi de 5,5 ufc / mL.

A prevaléncia de Salmonella Enteritidis em ovos comercializados a varejo
parece ser bastante baixa (GAST; BEARD, 1992). Segundo Saeed e Koons (1993),
isso & observado com base na analise do numero de ovos consumidos
nacionalmente e pelo numero de casos de infecgbes por Salmonella Enteritidis
relacionadas a ovos que sdo mensalmente reportados ao CDC e a “Forca Tarefa“
para Salmonella Enteritidis criada pelo USDA, e pelo fato de que somente 10% -

30% das galinhas que foram experimentalmente infectadas com cepa virulenta de
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Salmonella Enteritidis colocaram, intermitentemente, ovos contaminados com
Salmonella Enteritidis por uma a trés semanas apos a infecgdo. Além disso, em
granjas que operam com mais de 50.000 galinhas, infecgdo natural simultanea de
um grande numero de galinhas com Salmonella Enteritidis € improvavel. Entdo, um
numero relativamente baixo de ovos contaminados com Salmonella Enteritidis sao
esperados, em granjas naturalmente contaminadas, a qualquer momento. E
concebivel que o numero de células de Salmonella Enteritidis em ovos naturalmente
contaminados deve sofrer um crescimento significativo para causar os surtos e
casos esporadicos de infecgcdes oriundas do consumo de ovos que foram reportados
anualmente nos ultimos anos da década de 90.

Humphrey e Whitehead (1993) afirmam que a Salmonella Enteritidis é capaz
de se multiplicar, no entanto, em uma propor¢cdo de ovos contaminados, isso €&
fortemente influenciado pela idade do ovo. Descrevem um estudo onde foram
usados ovos intactos naturalmente contaminados, com casca livre de contaminagao
fecal, todos os conteudos positivos examinados num periodo de trés semanas apés
a postura continham menos que 20 células de Salmonela Enteritidis enquanto que
seis de 13 ovos examinados apods estarem estocados a 20°C por trés semanas
apresentaram mais que 100 células, sendo que trés estavam intensamente
contaminados. Citam uma recente inspegéao realizada pelo PHLS, na Inglaterra, em
ovos comercializados em estabelecimentos varejistas que apds estarem estocados a
20°C por cinco semanas, foram analisados e também detectados ovos pesadamente
contaminados.

Hammack et al. (1993) inocularam Salmonella Enteritidis no albumem préoximo
as membranas da casca de ovos intactos. Em dois dias de estocagem a 26°C, a
maioria dos ovos estava altamente contaminada (> 7 log por mL do conteudo dos
ovos). Os mesmos pesquisadores concluem que isso se deve a invasao do conteudo
da gema. Humphrey (1994) observam que a velocidade com a qual a Salmonella
Enteritidis cresceu no conteudo dos ovos nesta pesquisa estda em desacordo com a
citada por Humphrey e Whitehead (1993), e que isso pode ser devido a diferengas
nas técnicas experimentais, mas pode também refletir o fato de terem usado um
inoculo concentrado (4,5 log por ovo) em ovos com idades nao citadas.

Humphrey (1994) afirma que o risco potencial dos ovos contaminados esta
ligado, em parte, ao numero de células de Salmonella spp. presentes. Por esta

razao, muitos trabalhos foram desenvolvidos na analise dos parametros que
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interferem na multiplicagcdo de Salmonella Enteritidis no conteudo dos ovos. A
relativa baixa contaminagdo do conteudo de ovos, mesmo naqueles oriundos de
granjas sabidamente infectadas, significa que a grande maioria dos estudos sobre a
multiplicagdo de Salmonella Enteritidis foram desenvolvidos usando métodos
artificiais de contaminagao. Tais investigagdes obtiveram dados importantes, mas
deve ser considerado que os resultados podem nem sempre refletir as
caracteristicas de multiplicacdo no conteudo de ovos naturalmente contaminados, e
os dados devem ser interpretados com cuidado. Analisa que existe a possibilidade
de que a inoculagdo, mesmo de uma pequena quantidade de material no conteudo
do ovo, traga algumas alteracbes que poderiam facilitar a multiplicagdo de
Salmonella spp. Cita o trabalho realizado junto com outros colaboradores, onde se
tentou superar esse problema proporcionando o monitoramento de alteragcdes em
ovos nao alterados, e conclui que a idade do ovo representa um marcante fator na
habilidade da Salmonella Enteritidis em crescer rapidamente no albumem adjacente
a gema. Descreve que dados obtidos neste trabalho, a partir do estudo de ovos de
diferentes idades, proporcionam a construcdo de uma curva de crescimento
simulada com trés fases distintas. Durante as primeiras 24 horas apds a postura,
quando o pH do albumem se apresenta variando de 7.0 a 9.0, ocorre um aumento
em torno de dez vezes no numero de Salmonella spp. Explica que isso é confirmado
em experimentos em separado quando o numero de bactérias foi estimado somente
um dia apds a inoculagao, e como o albumem € um ambiente com restricdo de ferro,
considerou que esse crescimento inicial pode envolver a bactéria usando suas
reservas de ferro que parece ser suficiente para suportar quatro geragdes. Quando a
reserva de ferro € exaurida as células entram em lagfase, onde, na grande maioria
dos ovos, existe pequena ou nenhuma alteragdo no numero de Salmonella spp.
Observa que a duracgao dessa fase é fortemente dependente da temperatura, sendo
que a 20°C dura de trés a quatro semanas, apds as quais, 0 crescimento
exponencial entdo ocorre em uma proporgao crescente de ovos inoculados. Cita
como exemplo, ovos estocados a 20°C por sete dias, onde somente uma pequena
percentagem permitiu a cultura de Salmonella Enteritidis aumentar a niveis
superiores a 3.0 log, enquanto que, em ovos estocados por seis semanas a 20°C,
um rapido crescimento, onde a cultura aumentou na proporcao de 1000 vezes ou
mais, foi possivel em quase 90% das amostras. Indica que a possivel explicagao

para este fendbmeno poderiam ser os seguintes: O conteudo da gema é rico em ferro,



33

mas as células de Salmonella Enteritidis ndo podem fazer uso deste estoque devido
a protecao proporcionada pela membrana vitelina no ovo fresco, que néo permite a
penetracdo bacteriana e nem a saida de ferro para o albumem; Durante a
estocagem, a membrana vitelina diminui sua resisténcia e em alguns pontos
tornando-se suficientemente permeavel para permitir que a Salmonella spp. penetre
no conteudo da gema; Uma vez que o rapido crescimento se instala € possivel se
encontrar uma populagdo substancial de Salmonella spp. tanto na gema como no
albumem. Conclui que os dados obtidos relacionados a influéncia do albumem sobre
a multiplicacdo da Salmonella Enteritidis, sugerem que o albumem nao se torna
mensuravelmente menos inibidor para Salmonella spp. e que nao existe vazamento
significativo de ferro para o albumem. Indica que o periodo de tempo antes dos ovos
serem capazes de suportar a rapida multiplicacao de Salmonella spp. no albumem
em torno da gema € influenciado pela temperatura de estocagem e cita que quando
ovos foram estocados sob condigcbes onde as temperaturas flutuaram entre 18 e
30°C, para simular aquela que pode ser encontrada em cozinhas, um rapido
crescimento foi possivel, na maioria dos ovos examinados, apos seis a dez dias.
Considera que o isolamento de Salmonella Enteritidis de ovarios leva a convicgao de
que a Salmonella spp. pode estar presente no conteudo da gema. Investigacdes
com ovos onde Salmonella Enteritidis foi inoculada diretamente no conteudo da
gema observaram que a bactéria, a partir de uma quantidade inoculada muito
pequena, poderia crescer em ovos de qualquer idade, independente se eles vem de
galinhas infectadas ou livres de infecgao. Estes dados sugerem que se o conteudo
da gema fosse um lugar frequente de contaminagdo a maioria dos ovos
apresentariam um alto nivel de contaminacdo com Salmonella Enteritidis mesmo em
ovos frescos. Isso ndo acontece. Investigagdes post mortem em aves infectadas
mostraram que a Salmonella Enteritidis pode ser isolada de 6vulo. Isso, apesar de
ser frequente, é improvavel de resultar na formacdo de um ovo completo. Tal évulo
pode ser abortado pela galinha. Afirma que ndo existe duvida de que a Salmonella
Enteritidis pode ser isolada do conteudo de ovos intactos e limpos. A bactéria esta
presente como resultado da infeccdo do tecido reprodutivo. Isso indicaria que
algumas partes do aparelho reprodutivo das galinhas, principalmente a parte
superior do oviduto, leva a produgao ocasional de ovos com poucas células de
Salmonella Enteritidis. O subsequente crescimento dessas bactérias é influenciadao

pela temperatura e tempo de estocagem. As diferentes pesquisas experimentais
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desenvolvidas atualmente apresentam resultados divergentes, mas existe também
muitos que sao convergentes. Em particular, no que se refere aos altos niveis de
contaminagao (superior a 6.0 log por ovo) s6 sera alcangado, na maioria dos ovos
contaminados, quando o conteudo da gema é invadido. Assim a Salmonella
Enteritidis se comportara, na essencialidade, da mesma forma que um
microrganismo deteriorador, mas com uma importante diferenga, pois
frequentemente é dificil detectar a presengca de Salmonella Enteritidis em ovos
contaminados antes que a populagdo exceda 9.0 log por ovo e nao existem
alteracdes tanto na aparéncia como no odor. Acima deste nivel havera um aumento
da turbidez no albumem e eventualmente a membrana da gema estara danificada .

Conforme Reiber et al. (1995a), baseado no fato da presenga de Salmonella
spp. nas fezes e a resultante producdo de ovos contaminados, € provavel que a
presenca de Salmonella spp. nas fezes possibilite a contaminacéo da superficie dos
ovos quando eles passam da vagina para a cloaca.

Reiber et al. (1995b) observam n&o haver nenhuma relagcédo aparente entre a
presenca de Salmonella spp. nas fezes e a infeccdo do oviduto ou produg¢ao de ovos
positivos para Salmonella Enteritidis, e citam que outros autores também néo
observam relacdo aparente entre a presenca de Salmonella spp. nas fezes e a
presenca de Salmonella Enteritidis nos ovos.

De acordo com Keller et al. (1995), a deposigao de Salmonella Enteritidis no
interior de ovos, € uma consequéncia da colonizacdo dos tecidos reprodutivos em
aves de postura infectadas sistemicamente.

Bichler et al. (1996), analisando os resultados obtidos em um experimento
com galinhas da raga White Leghorn inoculadas com Salmonella Enteritidis,
concluem que estes indicam que estas galinhas infectadas produzem ovos
Salmonella Enteritidis positivos com alta frequiéncia inicialmente, o que diminui com
o tempo, quando os anticorpos contra Salmonella Enteritidis comegam a diminuir, e
a frequéncia de ovos Salmonella Enteritidis positivos aumenta.

A incidéncia de contaminagao por Salmonella Enteritidis em ovos de granjas
de postura nos EUA parece ser muito baixa. A inspe¢do tem reportado uma
frequéncia de ovos contaminados inferior a 0,03% em granjas naturalmente
contaminadas (KINDE et al., 1996).
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Desmidt et al. (1996) citam que anticorpos contra antigenos da camada LPS e
flagelos estdo comumente presentes na gema de ovos de galinha derivadas de
granjas infectadas.

Yokoyama et al.® (1998), apud Dera-Tomaszewska et al. (2003), obtiveram
evidéncias do papel da camada LPS e flagelina como determinantes da viruléncia da
Salmonella spp. e indicam que a agao inibitéria de anticorpos direcionados contra
estes antigenos poderia reduzir a patogenicidade bacteriana provavelmente pela
inibicdo da invasédo e colonizagao bacteriana.

De acordo com Mead et al.® (1999), apud Lu et al. (2003), a Salmonella
enterica sorovar Enteritidis € a Unico entre os sorovares de Salmonella spp.
frequentemente presente como contaminante no conteudo de ovos. Outros
sorovares de Salmonella spp., incluindo a Salmonella enterica sorovar Typhimurium,
podem infectar galinhas, mas estes sorovares nao persistem no interior do ovo e os
ovos nado sao comumente implicados como veiculos em infecgdes humanas
causadas por esses sorovares inclusive o sorovar Typhimurium.

Chang (2000) ndo detectou Salmonella spp. interna e externamente em ovos
com casca.

Gast e Holt (2000) confirmam as observacdes de outros autores de que em
ovos artificialmente contaminados, a quantidade inicial de células aumenta
aproximadamente dez vezes durante as primeiras 24 horas apds a inoculacio, e
concluem que isso sugere que ovos naturalmente contaminados podem receber
aproximadamente duas células quando nos tecidos do aparelho reprodutor da
galinha.

Cogan et al. (2001) analisam que, em geral, e particularmente durante
investigacbes de surtos, os ovos ndo sdo examinados imediatamente apods a
postura. Levando esta assertiva em consideragdo, Gast e Holt (2000)
desenvolveram um experimento onde a quantidade de células inoculadas foi muito
pequena, em nivel de duas células, como sendo representativo do numero de

células em um ovo no momento da postura. Concluem que os dados obtidos neste
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experimento mostram, inequivocamente, que aumentos relativamente pequenos no
numero de células inoculadas, de duas para 25 células por ovo, tem um profundo
efeito sobre a habilidade da Salmonella Enteritidis crescer rapidamente no conteudo
de ovos, e permitem concluir que um grande numero de células de Salmonella spp.
inoculadas artificialmente nos ovos, ou a adicido de diluentes que favorecem a
multiplicacdo celular, substancialmente alteram os padrdes de multiplicagdo da
bactéria no interior do ovo. Concluem também que o baixo nivel de crescimento
observado neste experimento, usando-se pequena quantidade de células
(inoculagdo) com um diluente pobre em nutrientes e ferro, € comparavel com aquele
em ovos naturalmente contaminados.

Cogan et al., (2001) descrevem que a possibilidade de aumentar o numero de
células de Salmonella spp. presentes no interior do ovo esta diretamente relacionado
com o aumento do potencial de risco de infeccdo. Enquanto existe uma
concordancia de que a Salmonella Enteritidis pode crescer em ovos, existe uma
incerteza sobre a velocidade com que isto acontece. Dados obtidos por
pesquisadores analisando ovos produzidos por galinhas infectadas, tanto
naturalmente quanto artificialmente, sugerem que existe uma demora antes da
invasao da gema e um rapido crescimento da Salmonella spp. em ovos mantidos a
20 — 25°C. Isso ocorre devido a membrana vitelina em ovos frescos inibir a invaséo
da gema pela Salmonella spp. O perfil de crescimento da Salmonella spp. observado
em ovos contaminados naturalmente estdo em desacordo com estudos feitos com
ovos artificialmente contaminados, que sugerem que o crescimento € rapido na
maioria dos ovos e que a invasdo da gema é comum. Dados sobre o nivel de
Salmonella spp. em ovos naturalmente contaminados, os quais, em geral, contém
uma pequena quantidade de células, sugerem que o conteudo da gema nao é
freqientemente contaminado no ovo fresco. Citam autores que explicam que a
variagdo do numero de células bacterianas encontradas nos ovos mostrando
crescimento generalizado, pode ser atribuido a diferengas nos conteudos de ferro e
glicose na gema.

Gast e Holt (2001) afirmam que sempre depois de uma administragao
experimental de uma grande dose oral de Salmonella Enteritidis, relativamente
poucos ovos contaminados sao tipicamente detectados. Consideram que comparado
com outras fontes de Salmonella spp., poucos ovos contaminados sao produzidos

em granjas infectadas, mas levando em consideracédo o grande volume de ovos que
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sdo consumidos e a viruléncia da Salmonella Enteritidis, estes podem resultar em
um significativo nimero de infec¢gdes humanas .

Radkowski (2001), investigando 1200 ovos produzidos na Polbnia, ndo
detectou Salmonella spp. na superficie da casca ou no conteudo destes ovos.

Lu et al. (2003) identificam o YafD como um gene essencial para a resisténcia
de Salmonella enterica sorovar Enteritidis no albumem de ovos. Levantam
evidencias de que YafD pode desempenhar um papel no reparo do dano ao DNA
causado pelo albumem de ovos e por isso pode facilitar a sobrevivéncia de
Salmonella enterica sorovar Enteritidis em ovos de galinha. Observam que existem
indicacdes de que o dano ao DNA bacteriano € um dos mecanismos que o albumem
usa para controlar a multiplicagao bacteriana, e que as enzimas reparadoras do DNA
estdo envolvidas no reparo de lesbes geradas pelo albumem. Citam que uma
possivel explicacdo para o efeito das nucleases do albumem sobre o DNA
bacteriano € que estas conseguem passar para interior das células através dos
poros na parede celular formados pela lisozima e ovotransferrina com consequente
dano ao DNA cromossomial. Citam que o gene YafD é encontrado em muitas
espécies de bactérias, incluindo Escherichia coli e outros sorovares de Salmonella
spp., tais como a enterica sorovares Typhi, Typhimurium. Contudo a Salmonella
enterica sorovar Enteritidis € um sorovar patogénico ao homem que é unicamente
associado com o albumem do ovo. Na Salmonella enterica sorovar Typhimurium e
na Salmonella enterica sorovar Enteritidis, o gene YafD é semelhante exceto nos
nucleotideos que codificam o aminoacido 33, que € uma serina na Salmonella
enterica Enteritidis e uma asparagina na Salmonella enterica sorovar Typhimurium.
Nao foi determinado se esta diferenga e a possivel regulagdo do YafD nestes
sorovares contribuem para o aumento da resisténcia da Salmonella Enteritidis no
albumem do ovo. E altamente provavel que a resisténcia da Salmonella Enteritidis
no albumem do ovo seja mediada por varios fatores juntamente com YafD.
Demonstram que a YafD é essencial para a sobrevivéncia da Salmonella enterica
sorovar Enteritidis no albumem. Consideram a YafD como um novo determinante
genético da Salmonella enterica sorovar Enteritidis sendo essencial a sobrevivéncia
e disseminagdo desta bactéria no albumem em associagdo epidemioldgica com
produtos de ovos.

Fleischman (2003) desenvolveram um experimento com o objetivo de

determinar se a Salmonella Enteritidis migra para o interior da gema em ovos
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relativamente frescos, levando em consideracdo que ndo se sabe se a membrana
vitelinica é susceptivel a penetracdo da Salmonella Enteritidis logo apds a postura
quando a pasteurizacéo poderia ser aplicada.

Segundo Buck et al. (2003), os ovos de consumo em natureza parecem ser o
unico nicho para Salmonella Enteritidis, apesar de ocasionalmente, outros sorotipos

de Salmonella serem encontrados em ovos.
2.2.2.2.1 Vias de acesso da Salmonella Enteritidis em ovos

Ovos em casca podem ser tornar contaminados com Salmonella Enteritidis
por duas rotas possiveis: via contaminacédo e passagem através da casca ou por via
transovariana ( BOARD, 1966).

Bradshaw et al. (1990) descrevem que existem algumas vias em que 0s ovos
em casca podem tornar-se contaminados, externamente ou internamente. Citam que
investigacdes epidemioldgicas de surtos de doencga de origem alimentar causados
por Salmonella Enteritidis associadas com ovos nos EUA, sugerem que a
contaminagdo externa dos ovos através de fezes de aves que contém este
microrganismo é uma fonte improvavel, ja que a maioria dos ovos produzidos
comercialmente sdo coletados em sistemas de esteiras que minimizam a
contaminacgao, e estes surtos de doenca transmitida por alimentos foram associados
com ovos classe A sanitizados, que atendem os padrdes estaduais e federais de
qualidade de casca nos EUA. Concluem que a alternativa possivel da via
transovariana resultando em ovos contaminados € fortemente indicada pelo
isolamento desses microrganismos em varios lotes de aves reprodutoras. Citam que
segundo alguns autores, algumas bactérias do género Salmonella spp., entre elas a
Salmonella Enteritidis, podem colonizar o ovario e o peritbnio de aves naturalmente
infectadas, e a infeccdo de aves de postura nem sempre causa diminuicdo
significativa da fertilidade. Assim a infec¢ao tanto no peritdnio, como no ovario, deve
permitir a contaminagdo da gema do ovo antes da formagao da casca, desta forma
facilitando a transmisséao vertical da doenca.

Gast e Beard (1990a), monitorando a frequéncia de isolamento de Salmonella
Enteritidis a partir de alguns orgaos internos de galinhas de postura
experimentalmente inoculadas em varios intervalos de tempo, concluem que o
isolamento de Salmonella Enteritidis a partir de 6érgaos internos aparentemente pode

ser usado com um indicador de que aves estdo infectadas com uma cepa invasiva
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que poderia ser capaz de causar a produgdo de ovos contaminados via
contaminagao transovariana.

Gast e Beard (1990b) citam que galinhas infectadas experimentalmente com
grandes doses de uma cepa particular de Salmonella Enteritidis apresentaram uma
diminuicdo na producdo total de ovos, a postura de ovos com o conteudo
contaminado durante um periodo de tempo relativamente curto, e a elevagéo na
producdo de um anticorpo especifico que foi detectavel por métodos padrdoes de
aglutinacao sorologica.

Segundo Maden (1990), a passagem da galinha para o ovo (transmissao
vertical), a qual é denominada de infecgao transovariana, pode levar a producgao de
ovos embrionados de galinhas infectadas, contaminados, sendo incubados,
produzindo pintos infectados. O consumo de ovos enbrionados ou ndo embrionados,
inadequadamente aquecidos, pode causar salmonelose em humanos. Frangos
podem também se tornar infectados por transmissao horizontal, por exemplo, ave
para ave, homem para ave, alimento para ave ou ambiente para ave.

Clay e Board (1991) citam pesquisadores que indicam que Salmonella
Enteritidis pode contaminar ovos igualmente através de ovarios de aves que se
tornam contaminados de forma que a gema é contaminada antes da postura —
transmissao transovariana, ou através de rapida infeccdo intestinal de aves de
postura permitindo a contaminacdo da casca de ovos antes da postura, com a
infeccdo microbiana se iniciando com a penetracdo através da cuticula e casca,
seguida pela colonizacdo das membranas da casca, depois a contaminagcdo do
albumem permitindo, eventualmente, a generalizagdo da infecgdo do conteudo do
ovo dependente de fatores tais como a carga bacteriana inicial, temperatura,
caracteristicas antimicrobinas do albumem e as caracteristicas microrganismo
infectante.

Humphrey et al. (1991), citam que os resultados de experimentos com ovos
naturalmente e artificialmente contaminados, desenvolvidos por outros
pesquisadores, parecem demonstrar que durante a passagem do ovo através do
oviduto, o albumem é contaminado com poucas células de Salmonella Enteritidis, e
que estas permanecem dormentes, mesmo em ovos estocados em temperatura
ambiente por duas a trés semanas, sendo que durante este tempo, o conteudo do
ovo sofre alteragdes fisicas e quimicas que provavelmente proporcionam que um ou

outro nutriente, ou alguns fatores os quais anulam as propriedades inibitérias do
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albumem, saem a partir da gema, possivelmente devido a alteragdes na estrutura da
membrana da gema e na area do albumem em contato com a membrana da gema,
até atingirem concentragcdo suficientemente alta para permitir a multiplicacdo de
Salmonella Enteritidis e suportar uma larga populagdo deste microrganismo.

Nascimento et al. (1992), descrevem que para satisfazer a fungado de camara
embriogénica, fungdo esta para o qual foi inicialmente concebido, o ovo tem uma
série de mecanismos de defesa para reduzir a invasdo de microrganismos e
minimizar sua influéncia desde de que alcancem o conteudo do ovo. Realizaram um
estudo sobre a relacdo entre a estrutura da casca e o movimento da Salmonella
Enteritidis através delas. Os resultados obtidos indicam que a penetracao bacteriana
nao € dependente dos poros. Observam que ovos com casca de excelente
qualidade sao consideravelmente mais resistentes a penetracdo de varias bactérias
do género Salmonella spp. do que aqueles ovos com casca de baixa qualidade, que
os resultados sugerem que se a eficiéncia da cuticula como a primeira barreira é
questionavel, e se as membranas da casca sdo uma barreira temporaria ao
movimento bacteriano, a estrutura da casca assume um papel critico como uma
barreira fisica.

Saeed e Koons (1993) citam que alguns pesquisadores demonstraram que a
contaminagao do conteudo do ovo improvavelmente resulta de contaminacgao fecal
de ovos em casca. Explicam que esta conclusdo é baseada, em parte, no fato de
que em infecgdes por Salmonella Enteritidis de origem alimentar nos EUA terem sido
incrimidados ovos classe A, e no fato dos resultados de algumas infeccbes
experimentais de galinhas de postura com cepas de Salmonella Enteritidis sugerirem
que a contaminagdo do ovo é originaria de uma transmissdo transovariana de
Salmonella Enteritidis para os foliculos pré ovulatérios em formacdo. Afirmam que
isso indica que ovos contaminados albergam Salmonella Enteritidis principalmente
na gema.

Humphrey (1994) informa que a infec¢do de aves de postura com Salmonella
Enteritidis e a resultante contaminacdo de ovos, particularmente o conteudo dos
ovos, € aceito como sendo importante no aumento marcante da ocorréncia de
salmoneloses humanas em um largo numero de paises desde meados dos anos 80.
Informa também que a casca do ovo torna-se contaminada com Salmonella spp.
tanto no oviduto como resultado de contaminacgao fecal. Com relacdo a Salmonella

spp. outras que nao a Enteritidis, a ultima via parece ser a mais importante, mas
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existe relativamente poucos dados sobre a prevaléncia da contaminagao da casca
do ovo. Observa que em comum com outras bactérias do género Salmonella spp.,
existe a possibilidade de células de Salmonella Enteritidis presentes sobre a casca
do ovo poderem contaminar o conteudo pela migracdo através da casca e
membranas associadas. No entanto, a presenga de Salmonella Enteritidis no
conteudo do ovo parece estar mais relacionado com a transmissao a partir do tecido
reprodutivo. De 8.698 ovos analisados, 56 apresentaram o conteudo contaminado,
sendo que em 55, a Salmonella Enteritidis estava presente em cultura pura. Isso é
também fortemente sugestivo do envolvimento do tecido reprodutivo.

Keller et al. (1995) citam que as vias de invasdo bacteriana do ovo foram
definidas, e a transovariana foi proposta como a utilizada pela Salmonella Enteritidis,
no entanto, continua a controvérsia sobre o local onde as células se alojam, sendo a
gema, a membrana entorno da gema ou o albumem, os locais considerados.
Examinam o curso da invasao e colonizagao por Salmonella Enteritidis em ovos em
formacéo e recentemente postos por aves infectadas, através da pesquisa destas
nos seus orgaos, especialmente os tecidos relacionados com o oviduto. Neste
estudo, observam que uma média de 29,25% de ovos em formacao tirados do
oviduto de aves infectadas foram positivos para Salmonella Enteritidis, comparado
com uma taxa de 0 a 0,6% de colonizag¢ao de ovos recentemente postos a partir das
mesmas aves. Observam que uma propor¢cao de 73% dos ovos em formacéao
positivos para Salmonella Enteritidis estavam associados tanto com o tecido do
ovario quanto com o de tecido oviduto superior infectados. Concluem que os
resultados obtidos sugerem que a infecgdo do ovo em formagao ocorre no oviduto
superior, antes da ovoposi¢cdo. Concluem também que a grande diminuicdo na
incidéncia de ovos recém postos contaminados comparados, com oOvos em
formagado, sugere firmemente que fatores tais como anticorpos, enzimas
antibacterianas, restricido de ferro e proteinas inibidoras de protease bacterianas
inerentes a gema e ao albumem sao capazes de controlar a infecgdo por Salmonella
Enteritidis nos ovos em formacdo antes da casca estar completa e o ovo ser posto.
Afirmam que uma vez que a casca € a cuticula estdo no lugar, a probabilidade da
contaminagdo bacteriana a partir de fontes internas e externas €& grandemente
diminuida, no entanto, quando o ovo a temperatura média de 41,9°C é posto em
temperatura ambiente, o gradiente de pressédo criado, como no caso do rapido

resfriamento, pode ser suficiente para sugar bactérias para o interior do ovo. Por
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essa razao, concluem que a possibilidade de contaminagao de ovos recentemente
postos, ja que eles passam através da vagina ou cloaca altamente contaminadas
nao pode ser desprezada.

Holt et al. (1995) citam que alguns pesquisadores, com base em estudos,
sugerem que a via de contaminagao vertical seria a mais importante na
contaminagao por Salmonella Enteritidis, e a via horizontal seria importante na
contaminagao por bactérias do género Salmonella spp. outras que ndo Salmonella
Enteritidis. No entanto, nenhuma evidéncia decisiva sobe a via de contaminacao por
Salmonella Enteritidis em ovos foi obtida.

Segundo Keller et al. (1995), o entendimento dos mecanismos que
contribuem para a colonizagdo dos ovos por Salmonella Enteritidis € essencial para
a reducgao do risco para a saude publica associado com o consumo de alimentos
contendo ovos contaminados.

Dependendo da regidao onde o trato reprodutivo é infectado, Salmonella
Enteritidis pode ser depositada tanto na gema quanto no albumem de ovos em
desenvolvimento (BICHLER et al., 1996).

A frequéncia de isolamento de Salmonella Enteritidis observada em ovos
postos em granjas comerciais naturalmente contaminadas, foi menos que 0,03% na
maioria das inspegdes (KINDE et al., 1996).

Miyamoto et al., (1997) afirmam que nenhuma evidéncia decisiva sobre a via
de contaminacgao por Salmonella Enteritidis foi estabelecida, e uma das razdes para
isso € a baixa taxa de isolamento desta em ovos tanto naturalmente como
artificialmente contaminados, o que torna dificil esclarecer o mecanismo de
contaminagdo do ovo com esta bactéria. Citam que muitas infec¢gées experimentais
foram pesquisadas. No entanto, a maioria dos estudos sobre infeccdo experimental
foi conduzida, tanto por via oral, como pela via intracloacal ou intravenosa, e as
taxas de contaminacdo dos ovos nestes experimentos foram consideravelmente
baixas. Estudando a contaminacdo de ovos com Salmonella Enteritidis em galinhas
inoculadas por via vaginal, cloacal e intravenosa, concluem que quando os ovos se
desenvolvem em um oviduto Salmonella Enteritidis positivo com elevadas
populacdes, estes sdo provavelmente contaminados com essa bactéria. Citam que a
Salmonella Enteritidis foi detectada em niveis elevados em amostras de cloaca com
contagens médias de 10% a 10° ufc / g em qualquer das formas de inoculagdo, no

entanto na inoculacao intracloacal, a Salmonella Enteritidis ndo foi detectada em
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qualquer ovo(conteudo), exceto em poucos ovos contaminados na casca. Explicam
que devido a parte terminal da vagina ser projetada para fora da cloaca, os ovos
raramente tocam a parede contaminada da cloaca na ovoposi¢do. Sendo assim,
fezes ou cloaca parecem ser fontes improvaveis de contaminagdo da casca com
Salmonella Enteritidis. Os autores detectaram altos niveis de contaminacido por
Salmonella Enteritidis na vagina de galinhas inoculadas intravaginalmente, as quais
produziram ovos contaminados com frequéncia. Concluem que essa observacao
sugere que a Salmonella Enteritidis € transmitida a partir de vagina contaminada
para a superficie da casca, e consequentemente passa através desta quando o ovo
€ posto, resfriado e o conteudo retraido, e que os resultados indicam que a
contaminagdo da parte baixa do oviduto pode ocorrer naturalmente. Concluem
também que a face interna da casca do ovo € a porcdo de maior incidéncia na
detecgcao de Salmonella Enteritidis e consideram que a contaminacdo da parte
interna do ovo é importante no que se refere a ocorréncia de casos de DTA, por que
a Salmonella Enteritidis nesta localizagédo nédo € destruida facilmente nos métodos
ordinarios de desinfecgéo.

Schuman et al. (1997) observam que, mesmo considerando que apesar de
muitos sorovares diferentes de Salmonella spp. serem isolados da superficie da
casca de ovos, somente Salmonella Enteritidis foi isolada do conteudo de ovos
intactos usando métodos de amostragem asséptica correntemente aceitos e que a
via transovariana de transmissao de Salmonella Enteritidis € a mais plausivel via de
infeccao do ovo em casca.

Wang e Slavik (1998) citam que, apesar de existir a possibilidade da
transmissao transovariana de Salmonella Enteritidis, o que resulta na contaminagao
do conteudo de ovos intactos, a contaminacdo horizontal de ovos parece ser a
principal via. Descrevem que as defesas fisicas naturais do ovo sdo a casca, a
cuticula e membranas da casca (interna e externa). A cuticula age como uma
cobertura que impede a penetragdo microbiana obliterando os poros presentes na
casca e como consequéncia diminui a permeabilidade da casca. A casca € a linha
seguinte de protecdo do ovo. No entanto, contém milhares de poros que permitem a
troca de gases respiratérios do desenvolvimento embrionario. Os microrganismos
também podem penetrar no ovo através desses poros apds a cuticula ter sido
removida nos procedimentos de lavagem. As membranas internas e externas da

casca localizadas na superficie interna da casca sdo uma importante linha de defesa
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para o ovo. A mais externa € mais grossa, mas mais porosa que a interna.
Consequientemente nao prové tanta protecdo quanto a membrana interna. A
membrana interna é principalmente composta por proteinas na forma de fibras
entrelacadas e nao apresenta poros. Além disso, a membrana interna é rica em
lisozima que pode prevenir infecgcdo bacteriana. Examinando o efeito de diferentes
tempos e temperaturas de estocagem sobre a penetragdo microbiana em ovos
lavados com solugbes comerciais de lavagem tais como solu¢gdo de quaternario de
amoénio, carbonato de calcio e hipoclorito de sbédio, observam que diferentes graus
de dano a cuticula podem ser provocados sobre a superficie da casca de ovos por
diferentes tipos de solugdes usadas na lavagem de ovos, € a superficie da casca do
ovo alterada pode permitir uma grande penetragdo microbiana. Afirmam que uma
solucdo de lavagem de ovos considerada otima deve remover seletivamente ou
inativar microrganismos na casca do ovo sem danificar a cuticula. Citam que a
solucao de quaternario de aménio e a solugao de hipoclorito de soédio, ambas muito
efetivamente, controlam a contaminacao e a penetragao de Salmonella spp., mas a
solugdo de quaternario de amoénio deixa residuos na superficie dos ovos tratados,
residuos estes que devem ser considerados quando da determinacdo da solucao
6tima para a lavagem de ovos. Citam um experimento prévio onde se usou
diferentes solugbes de lavagem e observou-se significativas diferencas na
microestrutura de casca de ovos lavados com diferentes agentes quimicos.
Observam que a solugao de quaternario de amdnio nao produziu danos na camada
de cuticula, mas deixou residuos de fezes e agentes quimicos na superficie da
casca, enquanto que as solugdes alcalinas, carbonato de sddio e hidréxido de sodio
produziram ovos visualmente limpos, mas foram agressivas o bastante para remover
parcial ou mesmo totalmente a camada de cuticula. Quanto ao hipoclorito de sddio,
observam que este ndo causa maiores danos, mas a superficie das cascas dos ovos
testados ficaram ligeiramente asperas. Concluem que ovos lavados com solugdes
alcalinas foram 30 a 70 vezes mais porosos que ovos lavados com outras solugoes.
Miyamoto et al. (1998) mencionam que muitos estudos citam que as bactérias
do género Salmonella spp. sdo capazes de penetrar na casca e se multiplicar no
conteudo dos ovos. Estudando a penetragédo de Salmonella spp. através da casca
do ovo associado a frescura do ovo e sua refrigeragao verificam taxas de detecgéo
de Salmonella spp. tanto na face interna da casca quanto no conteudo de ovos, no

periodo até trés horas apds a postura, significativamente maiores que aquelas de
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ovos apds um periodo de trés horas da postura, especialmente em doses de
exposicao elevadas. Observam que a penetracdo bacteriana através da casca
ocorreu mais rapidamente em ovos recém postos e que a penetracdo de Salmonella
spp. através da casca nas trés horas apos a postura foi significativamente diminuida
pelo resfriamento do ovo antes da inoculagdo da Salmonella Enteritidis. Analisam,
com base nos resultados obtidos, que o resfriamento do ovo rapidamente apds a
postura consequentemente parece inibir a penetracdo da Salmonella spp.

Cox et al. (2000) afirmam que o modo provavel de contaminag&o natural de
ovos fecundados é o resfriamento destes, ainda frescos e umidos, postos a partir da
temperatura do corpo da ave para a temperatura externa da ave na presenga de
contaminagcdo na superficie da casca. Ovos em casca contaminados foram
considerados por muito tempo como responsaveis pela disseminacdo de Salmonella
spp. em incubatdrios.

Gast e Holt (2000) reportam baixa freqiéncia de contaminacéo em estudos de
infeccdo experimental, até mesmo depois de largas doses de Salmonella Enteritidis.

Okamura et al. (2001) consideram que um foco sobre os mecanismos de
colonizacdo do ovo em formacgao deveria ser o caminho mais direto para o controle
das enfermidades transmitidas pelos alimentos relacionados com Salmonella
Enteritidis. Demonstram que a penetracdo da Salmonella spp. através da casca do
ovo realmente ocorre, possivelmente devido a sucgao das células para o interior do
ovo fresco, sob pressdo negativa devido ao resfriamento. Consideram que estas
observacdes sugerem que a Salmonella Enteritidis é transmitida a partir da vagina
contaminada para a superficie do ovo, e esta, consequentemente, passa através da
casca quando o ovo € posto e resfriado. Observam que os niveis de contaminacao,
via inoculagdo na vagina, foram significativamente maiores que em outras vias de
inoculagdo. Concluem, levando em consideragao o fato do elevado isolamento de
Salmonella Enteritidis na vagina e na cloaca, que consequentemente ocorre uma
contaminagao significativamente elevada dos ovos com Salmonella Enteritidis.
Descrevem que na ovoposicdo, os ovos raramente tocam a parede contaminada da
cloaca por que a parte terminal da vagina se projeta para fora da dela.
Conseqlentemente, as fezes ou a cloaca parecem ser uma fonte de contaminacgéao
do ovo com Salmonella Enteritidis de pouca importancia, entretanto esta foi
altamente isolada a partir da cloaca. Antes de a Salmonella Enteritidis ascender a

vagina a partir da cloaca, esta bactéria necessita colonizar e proliferar na cloaca. A
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elevada afinidade da Salmonella Enteritidis pela cloaca deve contribuir para a
infeccdo ascendente até a vagina, a partir dela. Observam que a Salmonella
Enteritidis raramente foi isolada no ovario, oviduto superior e outros 6rgaos internos
das aves inoculadas. Além disso, nenhum ovo em formagao no oviduto foi positivo
para Salmonella Enteritidis. Observam também que 25% dos ovos foram positivos
para Salmonella Enteritidis na parte interna da casca, que foi considerada ser a
por¢cdo mais comum onde Salmonella Enteritidis estava presente. Consideram que
isso deve ser atribuido ao fato das membranas da casca proverem uma barreira
mecanica contra a invasao microbiana. Consideram também que a contaminacdo da
parte interna da casca é tdo importante para enfermidades transmitidas por
alimentos quanto a contaminacdo dos conteudos dos ovos, por que Salmonella
Enteritidis, nesta localizacdo, ndo é destruida facilmente através dos métodos
tradicionais de desinfecgao, e este microrganismo em adigdo a isso pode invadir o
conteudo dos ovos. Consideram que o estudo desenvolvido por eles demonstra que
a Salmonella Enteritidis apresenta uma vantagem especifica sobre outros sorovares
na capacidade de colonizar os tecidos da vagina de aves, e esta alta afinidade da
Salmonella Enteritidis pela vagina pode representar um significante papel na
produgao de ovos contaminados por esta bactéria.

Grijspeerdt (2001) cita que um modelo de simulagdo mostra que a penetragao
bacteriana em ovos pode conduzir a uma concentragdo muito alta na gema, até
mesmo antes do albumem estar saturado, e que a concentragdo microbiana na face
externa da casca influencia significativamente nos resultados das simulagdes.
Analisa que considerando o crescimento sobre a casca do ovo, 0 impacto da
concentragao inicial na casca é consideravelmente menos significativo. Conclui que
os resultados obtidos no modelo de simulagdo indicam que poderia ser benéfico a
manutencao da casca do ovo mais limpa possivel.

Gast et al. (2002) consideram que em particular, a disponibilidade de um
numero substancial de ovos contaminados postos por aves infectadas é essencial
para determinar a freqiéncia na qual a Salmonella Enteritidis € depositada em locais
diferentes no interior do ovo, e que devido aos modelos de infecgao experimental por
via oral geralmente produzir uma baixa frequéncia de ovos contaminados, rotas
alternativas de administracdo de Salmonella Enteritidis foram pesquisadas.
Concluem que, no entanto, de acordo com pesquisadores, a inoculacdo oral é

considerada a que mais se aproxima da contaminagao natural, e que tanto a via
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intravenosa quanto a inoculagao por aerossol com Salmonella spp. pode também
resultar em infeccao sistémica e contaminagdo de ovos. Em um experimento que
envolveu a inoculagdo de Salmonella Enteritidis por via oral, intravenosa e aerossol,
observam que todas as trés vias de administracdo induziram frequéncia similar de
contaminagao de ovos, mas a inoculacdo por via oral foi associada com maiores
proporcdes de aves que pde pelo menos um ovo contaminado. Observam também
que as trés vias de inoculacdo usadas apresentaram similar distribuicdo da
contaminagao entre gema e albumem, e que a contaminagdo da gema ocorreu com
mais freqlUéncia do que a contaminacdo do albumem nos trés métodos de
inoculagao utilizados. Observam que a inoculagao intravenosa difere da via oral por
nunca resultar na contaminagdo do albumem. Consideram que esta observacao
sugere que os modelos experimentais com inoculagdo intravenosa devem ter
limitada aplicabilidade no entendimento da distribuicdo espacial da Salmonella
Enteritidis no interior dos ovos produzidos por aves naturalmente contaminadas.

Buck et al. (2003) estudando a interagdo da Salmonella Enteritidis com as
secrecdes do istmo concluem que a ligacédo das células de Salmonella Enteritidis as
secregdes do istmo devem ajudar a explicar o por que de muitos trabalhos relatarem
que as membranas da casca sdao as partes do ovo mais contaminadas com
Salmonella Enteritidis apos infec¢do natural e experimental, e que o eficiente
transporte da bactéria a partir da localizacéo intracelular até as membranas da casca
no momento da sua formacao, deve reduzir a exposicdo desta bactéria ao sistema
imunoldgico da galinha a um minimo.

Gast et al. (2003) afirmam que tanto as aves naturalmente como as
experimentalmente infectadas podem apresentar a Salmonella Enteritidis no interior
dos ovos. Citam que algumas propriedades microbiolégicas que se tornam
relevantes apos colonizagao de orgaos reprodutivos, juntamente com a habilidade
de contaminar e colonizar estes 6rgdos deve ser necessario para a deposigao de
Salmonella Enteritidis no conteudo de ovos e que os resultados da infeccao por
Salmonella Enteritidis em aves sao influenciados pela susceptibilidade do
hospedeiro tanto quanto devido a fatores microbianos. Analisando os resultados de
um experimento, concluem que estes indicam que a interagdo da Salmonella
Enteritidis com tecidos do trato reprodutor de aves pode ter sido tanto induzido como
selecionado pela expressdo das propriedades microbianas responsaveis pela

contaminagao do ovo.



48

2.2.2.2.2 Salmonella Enteritidis e a resisténcia ao calor

Humphrey et al. (1989b) descrevem citacbes de que Salmonella Enteritidis
PT4 foi implicada em surtos de toxinfecgdo alimentar envolvendo ovos cozidos, e
sugerem que este microrganismo € capaz de resistir a alguns procedimentos de
aquecimento. Observam, com base em um experimento, que as bactérias do género
Salmonella spp. presentes na gema de ovos em casca sdo capazes de resistir em
ovos cozidos. Observam que em ovos cozidos por mais de oito minutos ou fritos,
onde toda ou parte da gema permaneceu liquida e onde a gema cozida né&o
alcancou temperaturas letais para Salmonella spp., a resisténcia nao foi afetada pelo
sorotipo ou tamanho do inoculo. Citam que em alguns experimentos com Salmonella
Enteritidis PT4, mais de 75% do indculo inicial pode ser recuperado. Citam também
que sabendo que o numero de células de Salmonella Enteritidis PT4 era menor que
8,0 log por grama de gema ou ovo, foi possivel destruir todo o inéculo no processo
de elaboracdo de ovo mexido rapidamente em alta temperatura, cozimento por nove
minutos ou mais, ou fritura intensa até toda a gema estar solidificada. No caso de
ovos mexidos, seria importante alcangar a temperatura de 80°C na mistura de ovo.
Somente uma de 15 amostras que alcancaram esta temperatura foi Salmonella spp.
positiva. Com aquecimento lento, onde a principal temperatura foi de 75,2°C +/- 1°C,
Salmonella spp. foi positiva em todas as 15 amostras. Poderia ser sugerido que o
risco potencial associado com Salmonella spp. em ovos aquecidos foi exagerado
neste estudo pelo uso de grande inoculo. Deveria ser notado, contudo, que as
bactérias do género Salmonella spp. sdo capazes de se multiplicar com facilidade na
gema de ovos infectados experimentalmente em temperatura ambiente. Informam
que a cepa de Salmonella Enteritidis PT4 isolada de ovos usados no preparo de
pudim identificado como veiculo em surto, foi identificada como resistente em ovos
cozidos, fritos e mexidos. Este dado tem uma implicagao potencialmente séria para a
saude publica, e sendo assim, foi decidido examinar em detalhes, e em um estudo
multilaboratorial, a habilidade da Salmonella Enteritidis PT4 e outras Salmonella spp.
isoladas de ovos em resistir em ovos em casca aquecidos sob condicdes domésticas
simuladas. Em todos os testes as cepas testadas resistiram em ovos cozidos por
quatro minutos. Informam que em um estudo comparativo para examinar a
habilidade das salmonelas em resistir na gema de ovos em casca aquecidos sob

condicbes domeésticas demonstrou que elas poderiam ser isoladas de ovos
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aquecidos mesmo quando a temperatura medida foi superior a usada para
pasteurizar ovo liquido (64°C). As diferengas nas propriedades de transferéncia de
calor entre o ovo liquido e o ovo em casca significa que os microrganismos que
resistem ao aquecimento doméstico podem néo resistir a pasteurizagdo. Mencionam
que as bactérias do género Salmonella spp. crescem rapidamente na gema de ovos
em casca artificialmente contaminados estocados em temperatura ambiente e
alcangam a fase estacionaria em dois dias. Estas permanecem neste estado durante
a vida de prateleira do ovo. Isso pode acontecer também em ovos naturalmente
contaminados. Outros autores observaram que as células de Enterococcus faecalis
em fase estacionaria mostraram ser mais termorresistente do que as células na fase
log. Sendo assim é provavel que Salmonella spp. apresente o mesmo
comportamento nas mesmas condicdes. Citam que Salmonella spp. ao nivel de 108
ufc / g de gema em ovos artificialmente contaminados foram observadas resistindo a
alguns métodos de aquecimento convencionais.

Humphrey et al. (1990b), esclarecem que as informagbdes obtidas no
experimento desenvolvido por eles, associadas com observacdes anteriores de que
as bactérias do género Salmonella spp. na gema de ovos em casca estocados a
temperatura ambiente rapidamente alcangcam a fase estacionaria, fornecem uma
explicagdo para a habilidade da Salmonella Enteritidis PT4 em resistir a
aquecimentos. A gema é termoprotetora e significativamente aumenta a
termorresisténcia de Salmonella spp. As células se multiplicam a 37°C por 48 horas
e na fase estacionaria sdo muito menos termosensiveis que células em multiplicacéo
por 24 horas. Assim a combinacao desses fatores deve ter permitido a resisténcia de
um numero suficiente de células viaveis para se constituir uma dose infectiva.
Apesar disso, os resultados apresentados mostram que enquanto a Salmonella
Enteritidis PT4 € mais termorresistente que algumas outras bactérias do género
Salmonella spp., isso ndo & excepcional. O que a torna diferente das outras é sua
presenga no conteudo de ovos, particularmente na gema de ovos em casca intactos.
Apesar de se saber que a Salmonella Enteritidis PT4 nao resistiria a pasteurizagao
em ovo liquido, o risco muito pequeno realizando este procedimento pode ser
reduzido mais ainda pelo uso de ovos frescos e estocados a baixa temperatura
suficiente para inibir a multiplicagdo antes da pasteurizagdo. Sugerem que
Salmonella Enteritidis deve ser mais termorresistente que outras bactérias do género

Salmonella spp. comumente associadas com produtos de ovos e o valor D



50

observado para Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium em clara a 55°C foi
de 1,5 e 1,0 minutos, respectivamente; o pH da clara nao foi mencionado.

Humphrey et al. (1990a) citam que a Salmonella Enteritidis PT4 tem se
mostrado mais resistente ao calor que outras bactérias do género Salmonella spp.
comumente associadas com ovos. Informam que pesquisas tem mostrado que
quando o inoculo excede 10® células por ovo, Salmonella Enteritidis PT4 pode ser
isolada de ovos aquecidos por uma variedade de formas, incluindo fervura por mais
de dez minutos, mesmo que a temperatura de aquecimento da gema ultrapasse a
usada na pasteurizacdo de ovo liquido. Esclarecem que isso poderia permitir
acreditar que a Salmonella Enteritidis PT4 € excepcionalmente termorresistente, mas
os resultados obtidos mostram que n&o é esse 0 caso.

Saeed e Koons (1993), com base nos dados obtidos por outros
pesquisadores, concluem que diferentes cepas e fagotipos de Salmonella Enteritidis
podem expressar potencial de invasdo e multiplicagdo, além de niveis de
termorresisténcia diferentes, o que influencia na sua sobrevivéncia e longevidade.

Chantarapanont et al. (2000), com base em outros autores, citam que o
numero de Salmonella Enteritidis presente é geralmente menor que 20 células por
ovo. Analisam que, ja que baixos numeros de Salmonella Enteritidis podem
contaminar ovos via transmissao transovariana ou via fecal, sua presenca ndo pode
ser ignorada. Observam que se ovos contaminados internamente sdo objeto de
abuso de temperatura, altos numeros de Salmonella Enteritidis podem ser
alcangcados e algumas células podem sobreviver ao processo de aquecimento
intenso se este nao for conduzido corretamente. Descrevem que a termorresisténcia
de Salmonella Enteritidis na gema é maior que no albumem devido as diferengas de
pH, gordura e atividade de agua. Concluem que o aquecimento adequado é
essencial se células viaveis de Salmonella spp. no interior do ovo devem ser
destruidas. Demonstram que a menos que a Salmonella Enteritidis contida nos ovos
seja exposta a agua quente até a gema estar completamente solidificada, esta pode
sobreviver ao processo de aquecimento, e confirmam que a termorresisténcia da
Salmonella Enteritidis € maior na gema do que no albumem.

O CDC (2003) cita que ovos que reportadamente foram aquecidos
intensamente e usados em salada de atum, foram implicados como veiculo em
surtos na Carolina do Sul nos EUA. Cita também que a contaminagao cruzada da

salada de atum através de manipuladores caseiros também foi considerada possivel.
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2.2.2.2.3 Deteccédo da Salmonella Enteritidis em ovos

Para isolar Salmonella Enteritidis em grande numero de ovos, Gast (1993)
cita que o Animal and Plant Health Inspecion Service do USDA recomenda o uso de
plagueamento direto para reduzir o tempo e os custos de analise. No entanto, Gast e
Holt (1995a), analisam que é possivel que a presenca de Salmonella Enteritidis em
ovos nao seja detectavel usando-se o método de plaqueamento direto, devido nao
estar previsto pré-enriquecimento e enriquecimento seletivo para permitir as células
de Salmonella Enteritidis se multiplicarem até niveis mais elevados, ja que quando
presentes, normalmente estdo em baixo numero de células e as proteinas do ovo
tais como a ovotransferrina podem contribuir para a redugao dos seus niveis.

Chen et al., (2001) informam que pesquisadores realizaram pesquisas no
sentido do desenvolvimento de métodos rapidos e altamente sensiveis para
detecgcao de Salmonella Enteritidis em ovos. Analisaram varios estudos sobre a
suplementagcao do conteudo de ovos com ferro que comprovam que este pode
superar as propriedades antimicrobianas da ovotransferrina e aumenta a
multiplicacdo e detecgdo de Salmonella Enteritidis em ovos. O FDA recomenda
utilizacao de caldo tripticase soja(225 mL) suplementado com 35 mg / litro de FeSO4
para 25 g de conteudo de ovo. Baseado nos resultados obtidos nos varios estudos
analisados, citam que o método de enriquecimento direto para Salmonella Enteritidis
em conteudo de ovos frescos suplementado com uma concentragao 6tima de ferro
(0,5 mg de FeSO4 por grama de conteudo ) significativamente aumenta a detecgcao
de Salmonella Enteritidis em ovos. Devido ao baixo custo do FeSO,, consideram que
esse método é pratico na detecgdo em larga escala de Salmonella Enteritidis em
ovos. Ainda baseado nos resultados obtidos, concluiram que o plagueamento direto
do conteudo de ovos suplementados com 0,2 a 2 mg de FeSO4 por grama de
conteudo de ovos deve ser usado no lugar do pré-enriquecimento e enriquecimento
seletivo para rapida e consistente deteccdo de baixos niveis de Salmonella
Enteritidis em ovos.

Valentin-Bom et al. (2003) afirmam, com base nas observagbes de outros
autores de que as células de Salmonella Enteritidis tipicamente estdo presentes em
baixas concentragdes e somente esporadicamente em ovos individuais, que
métodos de isolamento altamente sensiveis, e a andlise de um grande numero de

ovos sao necessarios. Citam que métodos convencionais para analises de ovos
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incluem um pré-enriquecimento para permitir a ressucitagdo e multiplicacédo das
células de Salmonella Enteritidis seguido de enriquecimento seletivo, plaqueamento

seletivo e confirmagé&o sorologica.
2.2.2.3 Salmonella Enteritidis e a saude das popula¢gdes humanas

Casos de DTA causadas por Salmonella spp. associada com ovos ndo € um
problema novo. Sanders et al. (1964) citam um grande numero de surtos associados
com produtos de ovos a granel e ovos em casca rachados. Segundo Cohen e Blake
(1977), desde a exigéncia da pasteurizagdo de produtos de ovos a granel e a
inspecao federal de ovos em casca a partir de 1970, nos EUA, foram menores os
numeros de surtos de DTA causadas por Salmonella spp. associadas a ovos € o
CDC nao recebeu nenhum reporte de surto associado com produtos de ovos a
granel.

Mota et al. (1983) publicaram a primeira descricdo de surto de Salmonella
Enteritidis ocorrido no Brasil. Relatam a ocorréncia de um surto de DTA produzida
por Salmonella Enteritidis, resultante da ingestdo de maionese contaminada, em um
restaurante do Bairro de Santa Felicidade em Curitiba, comprovadamente em
condigdes de higiene na manipulagéo insatisfatorias, no qual 306 pessoas fizeram
refeicbes (almogo e/ou jantar) no dia 28 de julho de 1981. Das 306 pessoas
identificam 181 doentes, dos quais 40 hospitalizados. Concluem que o creme de
maionese contaminado provavelmente na fase de manipulagdo, preparado com
antecedéncia e até mesmo reaproveitado de refeigdes anteriores e conservado em
geladeira que apresentava refrigeracdo inadequada por avarias, permitiu a
multiplicagdo bacteriana a nivel suficientemente elevado, ultrapassando em muito a
dose infectante. Recomendam que sejam dadas maiores atengbes aos
manipuladores de alimentos, através de atividades de assessoria técnica, supervisao
e fiscalizacdo de carteiras sanitarias especiais, renovadas semestralmente,
acompanhadas de criterioso exame médico.

Segundo a World Health Organization'™ (1983), apud Tavechio et al. (2002),
as bactérias do género Salmonella spp. sdo enterobactérias zoondticas que séo
responsaveis por surtos tanto de doencgas clinicas humanas como animais, e

apresentam uma significante importancia higiénica e econémica a nivel mundial.

1 WORD HEALTH ORGANIZATION. Guidelines on prevention and control of Salmonellosis. Word
Health Organization. Geneva. 1983.
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Existem algumas vias de transmissdo para as salmoneloses, mas a maioria das
infeccbes humanas sdo derivadas do consumo de alimentos contaminados
(especialmente aqueles de origem animal) e agua.

Em 1987, o CDC (CDC, 1987) informou que quatorze surtos de Salmonella
Enteritidis ocorridos na regido nordeste dos EUA desde 01 de outubro de 1986
foram reportados. Citou que o veiculo de transmissao foi identificado em dez dos 14
surtos, que pelo menos seis desses veiculos foram ovos ou alimentos que
continham ovos crus ou subaquecidos, que os surtos associados com ovos foram
todos relacionados com ovos em casca classificados, segundo o USDA, como tipo
A, e que em cada caso, a estoria de preparagao do alimento sugeriu que ovos foram
consumidos cru ou subaquecidos. Com base nesses dados conclui que os surtos
sugerem que a Salmonella Enteritidis associada ao ovo € um problema de saude
publica emergente e indica a importancia da inspegdo de rotina do sorotipo
especifico.

Um total de 6.390 isolamentos de Salmonella Enteritidis foram reportados ao
CDC em 1987 (16% do total de reportes de isolamentos de Salmonella spp.).
Salmonella Enteritidis foi o segundo sorotipo de Salmonella spp. mais reportado. Os
surtos descritos confirmam a continua associagao entre ovos e surtos de infecgao
alimentar por Salmonella Enteritidis. De 19 surtos causados por Salmonella
Enteritidis com o veiculo transmissor conhecido reportado ao CDC em 1987,
15(79%) foram associados com ovos frescos tipo A. O exame de dados de 1973 até
1987 revela que a maioria dos surtos causados por Salmonella Enteritidis ocorreram
durante os meses do verdo (CDC, 1988).

De acordo com dados de Sharp (1988), o aumento do numero de casos
causados por Salmonella Enteritidis ndo é limitado aos EUA. Ocorreu na Europa e
Reino Unido, onde a doencga esta ligada ao consumo de frangos, tanto quanto ovos
em casca frescos ou incompletamente cozidos.

Li et al."

(1988), apud Schoeni et al. (1995), afirmam que a manutencgéo dos
ovos a temperatura ambiente por algumas horas foi considerado como um fator em

surtos associados com Salmonella Enteritidis.

" LIN, F.Y.C.; MORRIS, J.G.; TRUMP D.; TILHGMAN, D.; WOOD, P.K.; JACKMAN, N.; ISRAEL, E.;
LIBONATI, J.P. Investigation of an outbreak of Salmonella Enteritidis gastroenteritis associated with
consumption of eggs in a restaurant chain in Maryland. American Journal of Epidemiology, v.128,
p.839-844. 1988.
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CDC (1990) informa que de 1976 até 1989, as taxas de isolamento de
Salmonella Enteritidis em geral aumentaram nos EUA. Em 1989, os 8.340
isolamentos de Salmonella Enteritidis reportados através do Sistema de Vigilancia
de Salmonella spp., representaram 20% de todos os reportes de isolamentos de
Salmonella spp. A Salmonella Enteritidis foi o segundo mais freqlente sorotipo
reportado. Informa também que durante o periodo de 1985 até 1989, os
departamentos de saude estaduais e territoriais nos EUA reportaram 244 surtos de
infeccdo por Salmonella Enteritidis, que determinaram 8.607 pessoas doentes, 1.094
hospitalizagcdes e 44 mortes. Em 109 surtos em que o alimento veiculo de
transmissao foi identificado, 89 (82%) foram associados com ovos em casca.
Observa que, estatisticamente, 0,01% dos ovos frescos contém Salmonella
Enteritidis. Consequentemente, alimentos contendo ovos frescos ou mal cozidos
apresentam um risco ocasional de infeccdo com Salmonella Enteritidis. A
probabilidade de séria morbidade ou mortalidade como resultado da infec¢cao por
Salmonella Enteritidis é alta entre os muito jovens, idosos ou imunodeprimidos.
Estas pessoas devem ser especialmente tratadas para n&o ingerirem alimentos
contendo ovos frescos ou mal cozidos.

Madden (1990) descreve que os sintomas de gastroenterites humanas
associadas com Salmonella Enteritidis incluem diarréia, dor abdominal, calafrios,
febre, vomito e dor de cabega. A doenca nao é restrita a um grupo etario especifico,
apesar da maioria dos surtos e mortes reportadas para o CDC terem ocorrido em
hospitais ou enfermarias, onde muitos individuos estdo debilitados ou idosos e
podem ter a doenga subclinica. Observa que os surtos que vem ocorrendo apoés a
adogao da exigéncia, a partir de 1970, da pasteurizagcdo de produtos de ovos a
granel, e a inspecéao federal de ovos em casca nos EUA, se devem a presenga da
bactéria nos ovos em formagado, devido a transmissdo a partir da galinha
responsavel pela postura contaminada com Salmonella spp.

Rodrigue et al., (1990) citam que as recentes alteragbes na epidemiologia da
Salmonella spp. foram caracterizadas pelo estabelecimento de um numero de
fagotipos de Salmonella Enteritidis em frangos e galinhas de postura, nao
relacionados, em alguns paises diferentes. Citam também que anteriormente, a
distribuicdo pandémica em populacdées humanas na Europa e nas Américas, foi

sugerida como sendo associada com a moderna produc¢ao intensiva de ovos.
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De acordo com Madden (1990), as cepas de Salmonella Enteritidis isoladas
na Europa e Reino Unido pertencem principalmente ao fagotipo 4, o qual parece ser
mais patogénico ao homem que outros fagotipos de microrganismos e também
patogénico para frangos. Em contraste, as cepas americanas de Salmonella
Enteritidis predominantemente fagotipo 8 e 132, apesar de patogénicas ao homem,
tem somente um efeito menor sobre frangos infectados. A coincidente emergéncia
da Salmonella Enteritidis tanto na Europa quanto nos EUA, sugere que a bactéria
pode ter se adaptado a coexistir em galinhas infectadas.

Thorne (1991) informa que dados de surtos de Salmonella Enteritidis
envolvendo alimentos outros que n&o ovos como veiculo, indicam que a dose
infectiva de Salmonella spp. de varios sorotipos pode ser muito baixa (<50 ufc).
Afirma que o mais surpreendente foi observar que a evolucdo da epidemia de
infeccdo nado estava associada com ovos sujos ou rachados como foi visto no
passado. Afirma que o isolamento da Salmonella Enteritidis em ovos classe A
intactos permitiu supor a possibilidade da infeccdo transovariana dos ovos, o que
nao foi ainda demonstrado no caso da Salmonella Enteritidis.

Mishu et al. (1991)", apud Hou et al. (1996), afirmam que as infecgdes por
Salmonella Enteritidis apresentaram um aumento intenso devido ao consumo de
ovos frescos ou alimentos contendo ovos insuficientemente cozidos. Considerando
que mais de 65 bilhdes de ovos em casca frescos sdo vendidos anualmente nos
EUA, ovos em casca podem representar um sério risco a saude se eles estao
contaminados com Salmonella spp.

Segundo Humphrey et al. (1991), a analise de alguns casos e/ou surtos de
infeccdo por Salmonella Enteritidis revela uma significativa associacédo entre o
consumo de ovos mexidos, ovos levemente aquecidos, sanduiches adquiridos em
estabelecimentos comerciais e doengas.

Muitos dos casos de infeccdo por Salmonella Enteritidis ocorrem como casos
esporadicos ou limitado a surtos em familia, mais do que como parte de um grande
surto. Muitos casos esporadicos sao causados pelo mesmo fagotipo associado com
surtos relacionados com ovos e provavelmente tem a mesma fonte (RODRIGUE et

al., 1992). No entanto, quando cozinhas comerciais servem alimentos feitos com

> MISHU, B.; GRIFFIN, P.M.; TAUXE, R.V.; CAMERSON, D.N.; HUTCHESON, R.H.; SCHAFFNER,
W. Salmonella Enteritidis gastroenteritis transmitted by intact chicken eggs. Ann. Int. Med. V.115,
p.190-194. 1991.
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ovos contaminados que nao sao suficientemente aquecidos para destruir a
Salmonella spp., um grande numero de pessoas, potencialmente, podem tornarem-
se infectadas (CDC, 1992).

Barnes e Edwards (1992), descrevendo um surto discreto de Salmonella
Enteritidis fagotipo 4, concluem que a incidéncia fornece evidéncias de que a
contaminagdao por Salmonella spp. em ovos € um problema continuo e que
evidéncias diretas, contudo, permanecem indefiniveis.

Binkin et al. (1993) citam que o numero de casos de Salmonella Enteritidis
aumentou substancialmente em muitos paises da Europa, sendo que na Inglaterra, o
numero de casos aumentou seis vezes entre 1982 e 1988, e o mesmo aconteceu
entre 1990 e 1991, sugerindo uma intensa aceleragdo. Citam também que na Franca
aumentou sete vezes entre 1986 e 1990, na Suica aumentou uma média de 51% por
ano de 1984 e 1989, na Espanha aumentou dez vezes entre 1983 e 1987, sendo
que muito desses aumentos foram atribuidos ao consumo de produtos contendo
ovos crus ou deficientemente aquecidos.

A maioria das infecgdes associadas com o consumo de ovos envolve ovos
frescos ou produtos em que eles participam como matéria-prima, e a ocorréncia de
ovos contaminados com Salmonella Enteritidis emergiu como a maior causa de
doencas de origem alimentar nos Estados Unidos desde 1985 (MORSE et al., 1994).

De acordo com Caffer e Eiguer (1994), entre 1986 e os seis primeiros meses
de 1993, foram reportados 150 surtos de DTA causadas por Salmonella Enteritidis
que atingiram mais de 6.000 pessoas na Argentina. Um total de 71,3% desses surtos
foram confirmados através de analise bacterioldgica de fezes, e 47,3% por analise
bacterioldgica dos alimentos incriminados nos surtos.

Segundo Lepoutre et al.”® (1994), apud Protais et al. (1996), na Franca, como
em outros paises, a analise de infecgdes humanas relatadas a partir de surtos de
doencas transmitidas por alimentos, mostra que ovos ou produtos de ovos
infectados com Salmonella spp. s&o importantes fontes.

O Communicable Disease Surveillance Centre'* (1995), apud Boyce et al.,
(1996), informa que na Inglaterra e Wales, o numero de isolamentos de Salmonella

Enteritidis reportados aumentou 16 vezes, de 1.101 em 1982 para 17.369 em 1994.

® LEPOUTRE, A.; SALOMON, J..CHARLEY, C.; LE QUERREC, F. Les toxi-infections alimentaries
collectives en 1993. Bulletin Epidemiologique, v.52, p.245-247. 1994.

" Communicable Disease Surveillance Centre. Salmonella in humans, England and Wales: quaterly
report. CDR REV. v.5, p.47. 1995.
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Observa que a Salmonella Enteritidis fagotipo 4 € responsavel pela maior parte
deste aumento. Conclui que, anteriormente rara, a Salmonella Enteritidis fagotipo 4,
naquele momento responde por 79% dos isolamentos de Salmonella Enteritidis
reportados ao Communicable Disease Surveillance Centre.

Na regido Noroeste do Estado de Sao Paulo, foi notificado, pela primeira vez
em julho de 1993, surto causado por Salmonella Enteritidis afetando alunos de uma
escola, no qual 772 pessoas foram expostas e 211 foram afetadas, conforme
descrito por Kaku et al. (1995).

Araujo et al (1995) descrevem quatro surtos, em Sorocaba, associados ao
consumo de alimentos preparados a base de ovos crus, que aconteceram em um
restaurante “self-service” onde foram afetados 60 pessoas e, entre estas, 32
necessitaram de atendimento hospitalar; em refeicdo domiciliar onde nove pessoas
foram expostas e as nove foram afetadas com duas hospitalizacdes; entre familiares
durante ceia de natal; e em uma pequena industria metalurgica onde 20 pessoas
foram expostas e desta 19 foram afetados sendo seis com atendimento hospitalar.
Os sintomas apresentados foram semelhantes nos surtos relatados e constaram de
diarréia, fortes dores abdominais, prostacdo, cefaléia e vOmito variavel. Dos
alimentos analisados, isolou-se a Salmonella Enteritidis em arroz, coxa de frango,
lazanha e maionese. Do surto entre familiares durante ceia de natal, em amostras de
ovos do mesmo lote usado para o preparo do molho de maionese, foi isolada a
Salmonella Enteritidis. No surto ocorrido na industria metalurgica a Salmonella
Enteritidis foi isolada de amostras de maionese efetivamente consumida. Os autores
concluem que a incidéncia de surtos de DTA provocadas por Salmonella Enteritidis
esta relacionada ao consumo de ovos crus em Sorocaba, que a contaminagao
cruzada acontece durante a manipulacido e preparo de alimentos, seno que a
Salmonella Enteritidis tem condicdes de contaminar alimentos via utensilios e
manipuladores e que a condigdo de portador pode existir temporariamente. Os
autores sugerem a implantagcdo de rastreamento de Salmonella spp. em ovos, para
avaliacdo e caracterizagdo do risco (perigo) de causar salmonelose, assim como
programa de informacdo a comunidade com esclarecimento suficiente para
impedir/diminuir o consumo de ovos crus ou medianamente cozidos e instruir sobre
o perigo e as formas de controle das possiveis vias de contaminagdo cruzada

durante o preparo/manuseio de alimentos.
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Pissani et al. (1995) citam que na regiao de Campinas, no periodo de 1994-
95, foram notificados 15 surtos causados pela Salmonella Enteritidis.

Fuzihara et al. (1995) relatam a ocorréncia de quatro surtos, em Santo André,
no periodo de 1994-95.

Kaku et al. (1995) descrevem que a partir de meados da década de 90, a
Salmonella Enteritidis tornou-se o sorotipo prevalente em salmoneloses humanas,
particularmente em surtos de origem alimentar, mas também em surtos atribuidos a
diferentes fontes ndo humanas.

De acordo com CDC (1996), a Salmonella Enteritidis responde por um
aumento na proporcao de todos os sorotipos de Salmonella spp. reportados para o
Sistema Nacional de Inspecédo de Salmonella spp. do CDC. Durante o periodo de
1976 até 1994, a proporcao de isolamentos de Salmonella spp. reportados, que
foram confirmados como Salmonella Enteritidis, aumentou de 5% para 26%. Durante
o periodo se 1985 até 1995, os departamentos de saude locais e estaduais
reportaram 582 surtos de Salmonella Enteritidis, que provocaram 24.058 doentes,
2.290 hospitalizagdes e 70 mortes. Durante o periodo de 1976 até 1994, as taxas de
isolamento de Salmonella Enteritidis aumentaram nos EUA de 0,5 para 3,9 por
100.000 habitantes. Nos EUA, tanto os casos isolados como os surtos associados
com Salmonella Enteritidis, frequentemente foram associados com o consumo de
ovos frescos ou mal cozidos. Os dados informados demonstram que os surtos de
infeccdo por Salmonella Enteritidis associados com ovos persistem como um
problema de saude publica em estabelecimentos de servicos de alimentagéo,
instituicbes de assisténcia e residéncias através dos EUA. No entanto o risco para
infeccdo por Salmonella Enteritidis em humanos pode ser reduzido através de agdes
de prevengao em saude publica.

Boyce et al. (1996) citam que em abril de 1993 o primeiro surto americano de
infeccdo de Salmonella Enteritidis fagotipo 4 identificado ocorreu entre 130 pessoas
(48 com cultura confirmada) que se alimentaram em um “fast food” de comida
chinesa em El Passo, Texas. Apesar da ocorréncia de casos esporadicos da
infeccao terem sido reportados nos EUA, este foi o primeiro surto de Salmonella
Enteritidis fagotipo 4 reportado nos EUA que n&o foram associados com viajantes
estrangeiros. Analisam que apesar da contaminagdo dos ovos com Salmonella
Enteritidis, surtos devido a este microrganismo sao preveniveis através da adogao

de praticas de preparacao de alimentos seguros, tal como evitar o uso de mistura de
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ovos. A mistura de ovos permite que um grande numero de pessoas sejam
infectadas a partir de apenas um ovo contaminado; restaurantes ndo deveriam usar
mistura de ovos em casca, mas sim produtos de ovos pasteurizados. Nenhum caso
de infeccdo por Salmonella Enteritidis foi notificado a partir do uso de ovos
pasteurizados. Para prevenir a ocorréncia de surtos de Salmonella Enteritidis
associados a ovos, manipuladores de alimentos devem ser instruidos quanto a
manipulagdo correta dos ovos; isso inclui evitar uso de mistura de ovos, usar
refrigeragdo adequada, evitar contaminacdo cruzada com outros alimentos,
aquecimento insuficiente e temperaturas de manutengao inadequadas. Consideram
que a razao para essa epidemia de Salmonella Enteritidis fagotipo 4 nao é clara.
Alguns pesquisadores sugerem que as cepas de Salmonella Enteritidis fagotipo 4
sdo0 mais invasivas em aves jovens, facilitando a transmissao transovariana para a
geragao seguinte. Qualquer que seja 0 mecanismo, a corrente epidemia nos paises
Europeus sugere que uma vez que a Salmonella Enteritidis fagotipo 4 € introduzida
na populagdo de galinhas de postura, esta tem a capacidade de se disseminar
rapidamente, infectando tanto populagcdes de aves quanto populagdes humanas e
persiste como cepa dominante nestas populagoes.

Segundo Tauxe (1997), as salmoneloses n&o tiféides substituiram as
salmoneloses tifdides que imperavam até o final da década de 50 (Anexo 1).

O aumento dramatico de DTA causada por Salmonella Enteritidis em
comparagao com outras bactérias do género Salmonella spp. pode estar relacionado
com a infecgao por Salmonella Enteritidis nos tecidos reprodutivos. Mais estudos séo
necessarios para se confirmar a causa para o aumento dos casos de DTA causados
por Salmonella Enteritidis e reduzir o risco para a saude no consumo de ovos
(MIYAMOTO et al., 1998).

Peresi et al. (1998) descreveram 23 surtos notificados ocorridos na regiao
noroeste do Estado de S&o Paulo no periodo compreendido entre julho de 1993 a
junho de 1997. Dos 23 surtos analisados, a grande maioria estava associada ao
consumo de alimentos contendo ovos, sobretudo ovos crus ou com cocgao
insuficiente. Concluem que os elevados indices de hospitalizagdo dos individuos
afetados no surto que envolveu internos de um asilo de idosos e de outro, onde
criangas representaram 66,7% dos afetados, indicam a gravidade da infeccdo em
pacientes de faixas etarias extremas e enfatiza a necessidade de uso de ovos com

cocgao completa. Concluem também que o isolamento de Salmonella Enteritidis de
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alimentos nao indicados como veiculadores pelo inquérito epidemioldgico e que nao
continham ovos, relativo a alguns surtos, sugerem a ocorréncia da contaminagao
cruzada durante o preparo da refeicao. Este fato demonstra a importancia das boas
praticas de higiene no preparo de alimentos e reforga a necessidade da implantagao
de programas de orientacdo aos profissionais manipuladores de alimentos. Citam
outros pesquisadores que verificaram que no Estado de Sao Paulo, a Salmonella
Enteritidis representou, nas duas ultimas décadas, 0,4-1% de todos os sorotipos
isolados de infeccbes humanas, que a partir de 1993, ocorreu aumento crescente no
seu isolamento e, em 1995, passou a ser o sorotipo predominante, correspondendo
a 64,9% dos isolamentos de material biolégico de origem humana e 40,6% de outras
origens.

Segundo Walford e Noah (1999), embora quase néo considerada uma doenga
emergente, a DTA provocada por Salmonella spp. reemergiu tanto em incidéncia
como em importancia na década de 90 (Anexo 2). A maior parte deste processo
pode ser atribuido a Salmonella Enteritidis que foi incriminada em 70% de todos os
casos infeccdo por Salmonella spp. e destas 45% foram fagotipo 4 e todas
intimamente relacionadas com ovos e frangos.

Apesar de décadas de pesquisas e programas de controle, a salmonelose
continua a ser uma das mais prevalentes formas de doenga bacteriana de origem
alimentar. Estima-se que 1.412.498 casos de salmonelose ocorreram nos EUA a
cada ano (MEAD et al., 1999).

De acordo com CDC (2000), os isolamentos de Salmonella Enteritidis
reportados para o CDC aumentaram de 0,6 por 100.000 pessoas em 1976 para 3,6
em 100.000 pessoas em 1996. Estudos epidemioldgicos de casos isolados e surtos
indicam que o aumento estava associado com o consumo de ovos em casca frescos
ou mal cozidos. De 1996 até 1998, o numero de casos confirmados por cultura
informados ao CDC diminui para 2,2 por 100.000. No entanto, surtos da doenca
causada por Salmonella Enteritidis continuaram a ocorrer. No periodo de 1985 até
1998, os departamentos de saude dos estados e territdrios reportaram 796 surtos de
Salmonella Enteritidis com 28.689 doentes, 2.839 hospitalizacbes e 79 mortes. De
360 surtos com a fonte confirmada, 279 (82%) foram associados com ovos em casca

frescos ou mal cozidos.
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Segundo Palmer et al. (2000), as investigacdes sistematicas representaram
um importante papel no estabelecimento de que os ovos de galinha foram a maior
causa da pandemia de Salmonella Enteritidis nos anos 80 e 90.

Chang (2000) cita que a infec¢ado por Salmonella spp. representa 55,1% das
doencgas bacterianas de origem alimentar reportadas desde 1993 até 1996 na
Coréia.

Estima-se que a taxa de contaminagdo transovariana por Salmonella
Enteritidis esteja por volta de um em 20.000 ovos produzidos nos EUA. Apesar desta
taxa ser realmente baixa, existe uma variacdo definida do risco relacionado com a
regiao e produtor. Junto a isso, considerando que uma estimativa de 47 bilhdes de
ovos em casca foram vendidos a cada ano nos EUA, algo em torno de 2,3 milhdes
de ovos em casca contaminados com Salmonella Enteritidis podem chegar até os
consumidores (BRACKETT et al., 2001).

Okamura et al. (2001) citam que apesar de 2.200 tipos de sorovares serem
conhecidos, somente os surtos de salmonelose humana causadas pela Salmonella
enterica sub espécie enterica sorovar Enteritidis aumentou substancialmente através
do mundo desde meados dos anos 80, e tem-se tornado um importante problema de
saude publica e economia a nivel mundial. Citam que a prevaléncia de infec¢des por
outros sorovares de Salmonella spp. tem permanecido a mesma ou diminuida.
Analisam que as razdes para o aumento da dominancia da Salmonella Enteritidis
nos casos de enfermidades transmitidas por alimentos sido provavelmente
multifatoriais, contudo, analises epidemiolégicas sugerem ovos ou produtos de ovos
contaminados como os principais fatores de risco para a infeccdo esporadica por
Salmonella Enteritidis. Concluem que a predominancia deste sorovar em muitos
paises sugere que a Salmonella Enteritidis deve ter caracteristicas ou capacidades
unicas para contaminar ovos e devem, por meio disso, apresentar risco maior para a
saude publica do que outros sorovares. Contudo, o porqué da Salmonella Enteritidis
ser o sorovar predominante entre 2.200 sorovares de Salmonella spp. na incidéncia
de salmoneloses humanas nao foi provada.

Levando em consideragao as observagdes de outros pesquisadores de que a
maioria dos casos de infecgdes de origem alimentar no Reino Unido ocorreu
esporadicamente e ndo em surtos reconhecidos, que alimentos preparados em casa
foram considerados uma provavel fonte de muitos dos casos individuais, apesar de

raramente ser possivel identificar o veiculo e as fontes da infecgdo esporadica, que
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os alimentos suspeitos raramente estavam disponiveis e a estdria de exposicdo de
apenas um individuo foi usualmente impossivel de interpretar, que poucos estudos
de caso controle de infecgdes esporadicas foram conduzidos no Reino Unido e que
estes demonstram associagdo com o consumo de ovos em casca frescos, que estes
estudos nao distinguem claramente entre alimento preparado em casa e alimento
comprado fora, que investigacbes de surtos relacionados com alimento preparado
em cozinhas domésticas sugerem que a contaminagédo cruzada desempenhou um
importante papel, que a manipulagdo de alimentos tais como carcagas de frangos e
ovos mostrou-se positiva para a disseminagcdo de patégenos nas superficies das
cozinhas, utensilios e toalha de louga e que o papel da contaminagao cruzada na
etiologia de casos esporadicos ndo foi determinada, Parry et al. (2002) estudaram
um caso controle de um caso esporadico de Salmonella spp. para identificar os
fatores de risco em uma cozinha doméstica e concluem que, como em outros
estudos, ocorre uma associagao com o consumo de ovos mal aquecidos, mas nao
com o consumo de frangos, e que o consumo de ovos frescos foi o mais
proeminente fator de risco, mas que explicaria somente 20% dos casos.

Tavechio et al. (2002) estudaram 4.581 sorotipos de Salmonella spp. isolados
de fontes ndo humanas em Sao Paulo, de janeiro de 1996 até dezembro de 2000, e
entre os 123 sorotipos identificados, a Salmonella Enteritidis ficou em primeiro lugar
por varios anos exceto em 1999, quando foi suplantada pela Salmonella senftenberg
devido ao largo numero dessas cepas que foram isoladas de amostras do ambiente
e enviadas para um laboratério particular. A maioria dos 170 surtos de Salmonella
spp. de origem alimentar detectados durante o periodo de realizagdo do trabalho
foram causados por maionese caseira, e a Salmonella Enteritidis representou 95%
dos isolamentos a partir desta fonte. De 4% de todas as cepas de Salmonella spp.
isoladas de ovos em casca nao pasteurizados, em torno de 60% foram cepas de
Salmonella Enteritidis. Os autores concluem que na década de 90 quase o0 mesmo
sorotipo predominou entre os isolamentos ndo humanos no Estado de S&o Paulo.

Conforme Silva e Duarte (2002), as taxas de crescimento da avicultura
brasileira na década de 90 criaram condicbes favoraveis para a manutengao e
proliferacdo da Salmonella Enteritidis nos plantéis avicolas. Além disso, o uso
indiscriminado de antibidticos em aves, particularmente as quinolonas, encorajou a
manutencio de lotes positivos para Salmonella Enteritidis. As cepas de Salmonella

Enteritidis isoladas de aves tém mostrado alta sensibilidade aos antibidticos de uso
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comum em avicultura, incluindo as quinolonas. Entretanto, o aumento da resisténcia
antimicrobiana e multirresisténcia foi observado em cepas de origem humana. Os
ultimos levantamentos realizados no ano de 2001 mostram que a Salmonella
Enteritidis em materiais avicolas € o principal sorovar responsavel pelas infecgdes
humanas. Embora as carcagas de frangos apresentem altas taxas de contaminagao
por Salmonella Enteritidis, sdo os ovos e seus derivados, principalmente a maionese
caseira, 0s principais responsaveis pelos surtos humanos. O uso de vacinas
especificas em poedeiras e reprodutoras tem se mostrado uma ferramenta auxiliar
no controle de Salmonella Enteritidis. O procedimento mais indicado para o controle
de Salmonella Enteritidis na avicultura esta na aquisicao e producgao de lotes livres
do agente. As ragbes e matérias primas de origem animal parecem n&o ser téo
importantes na perpetuacdo do problema de Salmonella Enteritidis, porém, os
roedores parecem ser reservatorios ambientais importantes de Salmonella Enteritidis
em granjas contaminadas.

Molbak e Nelmann (2002), informam que pesquisadores tem observado que
viagens internacionais foram o maior fator de risco para infeccdo com Salmonella
Enteritidis, e que & concebivel que um largo numero de infecgdes associadas a
viagens foram adquiridas a partir do consumo de ovos. Analisam que baseado na
sistematica fagotipagem de isolamentos a partir de humanos e da cadeia alimentar,
estima-se que 55 a 65% dos casos de salmonelose na Dinamarca poderiam ser
atribuidos a ovos. Surtos de infeccdo por Salmonella Enteritidis associadas com
ovos € uma evidéncia que indica que o aumento da infecgdo em humanos vem
sendo causado pela disseminagdo da Salmonella spp. entre granjas de postura
dinamarquesas. Confirmam a hipétese de que ovos em casca contaminados sao as
fontes primarias de infeccdo humana por Salmonella Enteritidis, e que o risco é
particularmente associado com o consumo de refeigdes especificas contendo ovos
frescos ou tratados rapidamente.

Alguns estudos envolvendo aves experimentalmente e naturalmente
infectadas com Salmonella Enteritidis indicam que a camada interna da casca, junto
as membranas da casca, sao frequentemente as partes mais infectadas de ovos
lavados e concluem que a contaminagdo da casca do ovo ocorre principalmente no
interior do trato reprodutivo. Mesmo quando a liberagdo intestinal de Salmonella

Enteritidis cessa, a casca do ovo pode apresentar cultura positiva. Estes dados
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sugerem que a infeccdo do trato reprodutivo baixo (istmo e utero) deve ser
importante na contaminacao de ovos por Salmonella Enteritidis (BUCK, et al., 2003).

De acordo com CDC (2003), nos EUA, o numero de isolamentos de
Salmonella Enteritidis reportados para o CDC foi de 3,8 para cada 100.000 pessoas
em 1995. Apesar das taxas de culturas confirmadas para Salmonella Enteritidis
reportadas pelo CDC declinarem para 1,9 em 1999, as taxas nao declinaram mais
adiante em 2001, e surtos continuam a ocorrer. Investigagdes de surtos e casos
esporadicos tem indicado repetidamente que quando um alimento veiculo é
identificado, a mais comum fonte de infec¢gao por Salmonella Enteritidis sdo ovos em
casca frescos ou subaquecidos. Durante o periodo de 1990 a 2001, os
departamentos de saude estaduais e territoriais reportaram 677 surtos de
Salmonella Enteritidis, os quais produziram 23.366 doentes, 1988 hospitalizagdes e
33 mortes. Entre 309 surtos reportados com um veiculo de transmissao confirmado,
241 (78%) foram associados com ovos em casca, produzindo 14.319 doentes.
Destes, 10.406 doentes ocorreram entre 1990 e 1995, e 3.913 ocorreram durante
1996 até 2001.

2.2.2.3.1 Prevencéo e controle

O CDC (1987) indica que a manipulacao apropriada e o cozimento dos ovos
podem minimizar o risco da ocorréncia de DTA causada por Salmonella spp.
associada a ovos e que pesquisas futuras sdo necessarias para entender a ecologia
da colonizagcdo em frangos e outros alimentos de origem animal e para determinar o
caminho para uma futura redugcédo da contaminagao de ovos e outros alimentos de
origem animal.

O CDC (1988) faz citacdo de um programa de controle de Salmonella
Enteritidis que foi desenvolvido pelos departamentos estaduais de saude juntamente
com cientistas de aves, industria de ovos, USDA, FDA e CDC. Observa que o
controle a longo prazo pode depender da eliminagédo de lotes infectados ou do uso
de produtos de ovos pasteurizados e que a manipulagao correta e o cozimento dos
ovos pode minimizar o riscos de salmoneloses. Cita que clinicos estdao sendo
encorajados a reportar casos de salmoneloses para os departamentos de saude
locais e estaduais.

Muitos produtos tais como o molho Caesar salad, molho holandez, gemada e

sorvete caseiro, foram implicados em surtos de Salmonella Enteritidis porque eles
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recebem tipicamente pouco ou nenhum tratamento térmico antes do consumo. Além
disso, certas praticas tradicionais de aquecimento de ovos podem ser inadequadas
para destruir Salmonella spp. em ovos (ST LOUIS et al., 1988).

Humphrey et al. (1989b), observam que a associagao entre a contaminagao
de ovos e doencas humanas, conduziu a um esforco no sentido de quantificar o
risco para o publico. Ovos testados em relagdo a casos isolados ou surtos podem
render uma proporgéao significativa de positivos, enquanto que ovos provenientes de
lotes de aves incriminados sao frequentemente negativos em repeticdes de testes
subsequentes. Essa observagao sugere que a produgao de ovos contaminados deve
ser intermitente e poderia possivelmente explicar por que rotineiramente testes feitos
ao acaso raramente apresentam resultado positivo. Citam manuais para
fornecedores de alimentos para hospitais sobre o uso de ovos em casca, editado
pelo Departamento de Saude da Inglaterra e Wales, que adverte que ovos frescos
ou ligeiramente aquecidos ndo devem ser servidos para os pacientes em hospitais.
Muitos casos de infecgdes por Salmonella Enteritidis ocorrem como casos
esporadicos ou limitados a surto em familia. Muitos desses casos esporadicos ou
surtos limitados podem ser associados com o consumo de ovos contaminados que
foram insuficientemente cozidos para matar a Salmonella spp. Portanto, a ocorréncia
de infecgbes adquiridas através do consumo de alimentos preparados em cozinhas
de residéncias deve ser reduzida através da melhoria da educagdo dos
consumidores com respeito ao risco do consumo de ovos frescos ou mal cozidos e
pelo aumento da disponibilidade de ovos pasteurizados. Para reduzir o risco de
infeccdo por Salmonella Enteritidis em outros lugares, tais como enfermarias e
hospitais, produtos de ovos pasteurizados devem ser usados como prescrigcao.
Similarmente, estabelecimentos comerciais de alimentagdo podem reduzir o risco de
surtos usando produtos de ovos pasteurizados em tais prescrigdes.

Esforgos para diminuir ou prevenir a transmissdo de Salmonella Enteritidis de
alimentos para o homem depende de uma deteccdo precisa de infecgcdes de
Salmonella Enteritidis em galinhas. A identificacdo de granjas positivas através de
métodos bacteriolégicos ou sorologicos somente é efetiva se as dinamicas da
infecgdo das galinhas sdo bem entendidas. A disseminagdo de Salmonella
Enteritidis nos érgdos internos das aves, por exemplo, sugere que a contaminagao
transovariana dos ovos pode ocorrer. O isolamento de Salmonella Enteritidis dos

orgaos internos foi assim proposto como um requerimento para a classificagao de
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granjas como infectadas e capazes da produgcdao de ovos com o conteudo
contaminado (GAST; BEARD, 1990a).

Madden (1990), informa que em abril de 1988, o FDA e o USDA formaram
uma forga tarefa para desenvolver estratégias para o controle do aumento continuo
surtos de Salmonella Enteritidis relacionados com ovos e para desenvolver
programas de pesquisa necessarios ao controle do risco para a saude publica
relacionado com este problema. Um encontro publico nacional patrocinado pelo FDA
e pelo USDA foi realizado em Washington, DC, em 15 de setembro de 1988. Os
comentarios feitos neste encontro foram incorporadas ao programa de controle
estratégico originalmente preparado pelos membros da Conferéncia Nordeste em
Doenga das Aves. Um modelo voluntario de programa estadual para garantia de
qualidade quanto a Salmonella Enteritidis foi entdo emitido para os estados e
territérios em 2 de novembro de 1988. O Programa trabalha com o teste de todas as
granjas de reproducgao. Detalhes do programa incluem o monitoramento do ambiente
dos galpdes, teste soroldgico das aves dos galpdes para determinar a exposi¢céo a
Salmonella Enteritidis, cultura microbiolégica de 6rgados de aves aleatoriamente
selecionadas nos galpdes, e periodicamente testar a morte de embrides no ovo. A
granja foi considerada positiva para Salmonella Enteritidis somente se esta bactéria
estiver presente nos 6rgados internos (excluindo os intestinos e pulmdes) em aves
selecionadas. O plano mais adiante trabalha com o teste de granjas comerciais se
elas foram relacionadas com doencas humanas ou se elas foram derivadas de
granjas de reproducao detectadas como positivas para Salmonella Enteritidis.
Analisa que muitas questdes cientificas permanecem sem resposta. Apds setembro
de 1988, reunides publicas, veterinarios e cientistas do USDA, FDA e CDC e
académicos e veterinarios de varias instituicbes revisaram a literatura e
estabeleceram pesquisas prioritarias. Varios projetos de pesquisa foram entéo
desenvolvidos pelo USDA e FDA e pela prépria industria de ovos que gastaram
milhdes de ddlares. Os frutos de todos estes esforgcos ainda nao foram visualizados
ainda, mas tem-se aprendido sobre esta doenga em galinhas e os possiveis meios
de se remover ou excluir esta bactéria das granjas de galinhas. Informa que o
governo federal conduziu uma campanha de prevencdo da doenca através do FDA e
USDA. Jornais e revistas divulgaram informagdes para alertar o publico sobre o risco
de consumo de ovos frescos e refeicdes contendo ovos. O FDA e CDC também

prepararam e distribuiram um video sobre a correta manipulagdo e aquecimento de
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alimentos, incluindo ovos e alimentos contendo ovos, para individuos com FDA.
Observa que o plano de testes obrigatérios nao deve se restringir ao nivel de criagéo
de frangos. Os incubatérios devem ser incluidos tanto que os produtores de ovos
renovando a populacdo dos galpdes possam ter garantido que as novas galinhas
foram obtidas de ovos postos por galinhas negativas para presenca de Salmonella
Enteritidis. Produtores de ovos comerciais devem também ser incluidos no plano
obrigatério. Apesar deles ndo necessitarem seguir os mesmos testes sorologicos e
microbioldgicos indicados para novos criadores, eles devem testar o ambiente do
galpao antes de colocar novas aves. Seguindo estas regras se asseguraria que ovos
de galinha sao seguros para o consumo.

Conforme CDC (1990), para atacar o problema de saude publica
representado pela Salmonella Enteritidis, duas importantes medidas foram
implementadas. Primeiro, em fevereiro de 1990, o USDA comegou a investigar lotes
de poedeiras de ovos que sao epidemiologicamente implicados em surtos de doencga
humana, e sengundo, a movimentacao interestadual de ovos de lotes verificados
como contaminados com Salmonella Enteritidis (através de cultura a partir de 6rgaos
de aves) foi restringido e estes desviados para o processamento de pasteurizagéao
ou destruicdo. Segundo CDC (1990), em agosto de 1990, o FDA revisou o cédigo de
seguranga alimentar na comercializagdo de alimentos para incluir os ovos como
alimento de risco potencial. O codigo revisado recomenda que ovos (que
anteriormente eram dispensados da regulamentagdo federal sobre tempo e
temperatura que sao aplicados a outros alimentos de origem animal) sejam
refrigerados durante a estocagem. Além disso, estabelecimentos de alimentac&o s&o
aconselhados a ndo servir ovos frescos ou mal cozidos e substituir por ovos
pasteurizados.

Bradshaw et al. (1990) citam que os dados sobre a cinética do crescimento de
Salmonella Enteritidis na gema de ovos em casca a partir de aves normais mostram
que qualquer abuso de temperatura, ou estocagem a 16°C, permitem uma rapida
amplificacdo a partir de um pequeno numero de células até elevados niveis
suficientes para causar infeccdo humana. Analisam que a alta incidéncia de surtos
de Salmonella Enteritidis durante os meses de verao, pode, em parte, ser resultado
de tais abusos de temperatura, que permitem uma rapida multiplicacdo desses

microrganismos até niveis elevados o suficiente para causar infecgdo humana.
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Segundo Thorne (1991), os custos da prevencado de salmoneloses ndo sao
conhecidos, mas o custo de um unico surto em hospital (envolvendo 242 pessoas e
trés mortes) foi estimado entre US$ 340.000 e US$ 1.530.000 em 1985. Para o
controle do aumento da incidéncia de Salmonella Enteritidis e a sua erradicacdo de
granjas de reprodugao e postura, a base para a diferenciagdo na viruléncia entre
fagotipos de Salmonella Enteritidis, precisa ser identificada. Tais informacoes
basicas proporcionardo condicbes para a identificagdo especifica de granjas
infectadas com cepas epidemiologicamente importantes, e permite o0
desenvolvimento de sistemas viaveis para intervencéo e controle.

Baseados em evidéncias epidemioldgicas, Gast e Beard (1992) sugerem que
os surtos de Salmonella Enteritidis em humanos associados com ovos geralmente
resultam de uma série de trés eventos independentes. Primeiro, os ovos
contaminados com Salmonella Enteritidis devem ser produzidos por aves
contaminadas. Segundo, os ovos contaminados devem ser objeto de manipulagéao
impropria a qual permita a multiplicagdo da Salmonella Enteritidis até niveis
infecciosos. Terceiro, os ovos contaminados com Salmonella Enteritidis devem ser
subtratados termicamente ou consumidos frescos.

Segundo Nascimento et al. (1992), as industrias de ovos normalmente
empregam métodos padrdes de controle de qualidade, muitos destes s&o subjetivos
e assumem que a estrutura da casca é uniforme. Os mecanismos de defesa
inerentes a casca podem ser prejudicados tanto por um mau funcionamento do
oviduto ou acidente no caminho entre a ave e o consumidor, sendo assim, uma
avaliacao realista das imperfeicdes inerentes da casca devem ser a primeira etapa
no desenvolvimento de uma melhor medida de qualidade do ovo.

Os dados obtidos Saeed e Koons (1993) indicam que uma excessiva
contaminagao dos ovos direcionados para pasteurizagdo poderia ser evitada através
de uma refrigeragao dos ovos. A refrigeracdo mantém baixo o numero de Salmonella
Enteritidis e pode facilitar uma pasteurizacdo mais efetiva. Indicam também que a
refrigeragdo dos ovos rapidamente depois de recolhidos e classificados na granja e
durante a estocagem em mercados varejistas, servicos de bufé e nas residéncias
pode ser uma efetiva barreira contra a infecgdo do consumidor com Salmonella
Enteritidis.

Segundo Mason (1994), uma ocorréncia altamente ascendente de

salmoneloses em humanos causados por Salmonella Enteritidis nos EUA entre 1985
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e 1989 resultou em um programa de levantamento epidemioldgico desenvolvido pelo
governo e que comegou em 1990. Granjas de postura consideradas como fonte de
surtos relacionados a ovos foram testadas para Salmonella Enteritidis e os ovos
dessas granjas foram desviados para industrias de processamento de produtos de
ovos para serem pasteurizados. Um programa para eliminacdo de Salmonella
Enteritidis de granjas de criagcado e de reproducao foi iniciado na mesma época. A
subsequente inspegao das galinhas e do conteudo liquido antes da pasteurizagéo
revelou que a Salmonella Enteritidis estava muito mais prevalente do que se
suspeitava, e que a prevaléncia mais elevada foi detectada nos Estados do nordeste
e meio atlantico. Desde que as taxas nao diminuiram nos dois anos subsequentes
um projeto piloto foi iniciado em 1992 na Pensilvania, uma das areas mais afetadas.
O projeto foi desenvolvido para reduzir o numero de surtos de Salmonella Enteritidis
desviando os ovos de granjas afetadas e ao mesmo tempo tentando delinear os
aspectos epidemioldgicos e de controle da doenca. Com os resultados obtidos nos
primeiros 18 meses de execugdo do projeto piloto, um programa bem maior para
controle de Salmonella Enteritidis foi implementado na mesma area a partir de
outubro de 1993.

Evidéncias consideraveis sugerem que sempre que uma granja apresenta
infeccdo disseminada de Salmonella Enteritidis, a contaminagdo dos ovos ocorrem
infreqientemente e sempre envolvem um pequeno numero de células de Salmonella
Enteritidis. Consequentemente um numero maior de ovos devem ser analisados
para se obter um grau satisfatério de confianga do teste que assim sera
suficientemente sensivel para detectar qualquer Salmonella Enteritidis que esteja
presente. Normalmente recomenda-se que seja analisado o conteudo de dez a trinta
ovos juntos. Na analise de um grupo de ovos o método de plaqueamento direto, foi
menos sensivel que o método de com enriquecimento em caldo para a detecgéo de
Salmonella Enteritidis. Detecgdo consistente (100%) em grupos contaminados
experimentalmente requer um nivel minimo de células 10.000 vezes maior de
Salmonella Enteritidis no método de plagueamento direto do que no método de
enriquecimento em caldo. A menor sensibilidade do método de plagueamento em
comparag¢ao com o método de enriquecimento pode ser justificada pelo tamanho da
aliquota do grupo analisado que no caso de plaqueamento direto é capitado por um
swabb enquanto que no método de enriquecimento o volume da aliquota é de 20

mL. Somando-se a isso, as duas etapas de enriquecimento proporcionam uma
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oportunidade para o aumento na concentragao de células de Salmonella Enteritidis
nas amostras antes do plaqueamento. A diferenca na sensibilidade da detecgao
entre o plagueamento direto e 0 método observado neste estudo ajuda a explicar a
baixa frequéncia em que o plagueamento direto identifica os grupos de ovos
contaminados com um pequeno numero inicial de Salmonella Enteritidis observados
em outras pesquisas( GAST; HOLT, 1995b).

Schoeni et al. (1995) obtiveram resultados que demonstram a necessidade de
uma rapida remocéo da contaminacao fecal de ovos para se diminuir o potencial de
penetracdo de Salmonella spp. no conteudo dos ovos. Descrevem que apesar do
numero pequeno de Salmonella spp. que podem contaminar o ovo via transovariana
ou através da casca, essa pequena populagao nédo pode ser ignorada. Temperaturas
de estocagem inferiores a 4°C combinadas com as defesas naturais ndo previnem
completamente a multiplicagdo da Salmonella spp. Ja que uma rapida multiplicacao
ocorre a 25°C, um minimo de abuso no controle da temperatura poderia causar
elevados numeros de Salmonella spp. no ovo. Consideram a necessidade de um
controle apropriado dos procedimentos de estocagem, aquecimento e consumo
como critica. Citam que a gema € altamente nutritiva e a multiplicacdo nela nao é
improvavel, mesmo a 4°C. Observaram que a Salmonella Enteritidis foi capaz de
crescer bem no albumem a 25°C, enquanto ligeiro crescimento foi observado em
alguns casos a 10°C e a 4°C. Citam que a alta percentagem de ovos contaminados
e a taxas de penetragcdo mais rapidas foram observadas quando um diferencial de
temperatura foi criado. Essa observacao ¢é significativa desde de que os diferenciais
de temperatura sdo produzidos quando os ovos sao transferidos da produgao para a
estocagem. Analisam que desde de que praticas padrdes de aquecimento podem
nao eliminar altos niveis de Salmonella Enteritidis, a temperatura de estocagem
pode ser muito importante no controle de infecgdes por Salmonella spp. e
manutengao da qualidade do ovo.

A refrigeracdo dos ovos durante a estocagem adicionalmente aumenta a
sensibilidade térmica da Salmonella Enteritidis (HUMPHREY', 1995, apud
MESSENS et al., 2002).

Holt et al. (1996) citam que em um esfor¢o para se controlar o problema de

surtos de infecgdes por Salmonella Enteritidis relacionados a ovos ou produtos de

" HUMPHREY, T.J. Contamination of eggs with potential human pathogens. In: BOARD, R.G;
FULLER, R. Microbiology of The Avian Egg. London, Chapman & Hall. 1995. p.93-116.



71

ovos, a industria de ovos iniciou um programa de vacinagdo com “bacterins” de
Salmonella Enteritidis como uma medida de intervengao. Evidéncias experimentais
mostraram que a vacinagdo contra a Salmonella Enteritidis significativamente
diminuiu a progressdo da infecgdo de galinhas por esta bactéria, incluindo a
diminuicdo da producdo de ovos contaminados com Salmonella Enteritidis. Pela
reducdo da frequéncia de ovos contaminados com Salmonella Enteritidis, a
vacinagao desempenha um importante papel na protecdo do consumidor contra DTA
provocada pela Salmonella Enteritidis. O segundo beneficio potencial da vacinagao
sdo os anticorpos na gema. Galinhas vacinadas com uma vacina de Salmonella
Enteritidis destruida apresentam forte resposta imunolégica no soro e
concomitantemente na gema com um aumento dos anticorpos anti Salmonella
Enteritidis. Os resultados obtidos indicam que a capacidade do conteudo do ovo de
galinha vacinada inibir Salmonella Enteritidis ocorre quando uma quantidade
pequena de Salmonella Enteritidis esta presente, mas pode ser subjugada quando
altas doses de Salmonella Enteritidis estdo presentes. O possivel papel
desempenhado pela limitagdo de ferro combinado com a presenca de anticorpo
especifico sobre a inibicdo do crescimento de Salmonella Enteritidis no conteudo de
ovos esta sendo estudado. A descoberta de que o conteudo dos ovos de galinhas
vacinadas inibiram a multiplicacdo de Salmonella Enteritidis pode significar uma
importante aplicagdo na industria de ovos. Contudo a produgdo de ovos contendo
anticorpos dura um periodo curto de oito a dez semanas. Para ser economicamente
viavel para industria este tempo deve ser aumentado algumas vezes.

O uso de linhagens de aves resistentes a infeccdo por Salmonella spp.
poderia ser um caminho para prevenir tais transmissdes (PROTAIS et al., 1996).

A condigcdo do ambiente da granja pode servir com um indicador potencial de
que a granja pode produzir ovos contaminados com Salmonella Enteritidis, e isso foi
usado para determinar as mudangas no regulamento corrente quanto a Salmonella
Enteritidis (KINDE et al., 1996).

Gast et al., (1997) afirmam que a significativa associagado epidemioldgica
entre a doenga humana causada pela Salmonella Enteritidis e 0 consumo de ovos
contaminados tornou a detecgdo de granjas infectadas com Salmonella Enteritidis
um importante objetivo de saude publica. Testes para Salmonella Enteritidis em
frangos foram aplicados tanto para identificar granjas que estdo produzindo ou séo

capazes de produzir ovos contaminados e para determinar a efetividade das
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medidas de controle tais como vacinagao, sanitizagao, controle de roedores e
bioseguranca. Programas para deteccdo de Salmonella Enteritidis em galinhas
tipicamente inclui duas sucessivas séries de testes. Uma etapa inicial de pesquisa
(usualmente envolvendo tanto uma cultura bacteriolégica de amostras do ambiente
ou um teste nas aves para produgdao de anticorpo especifico) é usada para
identificar granjas correntemente ou previamente expostas a Salmonella Enteritidis.
Cultura bacteriologica de ovos ou tecidos internos de aves selecionadas é entado
usada para confirmar uma infecgdo relevante epidemiologicamente ocorrendo na
granja. Os testes de pesquisas para Salmonella Enteritidis em frangos sao mais
uteis, pois podem detectar consistentemente infeccdo e predizer a probabilidade de
que galinhas infectadas irdo produzir ovos contaminados. Anticorpos para
Salmonella Enteritidis foram observados em taxas relativamente altas no soro tanto
de galinhas infectadas naturalmente como artificialmente. Anticorpos especificos
foram detectados com sucesso. Consideram que a amostragem no ambiente
claramente proporciona melhores respostas a alguns tipos de perguntas, tais como
aquelas que questionam a utilidade das praticas de sanitizacdo para remover a
contaminagdo de Salmonella Enteritidis a partir de superficies nas granjas.
Entretanto, para monitoramento da incidéncia de exposicdo a Salmonella Enteritidis
em granjas de galinhas, a amostragem de anticorpos na gema oferece vantagens
sobre a amostragem do ambiente. Os ovos podem ser colhidos com menos riscos
que aqueles que envolvem varios tipos de amostras ambientais. Além disso,
considerando que o processo de pesquisa em amostras ambientais requer mais que
uma semana para se obter resultados, o resultado quanto a presenca de
anticorportos na gema pode ser obtido no mesmo dia em que os ovos sao colhidos.

O controle das infecgbes de Salmonella Enteritidis a longo prazo requer um
exame da ecologia deste organismo em granjas avicolas e pode depender, no final
das contas, de sua eliminagao dos lotes, ou da pasteurizacdo de ovos em casca ou
liquido (SCHUMAN et al., 1997).

Miyamoto et al., (1997) mencionam que planos estratégicos foram propostos
para se prevenir a incidéncia de surtos de Salmonella Enteritidis. A despeito destes
esforgos, pouco progresso foi alcangado, e casos de salmonelose humana
aumentaram através das ultimas décadas. Estratégias terapéuticas eficazes para
prevenir a infeccdo por Salmonella Enteritidis em galinhas, e por meio disso prevenir

a transmissdo de Salmonella Enteritidis para ovos s&o urgentemente necessarios.
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Observam que o estabelecimento de aves completamente livres de Salmonella
Enteritidis nas granjas € muito dificil por que esta permanece viavel no ambiente e
granjas naturalmente infectadas ndo mostram anormalidades clinicas 6bvias, n&o
mostram aumento da mortalidade e nem uma diminuicdo na producdo de ovos. A
estratégia para se minimizar ou erradicar a produgdo de ovos contaminados com
Salmonella Enteritidis deveria ser estabelecida através da analise dos processos
pelos quais as galinhas infectadas produzem ovos contaminados.

O Processamento centralizado e a ampla distribuicdo sdo as principais
caracteristicas do novo cenario em comparacdo como o velho cenario onde o
processamento era local, doméstico e o consumo intrafamiliar. Os programas de
saude e educacgdo da familia sdo igualmente necessarios. Mais esfor¢os para o
entendimento da evolugdo da viruléncia poderia nos prover com informacdes sobre
as caracteristicas genéticas e condi¢des ambientais necessarias para se minimizar o
risco. A melhoria da detecgcdo permite medidas de controle e prevencao mais
efetivos. Oitenta e cinco por cento dos surtos ocorrem por falhas na manipulagédo em
servicos de alimentacdo ou nas residéncias (HALL, 1997).

Considerando que a quase totalidade dos custos ocasionados por Salmonella
Enteritidis terem sido associados ao consumo de ovos, conclui-se que 0s mesmos
tem expressdo epidemioldgica significativa. Torna-se necessaria, portanto, a
instituicio e a intensificacdo do controle dos métodos de produgdo e
armazenamento de ovos sob refrigeragdo logo apds a postura até o momento do
consumo, além de campanhas de orientagdo a populagdo quanto a manipulagao de
ovos e de carnes de aves visando a redugcdo do numero de surtos pela Salmonella
Enteritidis. Conclui-se, ainda, que essa bactéria pode causar doengas graves,
sobretudo em pacientes de faixas etarias extremas, o que se revela pela
necessidade de grande numero de hospitalizagdes, representando elevados custos
econdmicos e sociais (PERESI et al. 1998).

Miyamoto et al. (1998) concluem que, desde de que a refrigeragdo no
experimento desenvolvido por eles diminuiu a diferengca de temperatura entre o
ambiente e os ovos, uma possivel explicagdo para o0 aumento da penetracdo em
ovos frescos poderia ser a pressdo negativa causada pela diferengca de temperatura
entre o lado interno e externo do ovo. Uma vez que as células de Salmonella spp.
atravessaram a casca e membranas da casca de ovos postos, € muito dificil prevenir

a futura invasao do conteudo dos ovos pela Salmonella spp. e a sua retirada do ovo.
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Sugerem que ovos frescos deveriam ser protegidos da exposi¢cao a Salmonella spp.
0 mais rapido possivel apds a postura, que a sanitizagdo dos ninhos é de especial
importancia e que a refrigeracdo dos ovos deve ser iniciada logo apds a postura.
Verificaram que o rapido resfriamento e subsequente estocagem a 7°C protegeu o
ovo da penetracdo de Salmonella Enteritidis. Por outro lado, citam outros autores
que mostraram que o rapido resfriamento dos ovos foi acompanhado por um
aumento do numero e a extensao de fissuras microscopicas na casca e que estes
ovos resfriados foram mais susceptiveis a penetracdo por Salmonella Enteritidis.
Concluem que mais informacdes sobre os varios fatores que influenciam a
penetracao de Salmonella Enteritidis através da estrutura mais externa do ovo sao
necessarias para se desenvolver um método mais efetivo para se prevenir a
contaminacgao interna do ovo.

A selecdo para resisténcia a doenca em criagcoes de aves poderia ser uma
estratégia efetiva na prevencdo e controle de algumas doencas infecciosas
importantes que afetam estes animais. Limitando a disseminagdo de patdgenos, a
selecdo para resisténcia a doengas pode ajudar a prevenir a transmissao dessas
doencas para populagdes humanas (GIRARD-SANTOSUOSSO et al., 1998).

A maioria das propostas de estratégias de reducédo de risco para reduzir a
transmissdo de Salmonella Enteritidis para humanos tem enfatizado a importancia
do controle da infeccdo em lotes de aves de postura (PRESIDENT’'S COUNCIL ON
FOOD SAFETY, 1999).

No Brasil, a Instru¢do Normativa n°® 22 de 12 de agosto de 1999 (BRASIL,
1999) estabelece as Normas Técnicas para Controle e Certificacdo de Nucleos e
Estabelecimentos Avicolas como Livre de Salmonella Gallinarum e de Salmonella
Pullorum e Livre ou Controlado para Salmonella Enteritidis e para Salmonella
Typhimurium que definem as medidas de monitorizagdo das salmoneloses em
estabelecimentos avicolas de controle permanentes e eventuais (exceto postura
comercial e frango de corte), que procedam o comeércio nacional e internacional de
seus produtos, destinados a reproducéo e produgcao de aves e ovos férteis, ficando
0s mesmos obrigados a procederem a monitorizagdo de seus planteis, obedecendo
as diretrizes do Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA). Estabelecem que
para se proceder o comércio nacional e internacional, o nucleo ou estabelecimento
avicola devera estar certificado como livre de Salmonella Gallinarum e Salmonella

Pullorum e livre e/lou controlado para Salmonella Enteritidis e Salmonella
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Typhimurium, que os nucleos dos estabelecimentos de linhas puras, bisavoseiros e
avoseiros deverao apresentar-se livres das quatro salmonelas, que os nucleos dos
estabelecimentos matrizeiros deveréo ter a condicdo minima de livre de Salmonella
Gallinarum e Salmonella Pullorum e controlado para Salmonella Enteritidis e
Salmonella Typhimurium. Determinam que, condicionado a apresentacdo e
aprovacao pela Delegacia Federal de Agricultura no estado onde se localiza o
estabelecimento avicola, de um programa de controle ou erradicagéo, que ficara sob
monitorizagao, supervisdo e acompanhamento da Delegacia Federal de Agricultura
e/ou da Secretaria Estadual de Agricultura, os estabelecimentos de exploragao de
aves silvestres ou ornamentais ja instalados, um prazo de 24 meses para
alcancarem a condicdo minima de livre Salmonella Gallinarum e Salmonella
Pullorum e controlado para Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium e os
que vierem a se instalar, a adequacao imediata a condicdo minima de livre de
Salmonella Gallinarum e Salmonella Pullorum e controlado para Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium.

De acordo com CDC (2000), as medidas de controle nas granjas devem
incluir agdes resultantes de investigacbes realizadas e programas de garantia de
qualidade (QAP). Quando ovos s&o incriminados em surtos de Salmonella
Enteritidis, os departamentos de saude estaduais e/ou o FDA devem conduzir
investigacbes com o objetivo de identificar a fonte de contaminagdo nas granjas e
conduzir uma amostragem do ambiente dos galpdes de criagdo das aves para se
detectar a Salmonella Enteritidis. Quando a Salmonella Enteritidis € detectada em
um galpdo, os ovos s&o desviados voluntariamente para a pasteurizagdo até a
analise dos ovos demonstrar resultado negativo para Salmonella Enteritidis. Estas
investigacbes tem apresentado sucesso na remogao de potenciais ovos
contaminados do mercado. Durante os primeiros anos da década de 90, o USDA, a
industria de ovos, os departamentos de agricultura dos estados e a Academia
colaboraram no desenvolvimento do QAP. Elementos devem incluir a compra de
pintos de criadores monitorados quanto a presenca de Salmonella Enteritidis,
controle de roedores e insetos, cAmara de ovos limpa e desinfetada, rotineira analise
do ambiente com o desvio dos ovos para a pasteurizacdo quando Salmonella
Enteritidis € detectada, e correta refrigeragdo dos ovos. Treze estados participam de
QAP voluntarios. Os estados da regiao nordeste do EUA foram os primeiros a

implementar tais QAP. A diminuicdo dos surtos de Salmonella Enteritidis de 61 em
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1989 para oito em 1998, e de casos esporadicos na regidao devem refletir os esforgos
colaborativos e preventivos. Assegurando que os ovos sao vendidos logo apds
serem produzidos e que eles sdo mantidos sob refrigeracdo sdo importantes etapas
na reducao de doencas provocadas por Salmonella Enteritidis associadas com ovos.
Apesar de requerido em 17 estados, nao existe lei federal que exija data de validade
nas embalagens de ovos. Correntemente o USDA exige que 0s ovos sejam
estocados e transportados a temperaturas inferiores a 7,2°C e que as embalagens
sejam feitas com a indicagdo de que a refrigeracdo é requerida. O regulamento
proposto deve ser finalizado em 2000 pelo FDA, que também deve requerer que os
ovosS no comeércio varejista sejam refrigerados a temperaturas inferiores a 7,2°C e a
educacao dos consumidores e manipuladores de alimentos quanto ao estoque,
manipulacdo e cozimento dos ovos adequadamente para prevenir a maioria das
infecgcdes por Salmonella Enteritidis em humanos. O FDA tem uma proposta de
regulamento que indica a colocagdo de mensagens em todas embalagens de ovos
quanto a manipulagéo segura. O cédigo de alimentos do FDA para estabelecimentos
varejistas, estabelecimentos de alimentagdo, enfermarias e centros de assisténcia
recomendam que ovos pasteurizados sejam utilizados em substituicdo a ovos
frescos na preparacao de alimentos que levam ovos na sua composi¢cao e nao sao
aquecidos.

O FDA determina que, quando mantidos em estabelecimentos comerciais,
ovos em casca devem ser estocados e expostos aos consumidores sob refrigeracéo
a temperatura de 7,2°C ou menos (FDA, 2000)

CDC (2000) considera que os surtos descritos neste reporte poderiam ter sido
prevenidos se ovos pasteurizados tivessem sido usados ou se 0os ovos usados nas
receitas tivessem sido totalmente cozidos. As recomendagbes do codigo de
alimentos do FDA sao especialmente importantes para criangas, idosos,
imunodeprimidos e mulheres gravidas que s&o grupo de risco elevado de
complicagdes severas no caso de infec¢cado por Salmonella Enteritidis. A efetividade
dessas recomendacoes e esfor¢cos de educacado sao demonstrados pelo declinio no
nuamero de mortes em instituicbes de assisténcia e em enfermarias. Indica que
futuras redugdes na incidéncia de Salmonella Enteritidis e relatos de surtos de
Salmonella Enteritidis irdo requerer multiplas intervengdes durante o percurso do ovo
da granja até o consumo. Para marcar as edi¢gées sobre a prevencédo de Salmonella

Enteritidis, em 10 de dezembro de 1999, o Presidente do Conselho sobre Seguranga
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Alimentar anunciou um Plano de Ac¢éo sobre seguranga de ovos que responde por
50% da redugdo da ocorréncia doenga provocada por Salmonella Enteritidis
associado a ovos. Os objetivos do plano s&o direcionados para a redugdo da
exposi¢cao do consumidor a alimentos contendo Salmonella Enteritidis; expandido e
melhorando sistemas de inspecdo para infeccdo de Salmonella Enteritidis em
humanos e aves; melhorando a comunicacao entre a federagao, estados e agéncias
locais para acelerar a detec¢cdo de surtos de Salmonella Enteritidis e o inicio das
investigacdes; desenvolvendo pesquisas; educando as pessoas usando materiais
baseados em ciéncia. Para ajudar a caracterizar casos esporadicos e colaborar com
investigacdes epidemioldgicas, recomenda que os isolamentos de Salmonella spp.
devem ser sorotipadas em laboratorios estaduais de saude publica. Clinicos e
microbiologistas sdo encorajados a reportar casos de infecgdo de Salmonella spp.
para os departamentos locais e estaduais de saude publica. Quando surtos de
Salmonella Enteritidis ocorrem, a notificacdo ao CDC e ao USDA através dos
departamentos estaduais de saude publica promovera identificacdo de ovos
contaminados e implementagcdo de medidas de controle. llustra que surtos podem
ocorrer devido falhas no processamento em varias fases na producao de ovos da
granja ao consumo. Medidas de prevencao de Salmonella Enteritidis incluem
programas de controle na granja, refrigeragdo e educagdo dos manipuladores e
consumidores sobre o preparo e consumo de alimentos, ado¢do do cdédigo de
alimentos do FDA em restaurantes e instituicbes e aumento da vigilancia.

Segundo Fiorentin (2000), a Embrapa Suinos e Aves iniciou novo campo de
pesquisas no controle de Salmonella spp. e Escherichia coli. A utilizagcdo de
bacteriéfagos, ou virus de bactérias, foi testada como um método de controle destas
bactérias. Um bacteri6fago pode ser dirigido cirurgicamente a uma populagao
bacteriana portadora de um determinado fator de viruléncia ou antigeno, e somente
eliminar o organismo alvo, sem reduzir a populagao de bactérias da mesma espécie
que nao possuem este fator. Isto pode criar uma populacdo inofensiva do mesmo
organismo até entdo patogénico, exercendo exclusdo competitiva do equivalente
patogénico através do Principio de Nurmi ou conferindo imunidade de rebanho pelos
demais antigenos comuns. Em outros casos, um bacteriéfago pode eliminar a
espécie patogénica como parte de um programa de substituicdo desta por outra
inofensiva e resistente ao bacteriéfago, que poderia ser uma vacina atenuada ou um

probiotico. A erradicagao pura e simples de um patégeno sera repensada no futuro
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proximo. A visdo de que somente poderia ser vantajosa sera revisada e
possivelmente novas premissas de controle de doengas infecciosas surgirao, como a
eliminacao de fatores de viruléncia sem a eliminagdo completa do patdgeno. Visdes
menos particularizadas e mais holisticas comegardo a ser mais empregadas em
funcao de experiéncias com o caso da Salmonella Enteritidis aqui relatado.

Okamura et al., (2001) discute que devido a Salmonella Enteritidis ser o
sorovar de Salmonella spp. predominante em ovos contaminados, presume-se que
possua uma vantagem seletiva sobre outros sorovares na afinidade por ovos postos
e trato reprodutivo. Entendendo os fatores especificos da Salmonella Enteritidis
envolvidos no processo de contaminagao do ovo deve ser util para minimizar ou
erradicar salmoneloses humanas causadas por ovos contaminados por Salmonella
Enteritidis. Consideram que outros estudos sobre os mecanismos de adesdo da
Salmonella Enteritidis ao epitélio vaginal de aves sdo necessarios para prevenir ou
erradicar salmoneloses humanas devido ao consumo de ovos contaminados com
Salmonella Enteritidis.

Gast e Holt (2001) analisam que a efetividade potencial da maioria das
medidas de controle depende de se ter um verdadeiro entendimento dos processos
biolégicos essenciais para a contaminagao dos ovos postos sistematicamente por
aves. Uma importante instancia dessa preocupag¢do generalizada é a maneira de
como a distribuicdo espacial da deposicdo da Salmonella Enteritidis no interior do
ovo afeta o resultado dos esforgos para aplicagao da refrigeragdo com o objetivo de
restringir a multiplicagdo bacteriana. Além disso, a maioria das evidéncias
disponiveis sugere que a contaminagdo do ovo com Salmonella Enteritidis
tipicamente envolve relativamente um numero inicial pequeno de células
bacterianas, talvez dependendo de qual regido do trato reprodutivo esta colonizada
pelo patdégeno. Apesar de ocorrer uma muito baixa multiplicacdo bacteriana no
albumem, Salmonella Enteritidis pode persistir neste local quando submetido a
temperaturas suportaveis. Contudo, a gema pode suportar um rapido e extensivo
crescimento de Salmonella Enteritidis, especialmente em temperaturas de
estocagem superiores a 20°C. Citam que a refrigeragdo dos ovos durante o
transporte e estocagem a uma temperatura de 7°C foi proposta e instituida com o
objetivo de prevenir que os baixos niveis iniciais de contaminagcdo por Salmonella
Enteritidis se multipliquem até niveis de risco para determinar enfermidade de

origem alimentar em humanos. Contudo, tecnologias convencionais de refrigeragcao
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podem requerer alguns dias para baixar a temperatura interna do ovo
suficientemente para restringir o crescimento bacteriano. Apesar desse periodo de
resfriamento determinar poucas consequéncias adversas se a Salmonella Enteritidis
permanece no albumem, a deposigao inicial de Salmonella Enteritidis na gema ou
subsequente penetragdo na gema poderia permitir a multiplicagdo até alcancgar
niveis perigosos durante os primeiro estagios da refrigeracdo. Sendo assim, a
determinacdo do local onde a Salmonella Enteritidis € depositada no ovo e se a
extensédo é suficiente para conseguir a penetragao e alcangar a gema, séo aspectos
criticos no desenvolvimento e aplicagao de padroes efetivos de refrigeragao de ovos.
Consideram que o local de deposi¢cao da Salmonella Enteritidis no conteudo de ovos
e o potencial para movimentagdo para outras partes pode determinar se uma
multiplicagdo significativa pode ocorrer antes de se alcangar niveis de temperaturas
de refrigeragdo suficientes, no interior do ovo, para restringir os niveis de
multiplicacdo. A deposicao no interior da gema, como mostrada neste trabalho, e em
outros, pode resultar em uma rapida multiplicacédo levando a elevados niveis de
células. Citam que alguns trabalhos prévios sugerem que o movimento bacteriano do
albumem até a gema é incomum durante a primeira semana de incubagdo, mas a
migracao mais rapida pode ocorrer em niveis iniciais de bactéria mais elevados e em
temperaturas de incubacdo mais mornais. Concluem que devido a Salmonella
Enteritidis ser raramente depositado no interior de ovos, e porque a penetracao de
Salmonella Enteritidis através da membrana da casca ocorrer lentamente a baixas
temperaturas, a imediata refrigeracdo de ovos deve minimizar as oportunidades de
rapida multiplicacdo bacteriana através do consumo dos nutrientes da gema. No
entanto, a deposi¢cdo ocasional de Salmonella Enteritidis em ou sobre a gema,
representa um risco potencial elevado se a temperatura interna do ovo nio é
reduzida rapidamente de modo suficiente. Informam que calculos de risco tem
estimado que aproximadamente 3,2 milhdes de ovos contaminados com Salmonella
Enteritidis devem ser produzidos anualmente nos EUA. Igualmente, se somente uma
muito pequena percentagem desses casos envolvem a deposicdo na gema,
dezenas ou centenas de milhares de ovos podem estar aptos a suportar um rapido
crescimento bacteriano durante os primeiros estagios das praticas correntes de
refrigeragdo. Recentes inovagdes nos processos de refrigeragdo de ovos incluem o

uso de gases criogénicos, circulacdo forcada de ar e embalagens modificadas,
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oferecem esperangca de que um controle de temperatura mais rapido durante a
estocagem de ovos deve estar brevemente disponivel.

A legislacado sanitaria na Polbnia recomenda o aquecimento dos ovos de
patos, gansos e perus por nove minutos e quando salmoneloses sdo detectadas,
esses ovos nao podem ser vendidos para consumo (RADKOWSKI, 2001).

Hara-Kudo et al. (2001b), consideram que uma das medidas praticas e
efetivas para reducdo do risco associado com a contaminagao interna deve ser o
controle do crescimento no conteudo dos ovos durante a estocagem. Alguns
pesquisadores mencionam que o numero de Salmonella Enteritidis no conteudo do
ovo se mantém abaixo de 20 ufc / ovo por 21 dias de estocagem a 20°C apés a
postura, apds isso Salmonella Enteritidis pode se multiplicar rapidamente até
concentragéo de 10.000 a 100.000 ufc / ovo em alguns ovos. Além disso, o periodo
de tempo entre o inicio do rapido crescimento e a postura do ovo tem se mostrado
menor com o0 aumento da temperatura de estocagem indicando a importancia do
periodo de tempo e a temperatura de estocagem do ovo para a prevengao do
crescimento de Salmonella Enteritidis no conteudo dos ovos. Contudo, pouco se
sabe sobre o efeito de outros fatores além do tempo e temperatura de estocagem
sobre o crescimento de Salmonella Enteritidis no conteudo de ovos. Para se
entender o efeito da estacao e fraturas na casca sobre o crescimento de Salmonella
Enteritidis no conteudo de ovos, estudaram o crescimento da Salmonella Enteritidis
no albumem de ovos intactos e com a casca danificada em ovos postos em
diferentes estagdes. Utilizaram a habilidade do albumem em facilitar a multiplicacao
da Salmonella Enteritidis de menos de 20 para 100 ou mais como um indicador das
condigdes do albumem em ovos. Observaram que a Salmonella Enteritidis cresce
menos freqientemente no albumem de ovos em casca estocados a 10°C do que a
20°C e 30°C em qualquer estacéo do ano. A proporgao dos ovos em que o albumem
facilita a multiplicacdo da Salmonella Enteritidis até um nivel detectavel diminui
sensivelmente durante os primeiros estagios da estocagem, indicando que o
albumem do ovo entra na fase menos favoravel a multiplicagdo da Salmonella
Enteritidis durante os primeiros estagios apos a postura. Depois a proporgéao
aumenta com o tempo de estocagem dependendo da temperatura de estocagem.
Observou-se que a Salmonella Enteritidis pode crescer melhor no albumem de ovos
rachados do que no albumem de ovos intactos, indicando que as condicdes de

estocagem devem ser consideradas com mais intensidades para ovos rachados do
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que para ovos intactos no que se refere a habilidade do albumem a suportar a
multiplicacdo da Salmonella Enteritidis. Do mesmo modo, as diferengas na
habilidade do albumem em facilitar o crescimento da Salmonella Enteritidis pode
indicar que ovos em casca postos em estacdes com temperaturas elevadas devem
ser consumidos com mais rapidez do que aqueles postos em outras estacoes.

Um importante papel dos laboratérios de saude publica € contribuir na
inspecdo de salmoneloses através da informagdo sobre a sorotipagem de
Salmonella spp., que se constitui em uma importante etapa inicial na caracterizagao
detalhada de cepas de Salmonella spp.(TAVECHIO et al., 2002).

Messens et al. (2002) desenvolveram um estudo que teve como obijetivo
avaliar a manipulagao de ovos em casca e ovos processados, adquiridos para serem
servidos para pessoas vulneraveis em instituicées tais como instituigdes de caridade,
hospitais e creches. Destas, 49% compram somente ovos em casca, 45% adquirem
tanto ovos em casca como produtos de ovos e apenas 6% adquirem somente
produtos de ovos. Caminhao refrigerado € usado no transporte de ovos em casca e
produtos de ovos em todos os hospitais pesquisados, em 95% das instituicdes de
caridade e em 44% das creches. Em 97% das instituicbes a quantidade é checada.
Em 84% o prazo de vida de prateleira € observada e em 58% a temperatura e a
aparéncia dos ovos € verificada. O controle da temperatura é necessaria por que o
resfriamento por si s6 ndo € suficiente para controlar a multiplicagdo da Salmonella
Enteritidis. Uma pequena fragdo das instituicdes declararam controlar a limpeza,
preco, embalagem e consisténcia do albumem. Setenta e trés por cento das
instituicdes ndo controlam microbiologicamente os ovos e produtos de ovos. Quando
problemas ocorrem a qualidade microbiolégica €& controlada em 23% das
instituicbes. Na maioria das instituicbes (85%), os ovos sao estocados na
embalagem, sendo que em 75% em refrigerador ou camara frigorifica (2 — 7°C com
média de 4.1°C). Em 15% das instituicbes, os ovos sdo estocados em camaras
resfriadas (8°C — 17°C com média de 18°C) e a temperatura ambiente entre 16 —
20°C com média de 18°C em 10% das instituicdbes. Em comparagdo com a
conservagao a nivel doméstico, nas instituicbes os ovos sao estocados a baixas
temperaturas. Mas é importante frisar, contudo, que em 25% das instituicdes os ovos
sao estocados a temperaturas superiores a 10°C permitindo a multiplicacdo da
Salmonella Enteritidis. O periodo de estocagem médio foi de uma a duas semanas

em 48% das instituicbes. Em 34% das instituicdes o periodo médio é de sete dias.
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Em 8% sdo mantidos por duas a trés semanas. Em 5% sao mantidos por mais de
trés semanas. Para melhor conservacdo da qualidade do ovo o periodo de
conservagao nao deve ser superior a sete dias. Consideram que para minimizar os
riscos, particularmente para grupos de pessoas vulneraveis, os conselhos emitidos
pelo governo Belga deveriam ser seguidos; 1° ovos frescos deveriam ser aquecidos
até a clara e a gema estarem solidas; 2° Alimentos contendo ovos frescos deveriam
ser feitos usando ovos pasteurizados e resfriados apds a preparacao; 3° Alimentos
ligeiramente aquecidos que contenham ovos deveriam ser evitados particularmente
pelas pessoas vulneraveis; 4° Maionese comercialmente produzida, feita com
produtos de ovos pasteurizados, deveriam ser usados ao invés de maionese caseira;
5° Ovos frescos deveriam ser estocados em refrigerador por no maximo trés
semanas; 6° Somente ovos muito frescos podem ser usados para preparacdes frias;
7° Ovos devem ser quebrados em recipientes diferentes dos usados na preparacao
de alimentos; 8° Residuos de clara devem ser refrigerados e usados até 24 horas; 9°
As maos devem ser lavados apds a manipulagdo de ovos frescos; 10° Ovos com a
casca danificada ndo devem ser usados.

No Reino Unido houve uma grande redugdo no numero de reportes de
incidentes de Salmonella Enteritidis em aves e pessoas desde que se melhorou a
bioseguranca através de medidas de higiene e vacinagdo na maioria de aves de
postura comercial e frangos que foram introduzidos na industria de aves nos meados
dos anos 90. Existe ainda, no entanto, algumas granjas de postura comercial onde
Salmonella Enteritidis persiste, e nestas granjas uma pequena proporgdo de ovos
produzidos podem tornar-se contaminados com Salmonella Enteritidis durante a sua
formagado no ovario ou na sua passagem através do oviduto, ou pela passagem de
células para o interior do ovo frio apds a postura. Para tentar reduzir a escala de
infeccdo na industria de aves uma vacina comercial inativada, a qual mostrou
proporcionar alguma protecdo em modelos laboratoriais, foi introduzida
voluntariamente em lotes de criacdo em 1994 e em lotes de postura em 1998, como
parte das exigéncias estabelecidas pelo Conselho Britanico de Industrias de Ovos. A
reducdo na proporg¢ao tanto das amostras fecais como nao fecais infectadas com
Salmonella Enteritidis nas granjas vacinadas sugere que a vacina teve um efeito
positivo na maioria das granjas. De uma maneira geral as pesquisas tem mostrado
resultados que demonstram alguma redugdo na infecgdo, mas nao uma protegao

absoluta. Um efeito aditivo pode ser obtido quando a vacinacdo € combinada com
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um tratamento de exclusdo competitiva. Se poucas células de Salmonella Enteritidis
estdo presentes nas fezes de aves de granjas vacinadas é mais dificil detectar uma
infeccdo através de uma cultura bacteriana. Porém, a presenca nas fezes e a
contaminagcdo de ovos podem aumentar durante periodos de stress. Uma
complicacdo devido a vacinacado contra Salmonella spp. € a produg¢ao de anticorpos
circulantes que nao podem ser facilmente diferenciados daqueles que sao resultado
de uma infeccdo. A detecgcdo de Salmonella spp. através de cultura bacteriana,
particularmente a partir de ovos, € muito dependente de uma amostragem efetiva e
dos métodos de cultura. E desejavel que se obtenha uma vacina que produza uma
resposta soroldgica que possa ser facilmente distinguida de uma infeccdo. E
possivel também eliminar a Salmonella spp. somente através de eficientes métodos
de limpeza e desinfeccdo. Entretanto, existe um risco de que a infeccdo possa ser
reintroduzida a partir da area externa do estabelecimento e sendo assim a vacinacao
€ recomendada para reduzir o risco (DAVIS; BRESLIN, 2003a).

Davis e Breslin (2003b), baseando-se em informagdes de pesquisadores,
concluem que € importante que a limpeza, desinfeccdo e controle de insetos e
roedores sejam executados efetivamente para minimizar as chances de infecgao
entre granjas, € que as amostragens feitas apds a limpeza e desinfecgado sejam
suficientemente sensiveis para se detectar qualquer contaminagcdo, para que
melhorias possam ser desenvolvidas. Realizaram uma intensiva amostragem para
pesquisa de Salmonella spp. antes e apds os procedimentos de limpeza e
desinfeccdo em uma série de granjas de postura como o objetivo de discutir as
opcoes de melhoria. Os resultados obtidos indicam que existem problemas com a
desinfeccdo das gaiolas nas granjas de postura. Isso pode ser explicado pela
elevada densidade populacional mantida nas granjas, que tem como resultado a
producao de grande volume e material fecal contaminado dificultando a eficiéncia da
limpeza dentro e fora das gaiolas.

Segundo Davis e Breslin (2003a), baseando-se em informagbes de
pesquisadores, a persisténcia de Salmonella spp., particularmente a Salmonella
Enteritidis na industria de ovos € um problema significativo que pode somente ser
parcialmente controlado através dos programas correntes de vacinagdo. Maior
interagdo € necessaria entre a industria e os microbiologistas e epidemiologistas
para se definir um programa efetivo para se maximizar a detecgdo de Salmonella

spp. nas granjas de postura e eliminar esta bactéria em infecgbes preexistentes
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persistentes. Um treinamento mais eficiente na correta aplicagdo das medidas de
higiene também ¢é necessario porque os meétodos correntes de treinamento séo
falhos. Seria desejavel também que os ovos provenientes de granjas infectadas
deveriam ser desviados para a industria de produtos de ovos ou pasteurizagdo em
casca, se os processadores puderem ser persuadidos a aceitar ovos provenientes
de granjas infectadas.

CDC (2003) considera que para alcangar um decréscimo sustentavel da
infeccdo por Salmonella Enteritidis associada com ovos, um esforgo conjunto de
prevencao é necessario das granjas até o consumo. O fator chave nesse esforgo é a
implementacdo de medidas para reduzir a contaminagao dos ovos com Salmonella
Enteritidis nas granjas durante a produgdo. A implantagdo de tal programa de
controle nos estados da regido nordeste dos EUA no inicio dos anos 90, deve ter
contribuido para a subsequente diminuicdo dos niveis de isolamento de Salmonella
Enteritidis em humanos nas regides da Nova Inglaterra e Meio Atlantico. Uma
importante medida de controle € o teste microbiolégico nas granjas para verificar a
presenca de Salmonella Enteritidis. Se a Salmonella Enteritidis € encontrada no
teste de rotina do ambiente, os ovos devem ser desviados para a pasteurizacao.
Evidéncias sugerem que a implementacao e a supervisdo de programas de controle
em granjas pode resultar em uma redugdo da infecgdo por Salmonella Enteritidis
entre lotes em granjas. A participagdo das granjas nos programas de controle de
Salmonella Enteritidis correntes é voluntaria, e os componentes dos programas
variam. Futuras medidas de segurancga para ovos em casca devem incluir uma maior
participacdo dos testes microbiologicos nos programas de controle nas granjas.
Considera que a expansio nas medidas de prevencao de Salmonella Enteritidis sera
um importante esforco para prevenir a infeccdo por Salmonella Enteritidis no
sudoeste dos EUA. Isso inclui um ativo incentivo as granjas para participarem dos
programas de controle de Salmonella Enteritidis, incentivo da refrigeracdo dos ovos
durante o estoque e transporte, e a educacdo dos manipuladores e consumidores
sobre a preparacdo de alimentos Estabelece recomendagdes para prevencao da
infeccao por Salmonella Enteritidis associada com ovos. Para produtores de ovos:
As granjas devem estar baseadas no programa de controle de Salmonella Enteritidis
que inclui teste microbioldgico de rotina que deve ser adotado e implementado pela
industria em todo o pais; Para o varejo e estabelecimentos de servigos de

alimentagcao: No varejo e servigos de alimentagdo, produtos de ovos pasteurizados
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Ou ovos em casca pasteurizados sdo recomendados ao invés de ovos frescos ou
mal cozidos. Se usados ovos frescos estes devem ser totalmente cozidos. Em
hospitais, enfermarias e asilos de idosos, devem ser usados produtos de ovos
pasteurizados ou ovos em casca pasteurizados; Ovos devem ser comprados ou
recebidos de um distribuidor, refrigerados ou estocados sob refrigeracdo a
temperaturas inferiores a 7°C o tempo todo; Para os consumidores: Evitar o
consumo de ovos frescos ou mal cozidos principalmente por criangas, idosos,
imunodeprimidos e doentes; Os ovos devem ser cozidos até que a gema e a clara
estejam firmes e devem ser consumidos logo apdés o cozimento; Maos, utensilios e
superficies de contato devem ser lavadas com sabdo e agua apds contato com ovo
fresco; Os ovos devem ser comprados ou recebidos no mercado ou distribuidor
refrigerados e estocado sob refrigeragdo abaixo de 7°C. Considera que,
teoricamente, a analise microbiolégica de ovos provenientes de granjas infectadas
com Salmonella Enteritidis poderia fornecer uma melhor estimativa do risco que esta
granja representa para o consumidor de ovos. No entanto, mesmo com os dados
das analises microbioldgicas, somente o risco de exposi¢do do consumidor pode ser
calculado (por exemplo, a média do numero de exposi¢cbes a ovos contaminados
com Salmonella Enteritidis per capta). E provavel que exposicbes mais casuais nio
produzam significativo quadro clinico, porque a dose ingerida, a susceptibilidade do
hospedeiro (ingestor) e as praticas de preparagao do alimento também representam
importante papel. Considera que o total da diminuicdo da incidéncia de Salmonella
Enteritidis e diminuicdo do numero de doentes relacionados com surtos de
Salmonella Enteritidis relacionados a ovos durante a ultima década deveria ser
atribuida em parte a implementagao de medidas preventivas, incluindo os programas
de controle na granja, refrigeragdo dos ovos, e a educagdo dos consumidores dos
alimentos além do manipuladores. No entanto os casos reportados nao declinaram
durante o periodo de 1999 até 2001, e surtos associados com ovos em casca
continuam a ocorrer.

Todos o0s ovos em casca provenientes de granjas comerciais de postura
devem estar livres de Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium. O controle
de granjas de postura na Dinamarca é essencialmente idéntico ao programa de
controle para granjas de frangos. Sangue e amostras de fezes das granjas séo
testados e os infectados sao eliminados. Todas as granjas comerciais sdo testadas

rotineiramente a cada nove semanas através de uma combinagcdo de teste
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sorolégico da gema e bacteriologico do ambiente. Todos os ovos produzidos em
granjas suspeitas ou confirmadamente positivas sdo pasteurizados. Todos os ovos
em casca sao distribuidos em cadeia de frio ndo excedendo a 12°C e mantidos
refrigerados no comércio e os ovos geralmente sao refrigerados nas residéncias. A
propor¢gdo de granjas infectadas com Salmonella, notavelmente a Salmonella
Enteritidis diminuiu marcadamente desde o inicio do programa de controle
(WEGENER et al., 2003).

Segundo Jones et al. (2003), desde a implementagcdo do Programa de
reducdo de patégenos estabelecido pelo FDA, os regulamentos de seguranga
alimentar nas industrias de carnes e aves vem se alterados intensamente. Durante o
mesmo periodo os regulamentos para ovos em casca e processamento de ovos
alteraram muito pouco. A abordagem do tipo “farm to fork” para a seguranga
alimentar tem recebido consideravel atengdo nos ultimos anos como o método mais
completo para assegurar a seguranga do suprimento nacional de alimentos. Desde
de que a Salmonella Enteritidis pode ser depositada em ovos intactos por aves de
postura infectadas, a seguranga alimentar ndo é completamente responsabilidade do
processador. Por essa razdo, o Servico de Inspegao e Segurancga Alimentar do
USDA e o FDA estao trabalhando para desenvolver novos regulamentos baseados
no FDA para um plano de seguranga alimentar completo da produgdo até o
CONSUMO para ovos em casca e para industrias processadoras de ovos.

Gast et al., (2003) consideram que o controle das infecgdes por Salmonella
Enteritidis em granjas de postura tem se tornado um alicerce da maioria das
estratégias propostas para reduzir o risco de transmissdo da doenga. Analisam que
a produgao de ovos contaminados por aves experimentalmente infectadas tem
algumas aplicagdes para avaliagao do potencial das opg¢des de controle da doencga.
Experimentalmente a indugdo da contaminagdo do ovo pode ser usada para
determinar a relevancia predicativa de outros pardmetros mensuraveis, tais como
liberacdo nas fezes ou resposta de anticorpos, para deteccdo de infecgdes por
Salmonella Enteritidis em granjas de postura, para caracterizar aspectos qualitativos
ou quantitativos da deposi¢cao de Salmonella Enteritidis em ovos para em seguida
desenvolver padrdes efetivos de refrigeracdo dos ovos, e avaliar a eficacia de
praticas preventivas tais como vacinacdo. Mas a utilidade dos modelos de infeccao
experimental para estes objetivos depende imensamente da verdadeira freqléncia

de contaminacao de ovos que estes modelos geram, o que é dificultado pelo fato da
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deteccéo eficiente da contaminagao do ovo ser complicada devido a muito pequena
quantidade inicial de células de Salmonella Enteritidis que sao tipicamente
encontradas em ovos frescos postos por aves tanto naturalmente quanto
artificialmente infectadas. Além disso, a manipulacéo e estocagem das culturas de
Salmonella Enteritidis isoladas em laboratério pode atenuar suas capacidades de
contaminagao dos ovos.

Mumma et al. (2004) examinaram a correlagéo entre as alteragdes anuais na
incidéncia de Salmonella Enteritidis em humanos e a introdugdo do Programa de
Garantia da Qualidade do Ovo em alguns estados para reduzir a contaminagéo por
Salmonella Enteritidis em ovos. A analise de regressao demonstrou que a cada 1%
de aumento do numero de ovos produzidos sob o programa de qualidade foi
associado com 0,14% de diminui¢cao na incidéncia de Salmonella Enteritidis. Estes
dados indicam que o programa provavelmente representou um papel maior na
reducao das DTA nestes estados.

Messens et al. (2004), com base nos resultados obtidos em um experimento,
afirma que as praticas de resfriamento s&o indicadas para serem procedidas de
forma rapida apds a postura, para prevenir a multiplicacdo da Salmonella spp. nos
ovos, mesmo quando o albumem se torna contaminado. Proximo a temperatura
ambiente a probabilidade de uma multiplicagdo € muito alta quando o albumem de
um ovo fresco no lugar de um estocado é contaminado com Salmonella spp. De
acordo com os resultados na avaliagdo do crescimento de Salmonella spp. no
albumem pode-se deduzir que a perda de nutrientes ou alguns fatores da gema
negando as propriedades inibitérias do albumem possivelmente ndo ocorre durante
um periodo de trés semanas de estocagem a 20°C embora ndo se tenha obtido
evidéncia direta disso.

O consumo de ovos é fundamental para uma boa alimentagdo quando feito de
forma equilibrada e segura. A Associacdo Paulista de Avicultura (ASSOCIACAO
PAULISTA DE AVICULTURA, 2005) alerta que o consumidor deve ficar atento
desde a hora da compra até o momento de ingerir o alimento. Os ovos com a casca
trincada e que nao estejam armazenados em locais arejados e limpos devem ser
evitados. Ao chegar em casa, devem ser guardados sempre na geladeira e tém de
ser lavados com esponja macia, sabdo e agua antes de usados. O ideal é que o0 ovo
seja muito bem frito, cozido ou assado, até que a gema e a clara fiquem bem duras,

antes de ser consumido. Essas medidas sao importantes para evitar a ocorréncia da
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salmonelose doenca causada pela bactéria Salmonella Enteritidis cujos sintomas
mais comuns sdo diarréia, nausea, vomito, colica e febre. No caso da maionese
caseira, o preparo com a gema cozida € a forma mais segura. Quando sao feitos
alimentos em grande quantidade, é recomendado o uso de ovo pasteurizado. O
consumidor também nao pode esquecer de verificar o prazo de validade e nao deve
reutilizar as embalagens. Quanto ao comércio de ovos, a Associagao Paulista de
Avicultura afirma que os comerciantes devem armazenar o produto sobre estrados e
longe de fontes de calor. Devem ser empilhadas, no maximo, seis caixas de ovos,
para evitar que eles se quebrem ou trinquem, o que pode causar contaminacéo. O
alimento deve estar protegido de poeira, moscas e roedores. Quem trabalha com a
venda do alimento também n&o deve reaproveitar as embalagens A Unido Européia
esta estudando a adogao da vacinacado para o controle das Salmonella spp. De
acordo com a pesquisadora alema Heike Scharr, as discussdes nao estdo em torno
apenas da Salmonella Enteritidis e da Typhimurium, mas de todas com importancia
relevante para a saude humana. Em 2008 a Unido Européia passa a exigir que
todos os ovos sejam testados contra a Salmonella spp. antes de serem
comercializados e, no ano seguinte, isto devera ser feito com as carnes também. Isto
deve trazer diversas mudangas no processo produtivo e tem encontrado reacdes
diversas nos paises europeus. "Ha muitas regulamentagbes e comissdes que
querem dar sua propria avaliagao", destaca Heike. Citando o exemplo da Francga, ela
comenta que o licenciamento deste tipo de vacina s6 pode ser feito apds testes de
campo no proprio pais, ndo aceitando, por exemplo, testes realizados na Alemanha.
A pesquisadora destacou em sua palestra que a cepa vacinal ndo se transmite por
meio dos ovos e a vacinagao da uma protecao para o restante da vida da ave. A
aplicacao deve ser em trés doses - poedeiras e matrizes - e é feita na agua de
bebida, o que diminui custos e manejo. "A grande vantagem é que a ave constroi a
sua proépria protecédo e nao tem problemas com residuos", afirmou. Para a avicultura
dois tipos de Salmonella spp. causam problemas as aves: a Pullorum e a
Gallinarum. Mas a Typhimurium e a Enteritidis transmitida via ovo, principalmente,
possuem um impacto na atividade porque sao agentes de zoonoses. A
contaminagdo em humanos se da pela ingestdo de alimentos contaminados. A
gravidade dos casos varia conforme a sensibilidade do individuo e do numero de
bactérias que o infectaram (APINCO, 2005).
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Ha uma necessidade em prevenir a colonizagao intestinal por Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium em aves recém-nascidas. O tratamento com
uma microbiota bacteriana indefinida ndo € aceitavel pelas instituicbes reguladoras
em alguns paises, devido ao risco de transmitir patdégenos. Uma cultura definida com
potencial e estabilidade equivalente aqueles das culturas indefinidas ainda nao foi
desenvolvida. Desde que vacinas atenuadas de Salmonella spp. possam ter as
caracteristicas de colonizagdo, mas ndo a viruléncia dos tipos selvagens de
Salmonella spp., elas poderiam inibir a colonizagdo dos organismos de desafio
(METHNERA et al., 2005).

2.3 PASTEURIZACAO
2.3.1 Aspectos basicos

Segundo Jay (1994a) a pasteurizagdo mediante o uso de calor implica na
destruicdo de todos os microrganismos patogénicos, assim como na destruicdo ou
reducao daqueles que provocam a deterioragao.

Entende-se por pasteurizacdo o tratamento térmico que destréi parte dos
microrganismos presentes, mas n&o todos eles. E realizada a temperaturas abaixo
de 100°C, e é empregada quando os tratamentos térmicos mais elevados danificam
a qualidade do produto; quando um dos objetivos € a destruicdo de germes
patogénicos ou quando os agentes de alteracdo mais importantes ndo sdo muito
termorresistentes (FELLOWS, 1994).

Cunningham (1995) explica que o objetivo deste processo nos produtos de
ovos inicialmente foi assegurar a auséncia de qualquer bactéria patogénica nos
produtos de ovos, mas em 1970, uma determinagcdo do FDA especificou no
regulamento de inspecdo de produtos de ovos que todos os produtos de ovos
deveriam ser produzidos livres de Salmonella spp. através de processos adequados
de pasteurizagdo. Afirma que normalmente menos de 1% das bactérias em produtos
frescos de ovos resistem a pasteurizagdo. Sendo os principais géneros encontrados
em produtos pasteurizados de ovos: Alcaligenes, Bacillus, Proteus, Escherichia,
Flavobacterium, assim como cocos Gram positivos. Considera que as alteragcées nos
produtos de ovos provocadas pelo aquecimento sao as principais preocupagdes
tanto para o processador quanto para os usuarios. Os produtos ndao devem ser

somente  microbiologicamente seguro, mas também devem funcionar
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satisfatoriamente. Considera também que, com base em varios pesquisadores, a
desnaturagcado e o prejuizo na performance das propriedades do ovo ocorrem em
funcdo do tempo e temperatura de processamento. Foi citado consistentemente que
o aquecimento do albumem a temperaturas de 54°C a 60°C prejudica as
propriedades de formar espuma. As alteragdes macromoleculares na ultraestrutura
do albumem foram estudadas com microscépio eletrénico apods pasteurizagédo e as
alteragdes foram caracterizadas pela formagao de densas aglomeragdes irregulares
de aproximadamente 0,1um de didmetro, que se tornam mais numerosas e densas
com a extensao do tempo de aquecimento. A desnaturagdo, como indicada pela
alteracao na viscosidade, foi citada como acontecendo na faixa de temperatura entre
56°C e 66°C. Acima dessa faixa, precipitacao fracionada das proteinas ocorre sendo
que coagulagao ocorre rapidamente em temperaturas acima de 73°C. Somente a y-
livetina é levemente afetada. Temperaturas elevadas progressivamente alteram
estas proteinas até elas ndo serem detectadas na eletroforese. A lipovitelina e a
phosfovitina sao similarmente afetadas pelo aumento da temperatura. Com o
aquecimento na faixa de e 57°C até 87°C por 3,5 minutos, a levitina e algumas
globulinas foram as mais termosensiveis, enquanto a conalbumina e a ovoalbumina
foram as mais estaveis. Indica que as diferengas na composi¢cédo dos varios produtos
de ovos justificam a grande variagdo nas condigdes de pasteurizagéo
recomendadas. Os diferentes teores de sdélidos totais (gema 45-48% e clara 12%) e,
por consequéncia, a presenga de agua, sao fatores que diferenciam a
termorresisténcia. A gordura da gema tem algum efeito protetor e as proteinas
biologicamente ativas da clara podem auxiliar na pasteurizagéo desta.

E bem sabido que o albimem é desnaturado termicamente a temperaturas
inferiores aquelas necessarias para provocar 0 mesmo fendmeno na gema e que as
células bacterianas na gema s&o usualmente mais termorresistentes que as mesmas
no albumem (STADELMAN et al., 1996).

2.3.2 Pasteurizacdo do ovo em casca

Roberts'® (1991), apud Blackburn et al. (1997), afirma que a inativagdo de
patogénicos infecciosos ndo formadores de esporo usando tratamento térmico é

considerado um ponto critico de controle na preparagao segura de muitos alimentos.

'® ROBERTS, D. Sources of infection: Food. In: WAITES, W.M.; ARBUTHNOTT, J.P. Foodborne
lliness. London, 1991. p.31-37.
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Processamento insuficiente, aquecimento ou reaquecimento sao freqliientemente
fatores que contribuem para a ocorréncia de surtos de intoxicacao alimentar.

Barrow (1993) discute varias possibilidades para a redug&o da incidéncia de
doenca transmitida por alimento causada por Salmonella Enteritidis, mas nao
incluem a pasteurizagdo de ovos em casca por nao haver literatura sobre este
assunto.

Durante os anos quarenta e cinquenta, o tratamento térmico de ovos em
casca para prevenir crescimento de embrides em ovos férteis, reduzir a incidéncia
de deterioragdo durante longo armazenamento e manter qualidade interna
receberam atencao consideravel de pesquisas (STADELMAN,1995).

Para que qualquer processo minimo de pasteurizagdo seja efetivo, a carga
bacteriana inicial deve ser minima (STADELMAN et al., 1996).

Segundo Hou et al. (1996), existem alguns métodos de conservagao e
sanitizacdo de ovos em casca tais com lavagem, resfriamento rapido, irradiacao e
tratamento Ultra-sdnico, mas segundo alguns autores eles ndo destroem Salmonella
spp. as quais se localizam no interior do ovo.

Stadelman et al. (1996) descrevem que os requerimentos minimos para a
pasteurizacdo de produtos de ovos liquidos foram extensivamente pesquisados nos
anos 60. Afirmam nao terem localizado nenhuma literatura relativa a pasteurizagao
de ovos em casca. Consideram como uma possivel explicacdo para isso o fato de
que os ovos intactos até o momento da produgdao eram considerados estéreis.
Descrevem que em meados dos anos 80, ocorreram citagdes de infecgado ovariana
com Salmonella Enteritidis e a deposigdo de Salmonella Enteritidis no ovo durante a
sua formacdo. Tentativas para se eliminar Salmonella Enteritidis de granjas de
postura ndo foram completamente efetivos. Por essa razdo a possibilidade de
aplicagao dos principios de pasteurizagao de produtos de ovos liquidos em ovos em
casca intactos foi investigada.

Os tratamentos de pasteurizagdo pesquisados por Stadelman et al. (1996)
constaram de aquecimento de ovos em casca em agua quente, ar quente ou com
microondas seguido por uma variedade de tempos de manutengdo. A redugao de
unidades formadoras de colénias de uma cepa estreptomicina resistente foi
determinada. Trabalhando com ovos n&o inoculados e que foram submetidos a
varios tratamentos de pasteurizacéo, avaliaram as alteracdes na qualidade interna e

funcional do ovo. Para a qualidade interna mediu-se a Unidade Haugh e o indice da
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gema. As unicas qualidades funcionais avaliadas foram o volume e estabilidade da
espuma do albumem. Os ovos inoculados com Salmonella Enteritidis foram
mantidos a 55°C — 57°C por varios periodos de tempo apos o aquecimento. Alguns
procedimentos e tempos de manutencéo e condi¢cbes foram avaliados quanto a sua
letalidade contra as células de Salmonella Enteritidis inoculadas e na estabilidade da
espuma do albumem dos ovos pasteurizados.

Hou et al. (1996) desenvolveram um processo para pasteurizagao delicada de
ovos em casca com o objetivo de destruir Salmonella Enteritidis usando processos
de aquecimento em imersdo e em camara com ar quente, e investigaram as
propriedades funcionais dos ovos pasteurizados. Pesquisaram a radiagao
ionizante(6 kGy), e observam que esta diminui a qualidade dos ovos.

Serrano et al. (1997), pesquisando a utilizacdo de radiagdo ionizante no
tratamento de ovos em casca concluem que uma dose de 1,5 KGy deve ser
suficiente para eliminar a Salmonella Enteritidis dos ovos. Com base no valor D
calculado, uma dose minima de 0,5 KGy seria suficiente para eliminar a Salmonella
Enteritidis da superficie de ovos inteiros e uma dose de 1,5 KGy seria suficiente para
eliminar a Salmonella Enteritidis do conteudo de ovos.

Schuman et al. (1997) avaliam o potencial de inativacdo da Salmonella
Enteritidis a 57°C e 58°C por imersdo em agua e os efeitos deste tratamento com
relacdo a funcionalidade do albumem e atributos de qualidade interna dos ovos, em
ovos em casca frescos e intactos.

Kuo et al. (1997) avaliam a eficacia da radiagcao ultravioleta na redugao da
contaminagao na superficie da casca do ovo e a dosagem de radiag&o ultravioleta
apropriada para reduzir a carga bacteriana a niveis aceitaveis. O estudo indica que a
radiacao ultravioleta é efetiva na redugédo de ufc de Salmonella Typhimurium tanto
no Agar em placa como na superficie da casca de ovos na mesma forma na reducéo
de mofos e leveduras no agar em placa como na superficie da casca de ovos.
Sendo assim, concluem que a radiacdo UV pode ter potencial como um sanitizante
de casca de ovo. No entanto observam que o efeito sobre a superficie lisa do agar
foi maior que na superficie rugosa da casca do ovo; as bactérias nos poros da casca
podem n&o serem suficientemente expostas a luz ultravioleta. Sugerem que outras
pesquisas devem ser desenvolvidas no sentido de se desenvolver um método que
aumente a exposicdo do ovo a luz ultravioleta promovendo a eliminagdo das

bactérias presentes nos poros.
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Himathongkham et al. (1999) citam que mergulhando ovos em agua fervendo
por trés segundos resulta na completa destruicdo de Salmonella Enteritidis na casca
e membranas, mas as vezes causa rachaduras nos ovos.

Em 1999, o President’s Council on Food Safety anunciou um plano para
eliminar doencga por Salmonella Enteritidis transmitida por ovos. O plano estabelece
duas estratégias inter-relacionadas para se alcancar o objetivo. Uma delas é
identificar tratamentos letais que possam ser aplicados aos ovos e produtos de ovos
para destruir qualquer Salmonella Enteritidis que possa estar presente nos ovos.
Existem padrdées para pasteurizacdo de produtos de ovos liquidos que séo
primariamente usados em servigos de alimentagcdo e produgcdo de alimentos. No
entanto, por volta de 70% dos ovos produzidos nos EUA s&o vendidos em casca.
Conseqlentemente, seria prudente desenvolver técnicas que possam também
destruir a Salmonella Enteritidis nestes produtos (PRESIDENT'S COUNCIL ON
FOOD SAFETY, 1999).

Mermelstein (2001) informa que os primeiros ovos em casca pasteurizados
oferecidos nos mercados de varejo e servigcos de alimentagdo nos EUA foram
introduzidos em maio de 1996 pela Michael Foods Egg Products Co. Estes ovos sao
produzidos usando processo de imersao em agua quente com tempo e temperaturas
controlados para proporcionar uma reducado de Salmonella spp. de 5 log mantendo
as caracteristicas desejaveis dos ovos. Informa também que a Pasteurized Eggs
Corp’s usa um processo de imersdo continua em agua, patentiado em 1998 por
John Davidison, para a completa pasteurizagédo de ovos em casca, descrito como
um sistema onde os ovos em caixas engradados sdo transportados através de um
tanque com agua quente até o centro da gema alcangar a temperatura desejada por
um tempo desejado que proporcionam uma reducgdo de 5 log de Salmonella spp.
mantendo a funcionalidade do albumem. Quando os ovos saem do tanque sao
selados para evitar contaminagcdo subsequente, secos, marcados com a letra D
(Davidson) e embalados, e nestas condigdes, mantidos a 7,2°C, o prazo de vida de
prateleira pode chegar a mais de seis meses. Comenta que apesar do método de
imersdo em agua quente ser o unico meétodo usado industrialmente para a
pasteurizacdo de ovos em casca, alguns outros métodos, além do daquele que usa
ar quente, sdo pesquisados. Cita método que utiliza radiacdo ionizante e que em

julho de 2000 foi aprovado pelo FDA. Citam também método que utiliza microondas.
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James et al. (2002) desenvolveram um experimento com o objetivo de
implementar uma investigacao sobre a aplicabilidade de quatro tratamentos de
aquecimentos diferentes (ar quente, agua quente, infravermelho e vapor) que foram
previamente aplicados em outros produtos alimenticios, para a pasteurizacdo da
superficie dos ovos. O alvo foi obter temperaturas na face externa e interna da casca
do ovo para identificar a mais alta temperatura que poderia ser utilizada na face
externa dos ovos sem alterar o conteudo do ovo ou da prépria casca. Trés séries de
experimentagdo foram conduzidas. Na primeira série, os simulantes de ovos (ovo
com o conteudo substituido por uma resina epox) foram objeto de tratamentos com
tempo e temperatura especificos para cada tipo de processo de aquecimento para
se determinar o tempo maximo de tratamento do ovo sem elevar a temperatura
interna acima de 60°C. Um parametro de tempo e temperatura foi identificado para
cada tipo de processo. Na segunda série, quatro parametros de tempo e
temperatura foram testados usando ovo em casca. Cinco ovos foram objeto de cada
tipo de tratamento. Todos os ovos foram analisados quanto a danos visiveis na
casca e cada ovo foi quebrado e um recipiente limpo e visualmente examinado a
procura de sinais de coagulagdo. Na série final do experimento foi avaliada com
precisdo a temperatura externa e interna do ovo em casca para cada tipo de
processamento. Os resultados mostraram que a temperatura suficiente para se
alcancar significativa redu¢do na quantidade de microrganismos pode ser alcangada
na superficie externa de um ovo sem aumentar a temperatura do interior até aquelas
que poderiam causar coagulacdo do conteudo do ovo. Os experimentos com
imersdo em agua mostraram que a 95°C os ovos podem permanecer por dez
segundos. Nenhum problema de rachadura foi encontrado em nenhum dos
tratamentos durante este experimento. No entanto, somente um pequeno numero de
amostras foi usada. Desde que ovos em casca nao sao uniformes é possivel que um
alto numero de amostras poderiam também ser susceptiveis a sinais de rachadura.
A analise de valores D obtidos por outros autores indicaria que temperaturas
superiores a 70°C por menos de 1,5 segundos seriam capazes de reduzir a
populagcdo de Salmonella Enteritidis ao nivel de 6 log. Entdo, levando isso em
consideragao, todos os tratamentos investigados sdo teoricamente capazes de
reduzir o numero de Salmonella spp. na superficie externa de um ovo em casca ao
nivel de 6 log sem danificar o conteudo interno. Entretanto, € provavel que a

resisténcia térmica das células na superficie externa de um ovo seja diferente
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daquelas no contetido do ovo. E sabido haver diferenca na resisténcia da bactéria
aos tratamentos com calor seco e calor umido. Investigagdes s&o necessarias com
objetivo de se estudar o efeito destes tratamentos sobre as bactérias presentes na
superficie externa dos ovos. Existe também a possibilidade de que tais tratamentos
posam causar danos a casca e ou cuticula, aumentando o risco da contaminacao
extrinseca se tornar uma contaminacgéo intrinseca. Investigacbes microscopicas sao
necessarias para se verificar possiveis alteragdes na superficie apds os tratamentos.
Esta investigagdo somente focou a coagulagdo do conteudo interno. Os autores
concluem que outros parametros de qualidade como exemplo a consisténcia fisica
da clara e gema, e os efeitos do tratamento sobre a estrutura da proteina necessitam
ser investigados.

Grijspjeerdt e Herman (2003) determinaram uma série de curvas de
inativacdo de Salmonella Enteritidis para tratamento térmico de ovos usando
diferentes condigdes de tempo e temperatura.

Pombo (2003) desenvolveu um experimento com o objetivo de avaliar
possiveis alteragdbes nos fatores de qualidade interna de ovos inteiros,
termoprocessados pelos tempos de dez e vinte minutos a temperatura de 57°C,
atravées de comparagdo dos mesmos com ovos nado submetidos ao
termoprocessamento (grupo controle), durante 24 dias. Conclui, com base nos
resultados obtidos, que os ovos submetidos a temperatura de 57°C por 20 minutos
mantiveram as caracteristicas relativas a qualidade interna com melhores resultados
durante todo periodo do experimento e, ainda, que a unidade Haugh e o pH da clara,
mostraram ser parametros confiaveis a serem utilizados na avaliagdo da qualidade
interna dos ovos de consumo. Sugere que estudos microbioldgicos sejam realizados
em funcgao do tratamento térmico.

A National Pasteurized Eggs (NATIONAL PASTEURIZED EGGS, 2005) é a
empresa que detém a patente ThermalPure™ de tecnologia de pasteurizacdo de
OVOS em casca e opera a unica linha de processamento desenvolvida para utilizar
esta tecnologia. A empresa, em seu site na Internet, descreve, basicamente com
imagens, sem os dados principais de tempo e temperatura de processamento, como
e feito o processamento de ovos segundo a tecnologia ThermalPureTM ( Anexos 3 a
10).



3 MATERIAL E METODOS

Serao descritos o material e os métodos utilizados no desenvolvimento do
experimento. As figuras que ajudam o entendimento do material e dos métodos

utilizados encontram-se nos Apéndices, item 10 (paginas 138 até 151).
3.1 MATERIAL

Foi dividido nas categorias de matéria-prima, equipamentos, vidrarias, meios

de cultura, solug¢des e outros descritos a seguir.
3.1.1 Matéria prima

Foram processadas 32 duzias de ovos de galinha, em grupos de quatro
duzias, produzidos por uma granja comercial sob inspecgéo federal, e classificados
por esta como tipo extra branco classe A. Segundo Brasil (1990) os ovos com esta
classificagdo sao caracterizados como apresentando peso minimo de 60g, casca
limpa, integra e sem deformacgao, camara de ar fixa e com o maximo de 4(quatro)
milimetros de altura, clara limpida, transparente, consistente e com as chalazas
intactas e gema translucida, consistente, centralizada e sem desenvolvimento do
germe. Estes foram adquiridos em uma unidade de uma rede de supermercados na
cidade de Niteréi — Rio de Janeiro — Brasil, com data de embalagem indicada nao
superior a cinco dias. Imediatamente transportados, nas embalagens originais, ao
Laboratorio de Controle Microbioldogico dos Produtos de Origem Animal do
Departamento de Tecnologia dos Alimentos da Faculdade de Veterinaria da

Universidade Federal Fluminense.
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3.1.2 Equipamentos

Banho-maria eletrénico com agitacdo modelo Thermomix BM da marca B.
Braun Biotech International; relégio TIMEX com timer; banho-maria sem agitacéo da
marca Fanen; Stomacher modelo 80 marca Seward; pipetadora automatica modelo
Labpette da marca Labnet; estufa de incubacgéao bacteriolégica modelo type 42000
da marca Thermolyne; estufa de incubacao bacterioldgica Precision Scientific; mini
drill  3,6v/10000min”" da marca Conthey; Contador de coldnias da marca
Quebec/Darkfrold; termémetro de mercurio da marca APEX graduado de -10°C a
110°C; autoclave da marca Fanen; agitador de tubos (certoma da marca B. Braun);
Geladeira Climax modelo 230L; Fogdo Semmer; Balanga modelo AS 2000C da
marca Marte.

3.1.3 Vidrarias

Becker de 50 e 1000mL; tubos de ensaio de 18X180mm; erlenmeyers de
500mL; laminas de vidro; pérolas de vidro; garrafas com boca larga e capacidade de

500mL; pipetas com capacidade de 20mL.
3.1.4 Meios de cultura e solucdes

Agar APC - Merck 5463; Agar XLD - Merck 5387; Caldo Rappaport e
Vassiliadis - Merck 7700; SSPT (BRASIL, 2003c); Caldo BHI - Merck 10493; Agar
TSI - Merck 3915; SSP (BRASIL, 2003b); solucao de alcool a 70% (BRASIL, 2000);
formaldeido puro Reagen; solugdo de hipoclorito de sodio a 2,8% (agua sanitaria

comercial).
3.1.5 Outros

Separador de gema; pote metalico; ponteiras de 3 mL e 1 mL da marca
Brand; seringa descartavel de capacidade de 5 mL da marca Injex; agulha
descartavel de 30 X 0,7mm marca Laboratérios Ryncos S.A.; selante de secagem
rapida da marca Locite, soro polivalente somatico de Salmonella spp. da marca
Probac do Brasil; placas de Petri descartaveis com fundo medindo 55,42 cm?, da
marca J Prolab; envelopes esterilizados para o Stomacher tipo IML PAK marca

TART produtos hospitalares.
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3.2 METODOS

Sera descrita a metodologia aplicada para o preparo das amostras,
inoculagdo dos ovos em casca diretamente nas gemas, pasteurizagdo dos ovos,
abertura dos ovos, retirada de aliquotas das gemas e analises bacterioldgicas, que
sao etapas que compdem o experimento que foi repetido oito vezes, no periodo de
agosto a novembro de 2003, no Laboratério de Controle Microbiolégico dos Produtos
de Origem Animal do Departamento de Tecnologia dos Alimentos da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal Fluminense.

Os procedimentos criticos, equipamentos, recipientes, superficies e utensilios,
meios de cultura e solugbes envolvidos nos meétodos desenvolvidos neste
experimento, quanto a preparacdo das amostras, inoculacdo dos ovos em casca
diretamente nas gemas, pasteurizagdo dos ovos, abertura dos ovos, retirada de
aliquotas das gemas e analises bacteriologicas, foram realizados ou foram mantidos
na zona de seguranca do bico de Bunsen acesso e/ou em condicbes de assepsia
especifica aos procedimentos criticos, equipamentos, recipientes, superficies e
utensilios, meios de cultura e solugcbes basicamente pela utilizacdo de solugcado de
alcool a 70% ou esterilizagdo em autoclave. Quanto aos procedimentos criticos,
especialmente na metodologia aplicada a quebra dos ovos onde este cuidado foi
considerado de extrema importancia, esta foi desenvolvida estando as méaos

devidamente limpas e desinfetadas com uma solucéo de alcool a 70%.
3.2.1 Preparo das amostras

O processamento das amostras teve inicio no mesmo dia da aquisi¢ao, e este
foi realizado em uma cémara (Apéndices 1, 2 e 3) cujas condigdes de limpeza e
desinfeccdo eram controladas diariamente antes, durante e apds o processamento,
basicamente utilizando-se evaporacdo de formol para a desinfeccado do ambiente,
solugao de alcool a 70% para desinfecgéo das superficies e solugdo comercial de
hipoclorito de sodio (agua sanitaria comercial) para a desinfecgéo do piso.

Para cada repeticdo do experimento, as amostras foram organizadas em
quatro grupos de 12 ovos cada (Apéndice 4). Os ovos de cada grupo foram
identificados com uma combinacao de letras escritas a lapis na superficie da casca
(em uma localizagdo mediana entre os polos do ovo) que identificavam o tipo de

processamento estabelecido para aquele grupo. As combinagdes utilizadas foram: IP
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que identificava o grupo que foi Inoculado e Processado termicamente, INP que
identificava o grupo que foi Inoculado e Nao Processado termicamente, NIP que
identificava o grupo que Nao foi Inoculado e foi Processado termicamente e NINP

que identificava o grupo que Nao foi Inoculado e N&o foi Processado termicamente.
3.2.2 Inoculacéo dos ovos em casca diretamente nas gemas

Os ovos dos grupos IP e INP foram inoculados, diretamente na gema, na
forma descrita a seguir, com um volume de 0,2 mL de uma cultura de Salmonella
Enteritidis (ATCC 13076), em caldo BHI, com 48 horas de incubacédo a 35°C,
contendo aproximadamente 10° a 10" células / 7 a 8 log células (no pré-experimento
e também durante o préprio experimento, verificou-se, que nas condi¢des citadas, o
volume de 0,2 mL da cultura apresentava este nivel de células).

Com uma seringa com capacidade de 5 mL e agulha de 30 X 0,7 mm
descartaveis, aspirou-se um volume de 5 mL da cultura de Salmonella Enteritidis
(Apéndice 5). A seringa assim preparada, com a agulha devidamente protegida por
sua embalagem, foi mantida, nos intervalos entre a inoculagdo de cada ovo em uma
bandeja plastica.

Colocou-se cada ovo com a extremidade oposta a da camara de ar voltada
para cima em um becher de vidro de capacidade de 50 mL com pérolas de vidro
com o objetivo de manter o ovo em posigao estavel facilitando os procedimentos de
inoculagdo. O local de perfuragdo (extremidade oposta a da camara de ar) foi
desinfetado com um chumacgo de algoddo embebido com solugdo de alcool a 70%
(Apéndice 6).

Com o ovo no becher com pérolas de vidro, fez-se uma perfuracdo na
extremidade oposta a da camara de ar, com auxilio do “mini drill” com uma broca
desinfetada (solugéo de alcool a 70%) com didmetro suficiente para obter um orificio
com didmetro adequado para passar a agulha (Apéndices 7 e 8).

Introduziu-se aproximadamente % do comprimento da agulha através do
orificio e inoculou-se o volume de 0,2 mL da cultura, diretamente na gema (Apéndice
9). Este procedimento esta baseado nas observagdes feitas apds pré-experimento.
Neste procedeu-se a inoculagao de ovos, com agulhas de comprimentos diferentes,
com 0,2 mL de uma solugdo aquosa de azul de metileno a 2%. Estes ovos em

seguida foram cozidos por dez minutos em agua fervendo, que apds resfriamento
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foram abertos e analisados. Observou-se que com a introdugédo de % da agulha de
30 X 0,7 mm a gema foi atingida com seguranca.

Logo apos a inoculagéo, exatamente sobre o orificio foi colocada uma gota de
selante de secagem rapida esterilizado (autoclave a 121°C por 15 minutos), com o
objetivo de selar o orificio (Apéndice 10).

O ovo assim inoculado foi colocado em uma cesta plastica com o local da
inoculagéo voltado para cima (Apéndice 11).

Todos os procedimentos descritos acima foram executados em um por um

dos ovos dos grupos IP e INP.
3.2.3 Pasteurizagao dos ovos dos grupos IP e NIP

Para facilitar a identificagdo dos grupos, os ovos do grupo IP foram
arrumados, com o local de inoculagao voltado para cima, em uma cesta plastica de
cor amarela e os ovos do grupo NIP foram arrumados, com o local de inoculagéo
voltado para cima, em uma cesta plastica de cor verde.

Os dois grupos foram processados separadamente. Primeiro processou-se o
grupo NIP e depois o grupo IP.

As cestas foram submersas cuidadosamente no banho-maria eletrénico com
agitacdo abastecido com agua destilada esterilizada (autoclave a 121°C por 15
minutos) com um volume suficiente para proporcionar a submersao total dos ovos.

Depois de abastecido (Apéndice 12), o banho-maria foi ligado e marcou-se
um tempo de 43 minutos, este suficiente, conforme o observado no pré-experimento,
para elevar a temperatura da gema do ovo em casca de um valor de 24,5°C + 2°C
até 57°C. O pré-experimento constou, entre outros, do aquecimento de um ovo com
o bulbo de um termdmetro de mercurio tecnicamente introduzido na gema, de forma
que este e o conteudo do ovo permaneceram estaveis e isolados da agua do banho-
maria durante todo o processamento, da avaliagdo da temperatura inicial do ovo e
da agua do banho-maria e da medi¢cdo do tempo gasto para se atingir a temperatura
de 57°C na gema. Estes procedimentos no pré-experimento foram repetidos cinco
vezes.

Vencido o periodo de aquecimento, marcou-se o tempo de 20 minutos
(Apéndice 13), e quando completo, o banho-maria foi desligado e imediatamente
retirou-se as cestas que foram colocadas na bancada e nela permaneceram por uma

hora resfriando a temperatura ambiente.
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3.2.4 Abertura dos ovos para retirada de aliquotas das gemas e preparo de
amostra para as andlises bacteriol6gicas

Os ovos de todos os grupos foram abertos para a retirada de aliquotas das
gemas para serem submetidas as analises bacterioldgicas.

Os ovos (um de cada vez) foram abertos um grupo por vez. O primeiro grupo
processado foi o NIP, depois o NINP, depois o IP e por ultimo o INP. A maior parte
do material usado era préprio para cada grupo e antes do processamento de cada
grupo, a bancada, bandejas e equipamentos, além de outros utensilios, foram limpos
e depois desinfetados com chumacgos de algodao embebidos com alcool a 70%.

Antes da abertura do primeiro ovo de cada grupo, retirou-se um envelope de
stomacher do pote de plastico (recipiente com tampa que foi limpo e depois
desinfetado com chumago de algoddo embebido com 4&lcool a 70% onde a
embalagem de envelopes de stomacher era mantida) e colocou-se cuidadosamente,
mantendo a abertura do envelope fechada, em uma embalagem plastica com o
objetivo de manter o envelope de stomacher em condi¢cdes estaveis proporcionando
o continuo abastecimento com aliquotas das gemas dos 12 ovos analisados.

Em cada ovo, antes da quebra, desinfetou-se toda a superficie da casca com
um chumaco de algoddo embebido em alcool 70% (Apéndice 14). Este foi quebrado,
inicialmente provocando uma rachadura no meio do ovo entre as duas extremidades
com auxilio do bisturi (Apéndice 15). Depois forgou-se a quebra efetiva da casca
com a pressao dos dedos e deixou-se o conteudo cuidadosamente escorrer para o
separador de gema apoiado sobre um pote metalico, com o objetivo de receber o
albumem dos ovos quebrados.

As cascas dos ovos de cada grupo foram dispensadas em embalagens
proprias e esterilizadas (autoclave a 121°C por 20 minutos) antes do descarte.

Com um pipetador automatico de capacidade de 5 mL, equipado com ponteira
com capacidade de 3 mL (provida de filtro de algodao hidrofobo esterilizado),
aliquotas de cada gema retida no separador de gema foram retiradas e transferidas
para o envelope de stomacher (Apéndices 16 e 17). No momento da quebra de cada
ovo, o pipetador equipado com a ponteira era mantido apoiado em uma garrafa de
boca larga esterilizada.

Apos a transferéncia das aliquotas referentes a gema do 12° ovo de cada
grupo quebrado, fechou-se o envelope de stomacher e cuidadosamente retirou-se

da embalagem plastica e colocou-se no aparelho de stomacher (Apéndice 18).
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Dispensou-se a ponteira em uma embalagem plastica prépria para descarte
de material ndo contaminado, no caso dos grupos NIP e NINP, ou em uma
embalagem plastica propria para descarte de material contaminado, no caso dos
grupos IP e INP.

No aparelho de stomacher as aliquotas das gemas contidas em cada
envelope de stomacher foram homogeneizadas na velocidade normal (segundo a
indicagdo no painel de controle) por 60 segundos, obtendo-se assim as amostras
para analise.

Apds cada processo de homogeneizagao, retirou-se o envelope de stomacher
fechado do aparelho e colocou-se de volta, cuidadosamente, na embalagem
plastica.

Retirou-se 25 mL da amostra contida em cada envelope de stomacher, com
auxilio de uma pipeta de vidro esterilizada (autoclave a 121°C por 15 minutos) com
capacidade de 20 mL, e transferiu-se para um frasco de contendo 225 mL de SSPT
(Apéndice 19), o qual incubou-se a 35°C por 24 horas.

Com auxilio da mesma pipeta utilizada anteriormente, retirou-se mais 25 mL
de cada amostra e transferiu-se para um frasco contendo 225 mL de SSP (Apéndice
20).

3.2.5 Anadlises bacterioldgicas dos homogeneizados de gemas e das culturas
de Salmonella Enteritidis inoculadas

A partir dos frascos de SSP preparados no item 3.2.4 procedeu-se a
contagem padrédo de bactérias mesodfilas aerdbias estritas e facultativas viaveis
(Apéndice 21). Dos frascos de SSPT preparados no item 3.2.4, procedeu-se a
pesquisa de Salmonella spp. (Apéndice 21) e das culturas de Salmonella Enteritidis
inoculadas procedeu-se a contagem padrao de bactérias mesdfilas aerdbias estritas
e facultativas viaveis e a pesquisa de Salmonella spp. (Apéndice 21). A metodologia

utilizada em cada analise bacteriolégica é descrita a seguir.
3.2.5.1 Contagem padrdao de bactérias mesofilas aerdbias estritas e facultativas
viaveis
De cada grupo de gemas e das culturas de Salmonella Enteritidis procedeu-

se a contagem padréo de bactérias mesofilas aerdbias estritas e facultativas viaveis
segundo Brasil (2003a) e Brasil (2003b) (Apéndices 22 e 23).
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3.2.5.2 Pesquisa de Salmonella spp.

De cada grupo de gemas e das culturas de Salmonella Enteritidis procedeu-
se a pesquisa de Salmonella spp. segundo Brasil (2003c) (Apéndices 24,25 e 26)
que esta de acordo com o método proposto pela Food Safety Inspection Service dos
EUA (U S DEPARTMENT OF AGRICULTURE", 1998, apud HARA-KUDO et al.,
2001a) e pela Intenational Organization for Standardization (ISO'®, 1999, apud
HARA-KUDO et al., 2001a) que indicam a utilizagdo de pré-enriquecimento a 35 —
37°C SSPT e enriquecimento em Caldo Rappaport Vassiliadis a 43°C.

' US Department of Agriculture. Microbiology Laboratory Guidebook, 3% ed. US Department of
Agriculture. 1998.

'® 1SO. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs. Horizontal Methods for the Detection of
Salmonella, Revision ISO 6579. 1999.



4 RESULTADOS

Os resultados estdo agrupados em conformidade com os procedimentos

analiticos realizados.

4.1 CONTAGEM PADRAO DE BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS ESTRITAS E
FACULTATIVAS VIAVEIS

Os resultados estao expostos, quando possivel, em tabelas e figuras para
melhor acompanhamento e visualizacdo dos mesmos.

A quantidade de ufc de Salmonella Enteritidis por 0,2 mL da cultura ATCC n°
13076 com 48 horas de incubagao a 35°C (fase estacionaria) foi em média de 3 X
10°.

O método de inoculagéo da gema proporcionou a colocagdo de 2 X 10° ufc de
Salmonella Enteritidis (ATCC 13076 ) por mL do conteudo das gemas de ovos em
casca, sem provocar danos que interferissem no desenvolvimento do experimento.

O tratamento de ovos em casca por imersdo em agua com agitagao,
mantendo-se a temperatura da gema a 57°C por 20 minutos foi efetivo na destruigao
total (8 log) de Salmonella Enteritidis (ATCC 13076 ) presente nesta.

Todas as amostras dos grupos NIP, IP e NINP apresentaram placas sem
crescimento nas diluigdes 1/10, 1/100 e 1/1000 (Figuras 1 e 2), e de acordo com
(BRASIL, 2003a), nesse caso o resultado deve ser langcado com < dez ufc de

bactérias mesofilas aerdbias estritas e facultativas viaveis / mL da amostra.
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Figura 1. Placas de APC do grupo IP apds incubacao a 35°C por 48 horas

Figura 2 Placas de APC do grupo NINP apds incubagao a 35°C por 48 horas

Nas amostras do grupo INP o resultado médio foi de 2 X 10° ufc de bactérias

mesofilas aerdbias estritas e facultativas viaveis por mL de amostra. Os resultados,
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seguindo as normas padrdoes de aproximacgao estatistica, estdo langados na tabela
1.

Tabela 1 — Numero de unidades formadoras de colénias de bactérias mesdfilas
aerobias estritas e facultativas viaveis por mL de amostra do grupo INP

AMOSTRAS N° de ufc / mL

1 8 X 10°
6 X 10°
2X10°
6 X 10*
1 X 10°
2 X 10*
1 X 10*
6 X 10*

O~NO Ol WN

Nos volumes de 0,2 mL das culturas de Salmonella Enteritidis inoculadas nos
ovos dos grupos INP e IP nas 8 repeticdes do experimento, o resultado médio foi de

3 X 108 ufc de bactérias mesofilas aerdbias estritas e facultativas viaveis (Figura 3).

Figura 3. Placa de APC da cultura de Salmonella
Enteritidis
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Os resultados, seguindo as normas padrdes de aproximagao estatistica, estao

langados na Tabela 2.

Tabela 2 — Numero de unidades formadoras de colonias de bactérias mesodfilas
aerdbias estritas e facultativas viaveis por 0,2 mL de cultura
inoculadas nos grupos INP e IP nas oito repetigbes do experimento

REPETICAO N° de ufc / mL

1 8 X 10’
2 X108
2 X108
4 X108
4 X108
4 X108
4 X108
6 X 108

0O ~NO Ol WN

Quanto ao grupo INP, a amostra 1 equivale a repeticdo 1 e assim

sucessivamente.

4.2 PESQUISA DE Salmonella spp.

Noventa e seis ovos apresentaram auséncia de Salmonella spp em 25 mL de
gema.

A cultura de Salmonella Enteritidis (ATCC 13076 ) com 48 horas de incubagéao
(fase estacionaria) a 35°C foi sensivel a temperatura de 57°C por 20 minutos na
gema de ovo.

A manutencido das gemas de ovos em casca imersos em agua com agitagao
a temperatura de 57°C por 20 minutos provocou a destruicdo de todas as células de

Salmonella Enteritidis inoculadas nelas.

Todas as amostras dos grupos NIP, IP e NINP apresentaram auséncia de
Salmonella spp. em 25 mL das amostras. Todas as amostras do grupo INP

apresentaram Salmonella spp. em 25 mL das amostras (Figura 4).
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Figura 4. Cultura de Salmonella Enteritidis em Agar XLD

4.3 AQUECIMENTO DOS OVOS

O tempo necessario para elevar a temperatura da gema de ovos classificados
pela granja como tipo extra classe A (BRASIL, 1990), através da imersao destes em
agua, de 24,5°C £ 2°C até 57°C, foi de 43 minutos, o que viabilizou a manutengéo
destas a temperatura de 57°C por 20 minutos, que proporcionou a destruicdo de

todas as células de Salmonella Enteritidis inoculadas nelas.



5 DISCUSSAO

O objetivo de testar uma metodologia basica de pasteurizagdo do ovo em
casca no que se refere a sua eficiéncia na destruicdo de uma cepa de Salmonella
Enteritidis pode ser justificada por varios autores desde final da década de 80, pois
apesar do CDC (1987) indicar que a manipulagao apropriada e o cozimento dos
ovos podem minimizar o risco da ocorréncia de DTA causada por Salmonella spp.
associada a ovos, o CDC (1988) sugere que temperaturas mornas podem propiciar o
desenvolvimento e resisténcia de Salmonella Enteritidis em ovos durante a
produgao, transporte, estoque ou uso, e citaram que embora erros na manipulagao
de alimentos possam contribuir para surto de DTA causada por Salmonella spp.,
alguns surtos descritos demonstraram que a DTA causada por Salmonella Enteritidis
pode ocorrer mesmo quanto técnicas aceitaveis de preparacdo de alimentos sao
usadas. Humphrey et al (1989b) citam, com base em informagdes de outros autores,
que na Inglaterra, Wales e nos EUA, ocorreram surtos com Salmonella Enteritidis,
onde ovos tratados termicamente foram incriminados, citam também investigagdes
que indicam que a Salmonella Enteritidis pode ser transmitida verticalmente por aves
infectadas, sendo assim, concluem que esta bactéria pode ser isolada da gema
tanto quanto da face externa da casca. Humphrey et al. (1989a) confirmaram o
isolamento de Salmonella Enteritidis a partir de conteudo de ovos em casca intactos,
e observaram que o exame de ovos de granjas implicadas em casos de surtos de
Salmonella Enteritidis sugere que a produgcdo de ovos contaminados deve ser
intermitente. Segundo Madden (1990), a DTA produzida pela Salmonella Enteritidis é
caracterizada por diarréia, dor abdominal, calafrios, febre, vdmito e dor de cabega. A
doencga nao é restrita a um grupo etario especifico, apesar da maioria dos surtos e
mortes reportadas para o CDC terem ocorrido em hospitais ou enfermarias, onde

muitos individuos estédo debilitados ou idosos e podem ter a doencga subclinica.
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Todas as amostras no grupo NINP apresentaram resultado negativo na
contagem padrao de bactérias mesdfilas aerdbias estritas e facultativas viaveis por
mL, que devido a técnica utilizada, foram langados como < dez ufc de bactérias
mesofilas aerdbias estritas e facultativas viaveis / mL da amostra e na pesquisa de
Salmonella spp. Estes resultados estdo de acordo com Humphrey et al. (1989a) que
enumeraram a quantidade de Salmonella spp. no conteudo de ovos naturalmente
contaminados, e obtiveram resultados inferiores a dez células por ovo apesar destes
terem estado estocados em temperatura ambiente por sete dias. Segundo CDC
(1990), a contaminacgao interna do ovo com Salmonella spp. deve ocorrer em 0,01%
a 0,6% de todos ovos em casca produzidos nos USA. Humphrey et al. (1991) citam
que a maioria dos ovos contaminados postos em lotes naturalmente infectados no
Reino Unido continham menos de dez células de Salmonella Enteritidis por ovo.
Humphrey (1994), indica que a ocorréncia observada de ovos com o conteudo
contaminado com Salmonella spp. pode ser variavel, e que enquanto boa parte
desta variacdo pode ser explicada observando as caracteristicas da contaminagao
do ovo, é também importante considerar o impacto do uso de diferentes técnicas
laboratoriais. Cita ainda que estudos com ovos obtidos de galinhas artificialmente e
naturalmente infectadas mostraram que quando o conteudo de ovos sao misturados
para analise, as taxas de isolamento podem aumentar significativamente
extendendo-se o tempo de incubacdo de 24 para 48 horas. Cita também que
pesquisas que nao levam em conta este aspecto podem subestimar a ocorréncia de
contaminacao dos ovos. Neste experimento esses aspectos foram levados em
consideragao ao se trabalhar com pool de 12 gemas caracterizando uma amostra.
Mas segundo Gast e Holt (2000), qualquer tentativa de se obter niveis significativos
de crescimento em termos de numero de células a partir de um grupo de ovos em
que a contaminagcdo da gema ocorre esporadicamente, como ocorre na situagao
natural, mascara a producido ocasional de ovos contendo uma elevada quantidade
de células de Salmonella Enteritidis. Radkowski (2001) analisou 1200 ovos
produzidos na Polénia e ndo detectou Salmonella spp. na superficie da casca ou no
conteudo destes ovos, no entanto, ele discute que esse dado pode dar a impressao
de que os ovos raramente estdo contaminados por Salmonella spp. na superficie,
mas considerando que a produg¢ao mundial de ovos esta em torno de 400 bilhdes e
na Polénia chega aproximadamente a oito bilhdes por ano, consequentemente,

pode-se considerar que apenas uma pequena quantidade de ovos foi examinada em



111

comparagao com o numero de ovos que sao postos. Os dados obtidos na sua
pesquisa, com algum grau de consisténcia estdo de acordo com os obtidos em
outros paises. Este ressalta que nos EUA um em 10.000 ovos esta infectado com
Salmonella spp. € no Reino Unido é um para 15.000. Cita também pesquisadores
que observaram que o consumo de ovos frescos no Reino Unido esta em torno de
trés por semana, e que assumindo a infeccdo de um ovo em 15.000, estes
consideraram que um em 100 individuos pode consumir um ovo infectado por ano, e
levando em consideragao que a populacdo do Reino Unido esta em torno de 64
milhdes, concluem que aproximadamente 640.000 pessoas consumem um OVO
contaminado com Salmonella spp., mas, no entanto, existem muitos poucos casos
reportados de DTA causada por Salmonella Enteritidis. Radkowski (2001) ainda cita
que pesquisas realizadas nos EUA e Reino Unido mostram uma muito baixa
contaminagdo dos ovos mesmo quando estes eram provenientes de granjas
infectadas com Salmonella spp. € que os Servigos de Saude Publica no Reino Unido
tem investigado ovos provenientes de granjas as quais anteriormente foram
responsaveis por casos de DTA por Salmonella Enteritidis e demonstraram que
aproximadamente 0,1% dos conteudos foram positivos. Radkowski (2001) levanta a
questdao do por qué que ovos, apesar da contaminacdo com Salmonella spp. ser
rara, e quando presente estarem em baixos niveis, sdo freqientemente incriminados
como responsaveis por DTA na Poldnia e em outros paises.

Todas as amostras no grupo NIP e IP apresentaram resultado negativo tanto
na pesquisa de Salmonella spp. como na contagem padrao de bactérias mesdfilas
aerobias estritas e facultativas viaveis por mL da amostra, que devido a técnica
utilizada, foram langados como < dez ufc de bactérias meséfilas aerdbias estritas e
facultativas viaveis / mL da amostra. Estes resultados indicam que o processamento
testado foi eficiente na destruicdo da cepa de Salmonella Enteritidis inoculada. Outro
resultado foi obtido por Hou et al. (1996), que utilizaram a mesma cepa deste
experimento sé que suspensa em gema de ovo, na concentracdo de 10° a 10" ufc
por mL. Neste experimento utilizou-se a cultura suspensa em caldo BHI na
concentracdo de aproximadamente 3 X 10% ufc por mL. Da mesma forma que neste
experimento, desinfetaram os ovos com alcool a 70% e inocularam a gema atraves
de uma perfuragao na extremidade oposta a da camara de ar. Utilizaram um volume
de 0,5 mL da cultura enquanto que neste experimento utilizou-se 0,2 mL. Também

selaram os orificios com um selante de secagem rapida sendo que os ovos foram
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mantidos em gelo até a completa secagem, enquanto que neste experimento os
ovos foram mantidos em temperatura ambiente até a completa secagem do selante
quando ent&do foram pasteurizados. Também utilizaram banho-maria com agitagcéo
regulado a 57°C, mas testaram os tempos de dez, quinze, vinte e vinte e cinco
minutos. Os ovos foram imediatamente resfriados em gelo logo apds a
pasteurizagdo, enquanto que neste experimento, apds a pasteurizagdo, os ovos
foram resfriados em temperatura ambiente. Igualmente utilizaram como parametro a
temperatura no centro da gema. Assim como Pombo (2003), que foi utilizada como
base neste experimento, a funcionalidade do ovo foi testada através do calculo da
unidade Haugh, das medidas de pH da clara e da gema e do calculo do indice da
gema. Além das analises citadas, Hou et al. (1996), mediram a viscosidade com um
viscosimetro digital, a turbidez através de um espectrofotdmetro, a capacidade de
formar espuma e a atividade da lisozima do albumem. Quanto a atividade da
lisozima, esta foi reduzida a metade pela pasteurizagdo. Devido a lisozima ser
considerada um componente antimicrobiano do albumem, uma perda minima da
atividade da lisozima ndo seria desejavel para aumentar os aspectos de seguranga
dos ovos pasteurizados em casca. Ainda no experimento de Hou et al. (1996), a
destruicdo maxima de Salmonella Enteritidis em banho-maria foi de 3 log enquanto
que neste experimento os resultados indicam uma destruigdo total (8 log). Da
mesma forma que Pombo (2003), a unidade Haugh ndo mostrou diferencas
significativas (p < 0,05) entre o ovo fresco e o pasteurizado demonstrando que o
processamento nao afeta grosseiramente este pardmetro de qualidade do ovo.
Stadelman et al. (1996), desenvolvendo experimento de tratamento térmico de ovos
por meétodos diferentes também ndo observaram alteragdo na unidade Haugh.
Segundo Hou et al. (1996), nos ovos pasteurizados houve um aumento na
capacidade de formacao de espuma e sua estabilidade. Isso pode ser explicado por
um aumento da hidrofobicidade superficial do albumem.

Stadelman et al. (1996) observaram que quando os ovos foram submersos
em agua, o centro da gema foi aquecido até 56°C em aproximadamente 20 minutos.
No aquecimento com ar quente, o tempo necessario foi por volta de uma hora e em
forno de microondas, com poténcia menor que a maxima, somente dois minutos
foram necessarios. Com aquecimento em forno de microondas, a temperatura da
gema foi de 60°C e no albumem foi de 56°C — 57°C. Concluem que o aquecimento

com ar quente seria o0 menos pratico método de aquecimento de ovos em casca
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devido ao periodo de tempo longo (mais de 60 minutos) necessarios para se
alcancar 55°C e por representar um meio pobre para eficiente transferéncia do calor
para o interior do ovo. Consideram o aquecimento em banho-maria mais eficiente,
mas ainda requerendo um tempo de aquecimento de aproximadamente 15 minutos
para se alcancar a temperatura critica de 55°C a 56°C a qual a maxima inativacao
bacteriana ocorre sem desnaturagéo das proteinas presentes no albumem ou gema.
Esclarecem que a diferenga na eficiéncia do aquecimento é refletida no tempo
necessario para uma reducado de Salmonella Enteritidis em trés ciclos log em ovos
artificialmente inoculados, que no caso do método com ar quente é superior a 125
minutos enquanto que no método de submersao em agua € de 25 minutos. Indicam
que a extensao da inativagdo bacteriana pode ser alargada pelo aumento do tempo
de manutencao nas temperaturas criticas para destruicdo bacteriana até se alcancar
a redugdo microbiana desejavel. O tempo de aquecimento até a temperatura de
55°C a 56°C observado por Stadelman et al. (1996), em comparagdao com este
experimento, foi muito curto. Na leitura do trabalho publicado por estes autores nao
se encontrou justificativa para esta diferenga. O tempo de 25 minutos a 55°C — 56°C
para se obter uma reducéao de trés ciclos log foi menos eficiente que o desenvolvido
neste experimento.

Os resultados obtidos neste experimento, assim como os obtidos por
Stadelman et al. (1996), ndo confirmam os resultados obtidos por Van Lith et al."®
(1995), apud Stadelman et al. (1996), que citam que o0 aquecimento de ovos em
casca, inoculados artificialmente, a 57°C por 30 minutos nao resultou em completa
destruicdo de Salmonella Enteritidis e observam que a extensdo dessa temperatura
de tratamento causaria coagulacéo das proteinas do albumem.

Stadelman et al. (1996), com o objetivo de se obter uma redugédo no tempo
necessario para se conseguir uma redugao de sete ciclos log nas células de
Salmonella Enteritidis, implementaram uma etapa de aquecimento em microondas
como um método primario para rapidamente alcancar uma temperatura a mais
proxima possivel da temperatura alvo de 55°C. Observam que uma combinacgao de
microondas e ar quente ou microondas e banho-maria significativamente reduz o
tempo necessario para se alcangar a temperatura alvo e promove uma redugao de 5

logs em menos tempo do que foi necessario para se alcangar uma redugéo de 3 log,

" VAN LITH, LAJ.T.; PUTIRULAN, F.F.; MULDER, R.W.AW. Pasteurization of table eggs to
eliminate Salmonella. Archiv Geflugelkd, v.59, n.2, no prelo.
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tanto no método de ar quente quanto no de banho-maria sozinhos. Analisam que o
beneficio com o aquecimento em microondas € o aquecimento da gema mais
rapidamente que o albumem, o que é estrategicamente melhor devido a gema ser
mais resistente a desnaturacdo térmica que o albumem considerando que o
aquecimento por conducdo externa pode desnaturar o albumem antes da
temperatura letal ser atingida na gema. Concluem que, considerando que ovos em
casca naturalmente infectados contém somente 10 a 100 ufc de Salmonella
Enteritidis, os niveis de destruicdo demonstrados sao suficientes para se obter ovos
em casca negativos para Salmonella Enteritidis em 30 minutos. Por fim indicam que
futuras pesquisas deverao se direcionadas no sentido se desenvolver uma melhor
distribuicdo do calor durante o aquecimento em microondas.

O tempo total de manutencdo do ovo no banho-maria de 63 minutos
desenvolvido neste experimento estd em desacordo com o desenvolvido por
Schuman et al. (1997), que inocularam 0,5 mL de uma cultura com 8,5 log e
observaram que a 57°C, apenas o tempo superior ou igual a 75 minutos foi efetivo
na eliminagdo de todas as Salmonella Enteritidis. Isso talvez possa ser explicado
pelo fato de neste experimento ter sido utilizado banho-maria com agitagdo (maior
eficiéncia na transmissao/distribuicdo do calor), detalhe este que nao descrito por
Schuman et al. (1997).

Schuman et al. (1997), descrevem que a 57°C a populagdo de células viaveis
de Salmonella Enteritidis teve uma reducdo de dois a 2,5 ciclos log durante os
primeiros 35 minutos. Apdés 60 minutos a populagao de células viaveis de Salmonella
Enteritidis teve reduc&o superior a 6.8 ciclos log, enquanto que neste experimento
com 63 minutos a reducéo foi de oito ciclos log.

Este experimento seguiu as indicagdes de Schuman et al. (1997) que
utilizaram alguns elementos para dar maior seguranca no que se refere a inativagao
da Salmonella Enteritidis. Um desses elementos foi a utilizagdo de cultura na fase
estacionaria. Segundo Humphrey et al. (1990a), as células se multiplicam a 37°C e
apos 48 horas alcancam a fase estacionaria onde sao muito menos termosensiveis
que células em multiplicagao por 24 horas. O outro elemento foi a inoculagdo no
centro geométrico do ovo. Segundo Schuman et al. (1997), considera-se que o pH
da gema proximo da neutralidade e a maior concentragdo de sélidos e lipidios na
gema em relagdo a clara determinam uma protecao térmica para a Salmonella

Enteritidis presente na gema.
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Schuman et al. (1997) indicam que a questdo € o que nivel adequado de
inativacdo de Salmonella spp. (via aquecimento por imersao ou outro processo de
pasteurizagdo) esta diretamente relacionado com os niveis médios de Salmonella
spp. que contaminam os ovos. Indicam que alguns pesquisadores citam que a
maioria dos ovos, naturalmente contaminados, analisados, continham menos que
uma célula de Salmonella spp. por grama. Concluem que, com base nestes estudos,
o tratamento de pasteurizagdo de ovos em casca com efeito de valor D de 8.4 a 8.5
de inativacdo de Salmonella Enteritidis, proveria uma larga margem de seguranca
para o consumidor destes ovos.

De forma semelhante a este experimento, Schuman et al. (1997) tiveram
como objetivo simular um caso drastico de condicdo de contaminagdo por
Salmonella spp., e assim fornecer embasamento para a definicdo do que constitui
um nivel aceitavel de inativacdo de Salmonella Enteritidis em ovos tratados
termicamente por imersao.

Schuman et al. (1997), consideram que potenciais usuarios finais de ovos em
casca pasteurizados incluiriam consumidores domésticos e estabelecimentos de
alimentacdao comercial e desta forma e conteudo de ovos pasteurizados em casca
poderiam ser usados como ingredientes em produtos que nao sofrem tratamento
suficiente para a eliminagdo de Salmonella spp. minimizando a ocorréncia de
contaminacgao por Salmonella spp. em alimentos prontos ou em areas de preparagao
de alimentos via ovos como ingredientes. Consideram também que a defini¢do do
periodo de vida de prateleira adequado para ovos pasteurizados em casca
refrigerados, através de testes fisico-quimicos, sensoriais e microbiologicos, é o
importante capitulo final do desenvolvimento do produto. Sugerem que a frase
“‘mantenha sob refrigeragdo” e a indicagéo do prazo de validade, devem constar na
parte externa da embalagem. Citam que pesquisas demonstram que a qualidade
interna dos ovos (albumem, pH, unidade haugh, capacidade de formar espuma pelo
albumem) tratados termicamente por imersdo (com ou sem 0leo) ndo apresentam
sinais de deterioracdo durante quatro semanas a 7°C ou 22°C. Resultados similares
foram obtidos por Pombo (2003) cujo experimento foi utilizado como base neste.

Conforme Miyamoto et al. (1998), alguns procedimentos de pasteurizagao dos
Oovos em casca para eliminar o risco de Salmonella spp. foram desenvolvidos, mas
nenhum destes foi capaz de n&o provocar alteracdes nas caracteristicas sensoriais e

funcionais do ovo, o que esta em desacordo com o observado por Pombo (2003) em
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cujo experimento um dos procedimentos de pasteurizagcdo, o qual foi utilizado como
base neste experimento, foi capaz de n&o provocar alteragdes nas caracteristicas
sensoriais e funcionais do ovo.

Brackett et al. (2001) citam que a legislagdo em varios paises outros que nao
os EUA correntemente proibem a lavagem, por spray ou imersédo, de ovos em casca
voltados para o consumo direto. Por esta razdo sugerem que pesquisas adicionais
para se identificar a possibilidade de processamento de pasteurizacdo de ovos em
casca sem o uso de imersao € de interesse. Sendo assim, usando um sistema de
aquecimento por convecgcao com umidade controlada, nos primeiros 40 minutos de
processamento, observaram uma reducdo de 2 log de Salmonella spp. viaveis.
Aquecendo os ovos a 57,2°C por um tempo total de 60 a 70 minutos, neste sistema,
observaram a destruicdo de 6 e 7 log ufc / g de Salmonella spp. respectivamente.
Nao recuperaram qualquer célula viavel de Salmonella spp. dos ovos aquecidos por
70 minutos. Analisam que os valores de D foram consistentes com os valores de D
relatados por Schuman et al. (1997) para ovos intactos pasteurizados usando o
processo de imersdo em agua. Citam que estes pesquisadores relataram um valor D
de seis minutos para cepas de Salmonella Enteritidis inoculadas no centro de ovos
em casca aquecidos por imersdo a 57°C em banho-maria com agitagao. Observam
que apesar de Stadelman et al. (1996) e Hou et al. (1996) n&o especificamente
terem calculado o valor D, estes grupos de pesquisadores subtenderam ou
apresentaram um valor D para Salmonella Enteritidis de aproximadamente 4,5
minutos quando aquecido a 57°C em ovos intactos. Concluem que, no entanto, um
valor D preciso pode ser dificil de se determinar neste tipo de pesquisa, ja que ovos
inoculados sao tipicamente submetidos a um tempo longo de elevagdo da
temperatura (24 a 35 minutos), e a variabilidade introduzida pelo uso de “cocktail” de
varias Salmonella spp. atrapalham o calculo de um valor D preciso. Citam que o FDA
em conjunto com o USDA e o Agricultural Marketing Service, estabeleceram o
requerimento de que para ser designado como “pasteurizado”, ovos em casca
intactos devem ser objeto de processamento que determine um minimo de redugao
de 5 log de células viaveis de Salmonella spp., Neste experimento obteve-se uma
reducao de 8 log em um tempo total de 63 minutos, o que possibilita considerar o
procedimento de pasteurizacdo desenvolvido neste experimento como mais eficiente

que o desenvolvido por Brackett et al. (2001) e efetivo para se possiblitar a
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designagao dos ovos processados desta forma como “pasteurizados” como
estabelecido pelo FDA em conjunto com o USDA e o Agricultural Marketing Service.

Mermelstein (2001) cita que o FDA recomenda que ovos em casca
pasteurizados substituam ovos em casca frescos na preparagao de alimentos tais
como molhos (“caesar salad” e “hollandaise sauce”), maioneses, gemadas, sorvetes
e bebidas fortificadas com ovos que nédo sdo completamente cozidos. Cita também
duas patentes de tecnologia de processamento de ovos em casca por imersao em
agua quente, usadas industrialmente, que segundo seus autores, proporcionam a
obtencao de ovos “pasteurizados” atendendo o requerimento do USDA e FDA.

Grijspjeerdt e Herman (2003), consideram que os processos de pasteurizagao
de ovos em casca pesquisados sao excessivamente demorados e podem resultar
em algumas alteragbes na qualidade e propriedades do conteudo do ovo. Eles
analisam que se a contaminacao intrinseca é reduzida ou eliminada via melhores
programas de vacinagao e criagao, tal tratamento necessita somente ser aplicado no
exterior do ovo. Mas levando-se em consideracéo o risco, mesmo que pequeno, da
presenca de Salmonella Enteritidis no interior do ovo e as consequéncias para a
saude de quem vai consumi-lo, € inadmissivel aceitar uma inocuidade relativa
baseada apenas em melhores programas de vacinagao e criagao. Foi comprovado
neste experimento, que nado obstante o tempo de processamento possa ser
considerado longo, ele é efetivo na obtencdo de ovos isentos de Salmonella
Enteritidis, sem provocar alteragdes significativas das qualidades e propriedades do
conteudo do ovo. Mermelstein (2001), informa que a Pasteurized Eggs Corp’s que,
segundo eles produzem ovos em casca “pasteurizados” que atendem os
requerimentos do USDA e FDA, testaram outros métodos de pasteurizacdo de ovos
em casca e concluiram que o método de imersao em agua quente que eles utilizam
€ o método mais natural e econbémico, também descordando da posi¢cdo de
Grijspjeerdt e Herman (2003).

Fleishchman et al. (2003) consideram que a pasteurizagdo de ovos em casca
foi demonstrada como sendo um caminho viavel para a eliminagcdo de bactéria
patogénica sem danificar a casca. Afirmam que os métodos de pasteurizagdo de
OVOS em casca visam o0 ovo inteiro e por esta razdo as camadas mais externas do
0OvVO S&0 superprocessadas para que seja transmitida uma dose adequada de calor
até o centro do ovo. Se ndo se conhece onde a bactéria esta localizada, este é o

caminho mais seguro. Entretanto, se € sabido que a bactéria esta ausente em certas
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partes do ovo, deve ser possivel modificar estes processamentos para se reduzir a
energia térmica necessaria para se obter um ovo em casca pasteurizado. Afirmam
também que a emergente questdo da infeccdo do ovo por Salmonella Enteritidis
sugere que esta ocorre inicialmente no albumem, com a gema sendo susceptivel em
alguns momentos ap6s a ovoposigao. Afirmam também que existem conclusivas
evidéncias da migracao de Salmonella Enteritidis em ovos com mais de uma
semana. Analisam que, entretanto, no momento exatamente apds a ovoposicao,
quando a pasteurizagcdo poderia ocorrer, ndao se sabe conclusivamente se a
membrana vitelinica €& susceptivel a migragdo por Salmonella Enteritidis. Sendo
assim, desenvolveram um experimento com o objetivo de determinar se ocorre a
migracdo da Salmonella Enteritidis na gema de ovos relativamente frescos.
Concluiram, tendo como base conjuntamente os resultados obtidos no experimento
deles e em outros, que o albumem é o local inicial da infeccdo por Salmonella
Enteritidis, com a membrana vitelinica funcionando como barreira contra a
penetracdo da Salmonella Enteritidis no interior da gema. Concluiram também que
apesar da eventual migragdo de Salmonella Enteritidis para a gema nao ocorrer,
dependendo da idade da membrana e da temperatura de estocagem, isso nao
parece ser uma ameaga se ovOos sao pasteurizados apds algumas horas da
ovoposi¢cao. Sendo assim, afirmam que o confinamento inicial da Salmonella
Enteritidis no albumem deve permitir uma diminuicdo da severidade do processo de
pasteurizagao, nao significando com isso, a priori, que uma pasteurizagao mais light
deveria ser utilizada, pois, por exemplo, deve ser possivel que o tratamento térmico
por si sO sensibilize a membrana, permitindo a Salmonella Enteritidis penetrar na
gema e talvez sobreviver, apesar de a primeira vista, isso ndo parecer provavel.
Concluem, no entanto, que isso € uma saida, possivelmente entre outras, que
requerira futuros estudos. Da mesma forma que se analisou as conclusdes de
Grijspjeerdt e Herman (2003), levando-se em consideragdo o risco, mesmo que
pequeno, da presenca de Salmonella Enteritidis no interior do ovo e as
consequéncias para a saude de quem vai consumi-lo, € inadmissivel aceitar uma
inocuidade relativa baseada em dados estatisticos da possivel localizacdo da
Salmonella spp no ovo e na expectativa de um procedimento mais econémico no
que se refere ao consumo de energia. Foi comprovado neste experimento, que n&o
obstante que o tempo de processamento possa ser considerado longo determinando

um maior gasto de energia, ele é efetivo na destruicdo da Salmonella Enteritidis até
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no local mais afastado da casca, a gema, onde esta apresenta melhores condigdes
de termorresisténcia, determinando assim uma condi¢cdo de inocuidade inequivoca
sem provocar alteragdes significativas das qualidades e propriedades do conteudo
do ovo.

A metodologia de pesquisa de Salmonella spp. usada no experimento esta de
acordo Valentin-Bon et al. (2003), que se referindo ao FDA, especificam a utilizagao
de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo e plagueamento seletivo para
isolamento de Salmonella spp. em alimentos e citam que uma vantagem deste
método é a capacidade de permitir a recuperagao de células injuriadas e a detecgao
de pequenas quantidades de células.

Jones et al. (2003), descrevem que os Procedimentos Operacionais de
Sanitizagdo Padrédo foram primeiramente implementados nas industrias de carnes e
aves através das regulamentagdes do FDA, e tudo indica que esses procedimentos
serdao implementados na industria processadora de ovos. Foi sugerido que a
industria de ovos em casca nao necessita do mesmo nivel de requerimentos de
sanidade em comparag¢ao com as industrias de carnes e aves, desde que a industria
de ovos produza ovos isentos de contaminacdo. Afirmam que correntemente nao
existem dados basicos para dar suporte ou combater este argumento. Este
experimento comprova que € possivel se obter ovos isentos de contaminagao, mas
nao se considera isso uma justificativa para se relaxar nos niveis de requerimentos
de sanidade nas industria processadoras de produtos de ovos e produtos de ovos.

Segundo a NATIONAL PASTEURIZED EGGS (2005) a ThermalPure™ ¢ a
patente de um processo natural de eliminagcdo de Salmonella spp. em ovos em
casca, obtendo-se ovos seguros e com caracteristicas sensoriais e funcionais
idénticas aos ovos frescos. Segundo esta empresa, somente os ovos processados
sob esta patente satisfazem o requerimento do FDA que determina que somente
ovos pasteurizados devem ser servidos aos grupos de risco. Esta patente,
independente da comprovacdo da sua eficacia, confirma a viabilidade do
processamento testado neste experimento juntamente com a observagdo de
Fleishchman et al. (2003) que consideram a pasteurizagdo de ovos em casca como
um caminho viavel para a eliminacdo de bactéria patogénica sem danificar a casca,
e contradiz Grijspjeerdt e Herman (2003), que consideram que os processos de
pasteurizacdo de ovos em casca pesquisados sao excessivamente demorados

podendo resultar em algumas alteracdes na qualidade e propriedades do conteudo
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do ovo e que poucos pesquisadores tem investigado a aplicabilidade do tratamento
com agua quente para a pasteurizagao da superficie de ovos em casca com algum

SuUcCesso.



6 CONCLUSOES

A auséncia de Salmonella spp. na gema de 96 ovos (oito duzias) dos 384 (32
duzias) analisados indica ser baixa a ocorréncia desta bactéria na gema dos ovos
produzidos pela granja analisada.

O método utilizado para inoculagao da gema foi efetivo na colocagao das
células de Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) no conteudo das gemas de ovos em
casca, sem provocar danos que interferissem no desenvolvimento do experimento.

A cultura de Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) com 48 horas de incubacéao
(fase estacionaria) a 35°C é sensivel a temperatura de 57°C por 20 minutos na
gema de ovo.

E possivel elevar a temperatura da gema de ovos classificados pela granja
como tipo extra branco classe A (BRASIL, 1990), através da imersdao destes em
agua com agitagao, de 24,5°C + 2°C até 57°C em 43 minutos, viabilizando a
manutencio destas a temperatura de 57°C por 20 minutos.

O tratamento de ovos em casca por imersdo em agua com agitagao,
mantendo-se a temperatura da gema a 57°C por 20 minutos é efetivo na destruicao
total (8 log) de Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) presente nesta.

A destruicdo total (redugdo de oito ciclos log) da cultura de Salmonella
Enteritidis (ATCC 13076) inoculada na gema indica que o método é seguro para
obtencao de ovos isentos desta bactéria.

A reducao obtida neste experimento foi suficiente para caracterizar os ovos
processados como pasteurizados.

E possivel obter ovos isentos de contaminacao.

Este tratamento pode ser considerado como um processamento higiénico

sanitario de ovos em casca com 0O objetivo torna-los indécuos aos consumidores.



7 SUGESTOES

Levando em consideracdo a importdncia dos ovos como alimento, a
possibilidade da presenca de Salmonella Enteritidis na superficie e/ou conteudo dos
ovos, a possibilidade do consumo de ovos nao aquecidos ou insuficientemente
aquecidos (quanto a destruicido da Salmonella Enteritidis), a possibilidade da
ocorréncia de DTA causada pela Salmonella Enteritidis através do consumo de ovos,
0s prejuizos determinados por essas DTA para os consumidores, 0s prejuizos
determinados por essas DTA para o governo, os prejuizos determinados por essas
DTA para as industrias processadoras de ovos ou que usam ovos como matéria
prima ou ingrediente, as conclusdes formuladas a partir da analise dos resultados
obtidos no experimento além da revisao da bibliografia, sugere-se:
1°) a formulagao, por parte do Ministério da Agricultura, Pecuaria e abastecimento e
do Ministério da Saude, de um programa de educacgao do publico consumidor em
geral, em especial aqueles mais sensiveis (criangas, idosos e imunodeprimidos),
quanto a importancia da correta manipulacdo e processamento dos ovos a nivel
doméstico, no que se refere a necessidade de manutengao destes sob refrigeragao,
e efetivo aquecimento (completa coagulacdo da gema) antes do consumo;
2°) a formulagéo, por parte do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e
do Ministério da Saude, de um programa de educagdo dos responsaveis pelos
estabelecimentos produzam alimentos em cuja composigao haja a presenca de
ovos, que direta ou indiretamente manipulam alimentos, em especial aqueles que
atendem as populagdes mais sensiveis (criangas, idosos e imunodeprimidos),
quanto a importancia da correta manipulacdo e processamento dos ovos no que se

refere a necessidade de manutengao destes sob refrigeracéo e efetivo aquecimento



123

(completa coagulagao da gema) antes do consumo, ou utilizagcdo de ovos em casca
certificadamente pasteurizados;

3°) o investimento do governo no desenvolvimento de tecnologias de pasteurizagao
de ovos em casca em larga escala e nivel industrial,

4°) O incentivo de pesquisas sobre delinemento da vida util do ovo em casca
pasteurizado;

5°) A revisdo do Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal no que se refere ao processamento de ovos estabelecendo que
todos os ovos que ndo sejam encaminhados para o processamento de produtos de
ovos sejam obrigatoriamente pasteurizados, selados, identificados, embalados e

mantidos a 7,2°C na estocagem, transporte e comercializag&o.



8 CONSIDERACOES FINAIS

Foi comprovado que a obtengao de ovos em casca indécuos para a saude do
consimidor é possivel. Mas ndo devemos considerar que esta condicdo nao € por si
sO sustentavel, necessitando, para isso, de uma manipulacdo adequada
caracterizada principalmente pela selagem dos ovos logo apés o tratamento térmico,
manipulagédo cuidadosa e manutengao em refrigeracdo a temperatura de 7,2°C que,
como comprovado por outros pesquisadores possibilita a manutencao da inocuidade
e das caracteristicas sensoriais e funcionais adequadas do ovo por até seis meses.

A inocuidade e a durabilidade do ovo em casca quando se imagina a
possibilidade da utilizagdo destes em produtos especiais é de suma importancia.
Deve-se considerar a adogao deste produto em programas sociais do governo,
possibilitando a uitilizacdo de um alimento altamente nutritivo, na sua condi¢ao

natural, e por isso de facil introducdo na dieta das populagbes carentes.
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Anexo 3. Processo de pasteurizacdo em casca — Caixas
engradados de ovos classe A e AA (USDA) frescos
que chegam continuamente ao equipamento de
pasteurizacdo em uma correia de transporte.
FONTE: NATIONAL PASTEURIZED EGGS (2005)

Anexo 4. Processo de pasteurizacdo em casca - Depois de um
computador cuidadosamente pesar cada ovo uma
esteira transportadora encaminha os ovos para uma
série de tanques ultra-limpos com agua aquecida.
FONTE: NATIONAL PASTEURIZED EGGS (2005)
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Anexo 5. Processo de pasteurizacdo em casca -
Computadores automaticamente ajustam o tempo
do processo de pasteurizagao e fixam a

temperatura de acordo com o tamanho do ovos
sendo processados.

FONTE: NATIONAL PASTEURIZED EGGS (2005)

& T

Anexo 6. Processo de pasteurizagdo em casca - A
combinagao do tempo e temperatura de agua
aquece o ovo até a temperatura exata

necessaria para destruir todas as bactérias
(reducgao de 5 log) sem cozinhar o ovo.

FONTE: NATIONAL PASTEURIZED EGGS (2005)
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Anexo 7. Processo de pasteurizagdo em casca - Apos o
periodo de resfriamento os ovos sdo embalados
com uma cera natural aprovada pelo FDA para se
prevenir contaminagao de fontes externas e
preservar o frescor.

FONTE: NATIONAL PASTEURIZED EGGS 2005)

Anexo 8. Processo de pasteurizacdo em casca - Apos a
pasteurizagcao, os ovos sao transportados atraves
de um “candler” ( uma maquina que identifica e
remove ovos danificados).
FONTE: NATIONAL PASTEURIZED EGGS (2005)
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Anexo 9. Processo de pasteurizacdo em casca - Todos 0s ovos
sdo carimbados com a letra P dentro de um circulo para
indicar que eles foram pasteurizados de acordo com as
especificagées do FDA.

FONTE: NATIONAL PASTEURIZED EGGS (2005)

Anexo 10. Processo de pasteurizagao em casca - Os ovos sao
embalados, rotulados e estocados sob refrigeragao
e uma temperatura precisa e ideal de 7,22°C.
FONTE: NATIONAL PASTEURIZED EGGS (2005).
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