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RESUMO

Salmonella Enteritidis (SE) tem sido o sorovar mais comum isolado dos casos de
salmonelose humana em varias partes do mundo. Sua incidéncia em surtos humanos tem
aumentado, na ultima década, em varias partes do mundo. Estes surtos tém sido associados,
na maioria das vezes, com o consumo de ovos ou pratos preparados a base dos mesmos. A
partir de 1993, o Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo comega a relatar um grande aumento
de surtos de salmonelose humana envolvendo ovos e derivados. Até o momento, ndo ha
relato da presenca de SE em ovos comerciais, embora sua ocorréncia ja tenha sido detectada
em galinhas reprodutoras. As condigdes de comercializagdo de ovos no Brasil ndo exigem
sanitizagdo, resfriamento dos ovos logo apés a postura, nem ha controle do tempo entre a
produgdo e seu consumo. Fatores estes, importantissimos na prevencdo de salmonelose
humana via ovos. Desta maneira, o projeto foi delineado para verificar a ocorréncia de
salmonelas em ovos de galinha (casca e gema analisadas separadamente) obtidos no
comercio varejista de Campinas -SP no periodo de janeiro a marco de 1995; estudo da
contamina¢do de ovos por SE via maravalhas artificialmente contaminadas; efeito da
temperatura de armazenagem sobre a translocagdo de SE da casca para gema, em ovos
artificialmente contaminados; sobrevivéncia de SE em clara, clara batida e glacé de ovos de
galinha submetidas a diferentes temperatura de armazenagem; e por ultimo, uso de
sanitizantes na redugdo de SE da casca de ovos artificialmente contaminados. Nos
experimentos com contaminagdo artificial foi utilizada uma mutante de SE resistente ao
acido nalidixico isolada de galinhas clinicamente doentes. Dos resultados obtidos, constatou-
se elevada ocorréncia de salmonelas em ovos de galinha (9,6% positivo das 124 amostras
examinadas). SE foi, basicamente o Gnico sorovar isolado. A presenca de salmonelas era
maior na casca (9,6%) que na gema (3,2%) entre a amostragem dos ovos examinados. SE
permaneceu viavel na casca artificialmente contaminada pelo periodo de 21 dias, nos ovos
mantidos tanto em temperatura ambiente, como na de refrigeragdo. A migragio da
salmonela da casca para a gema ocorreu a partir de 24 horas de armazenagem, nas duas

condigdes de temperatura. A refrigeragdo dos ovos ndo impediu a migragio de salmonela da

vii



casca para a gema, apenas reduziu um pouco a sua multiplicagdo. Clara de ovos, clara batida
e glacé ndo se mostraram substrato apropriados para o crescimento de salmonelas, uma vez
que, praticamente, ndao houve multiplicagdo nem reducio da SE nestes alimentos
artificialmente contaminados e mantidos em temperatura ambiente (observagio por 24
horas) e de refrigeracdo (observagao por sete dias). Na verdade, houve reducio de um ciclo
logaritmo da contaminagdo original nas preparagdes de glacés mantidas nas duas condi¢des
e tempo de armazenagem. Tanto compostos a base de cloro como quartenarios de amonia
utilizados na sanitizagdo de ovos por imersdo por 30 segundos em solugdo a 45°C foram
eficientes na redugdo dacarga de mesofilos totais e de SE da casca de ovos artificialmente
contaminados. No processo utilizado, o composto de quartenario de amdnia foi mais efetivo
que o composto clorado na sanitizagdo da casca dos ovos. Os surtos de infecgio alimentar
humana por salmonelas podem ser devidos a contaminagdo dos ovos tanto na casca como na
gema. Processos de produgdo de ovos livres de salmonelas, higienizagdo apos postura e
refrigeracdo sdo pontos criticos de controle para redugdo dos surtos de salmonelose humana

de origem alimentar.
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SUMMARY

Salmonella Enteritids (SE) has been the commonest isolated sorovars in the reported
cases of human salmonelosis in several regions of the world. Its incidence has been
increasing during the last decades in various parts of the world. These outbreaks have been
associated in, most cases, to the consumption of eggs or dishes prepared with them. Since
1993, Instituto Adolfo Lutz in Sdo Paulo has been reporting a significant increase of human
salmonelosis involving eggs and its derivatives. Up to now, there has been no reports about
the presence of SE in “commercial” eggs, although its presence has been reported in
reproducer hens. The commercialization of eggs in Brazil does not require the sanitation and
the cooling of the eggs right after laying, besides there is no control of the time between the
production and the consumption. Such factors are extremely important for the prevention of
human salmonelosis via eggs. In this way, the project was designed to evaluate the incidence
of salmonella in hen eggs (the eggshell and the egg yolk were analysed separatedly) bought
from retailing stores in Campinas, state of Sao Paulo; from January to March of 1995 The
study included the analysis of the contamination of the eggs by SE wia artificially
contaminated fragments; the effect of the storage temperature on the migration of the SE to
the egg yolk of artificially contaminated eggs; the survival of the SE on the eggs white,
beaten eggs white and glace made of hen eggs submitted to different storage temperatures;
and finally, the use of sanitation products in the reduction of salmonellas on artificially
contaminated eggshells. A mutant of the SE isolated from sick hens and resistant to nalidixic
acid was used in the experiments with artificial contamination. The results showed a high
incidence of salmonellas in hen eggs (9,6% in the 124 examined samples). The SE was,
basically, the only isolated serovar. The presence of salmonellas was higher on the eggshells
(9,6%) than on the egg yolks (3,2%) among the examined samples. The SE remained
present on the artificially contaminated eggshells during the 21 days period, on the eggs kept
at room temperature as well as those kept at refrigeration. The migration of salmonellas

from the eggshells to the egg yolks occured after 24 hours of storage, at both temperature



conditions. The refrigeration of the eggs did not avoid the migration of the salmonellas from
eggshells to the egg yolks; it only reduced its multiplication a little. The egg white, the
beaten egg white and the glace did not seem to be adequate substrates to the multiplication
of salmonellas. Since, there was, pratically neither a multiplication nor a reduction of SE in
these artificially contaminated and kept at room temperature (24 hours) and at refrigeration
nutriments (7 days). In fact, there was a reduction of a logarythm cycle of the original
contamination in glaces kept at both conditions and time storage. The chlorine solution as
well as the ammonia quartenaries used in the sanitation of the eggs through a 30 seconds
immersion in a 45°C solution were efficient to the reduction of the overall rate of mesophiles
and the SE rate on artificially contaminated eggshells. In this process, the ammonia
quartenary solution was more efficient than chlorine solution for the sanitation of the
eggshells. The outbreaks of alimentary human infection by salmonellas may be caused by the
contamination of the eggshells as well as the contamination of the egg yolk. The production
of salmonella free eggs, the use of a sanitation process after laying and the refrigeration are

essential to control the reduction of alimentary human salmonellosis.



1- INTRODUCAO

Salmonelas sdo microrganismos que pertencem a Familia Enterobacteriaceae, sendo
consideradas patogénicas ao homem. S3o descritos mais de 2.000 sorotipos de salmonelas.
A Salmonella enterica sorovar Enteritidis (SE) tem sido o mais comum nos casos de

salmonelose humana em varias partes do mundo.

A incidéncia de surtos humanos causados por SE tem aumentado nos ultimos anos
em muitos paises como Estados Unidos, Grad-Bretanha e outros paises da Europa. A
associagdo entre o consumo de ovos e surtos de SE tem-se tornado um grande problema
internacional, tanto na area econdmica como em relagdo a saude publica. No Brasil, os
surtos humanos por SE vém aumentando dramaticamente a partir de 1993. Grande parte
destes surtos tem sido relacionados com o consumo de ovos ou pratos preparados a base

dos mesmos.

A distribuicdo de ovos no Brasil € realizada através dos supermercados (40%) e do
comércio varejista de alimentos (60%). Nao ha exigéncia de sanitizagao da casca dos ovos
destinados ao comércio, tampouco, de refrigeragdo desde a produgdo até os pontos de

venda.

A presenga de SE em galinhas foi constatada em 1989, no Brasil. O isolamento foi
feito de matrizes pesadas jovens que apresentavam sintomas clinicos e mortalidade. Nao

existem relatos da presenga de SE em poedeiras e seus ovos.

A contaminag¢io dos ovos por salmonelas se da, inicialmente, na maioria das vezes,
através da casca. Ela ocorre pelo contato com fezes contaminadas, durante a postura, na
passagem do ovo pela cloaca da galinha ou, no contato externo com material contaminado.
No caso de galinhas reprodutoras, geralmente, ¢ a maravalha de madeira utilizada como

forro dos ninhos a fonte de contaminagéo.



Tempo e temperatura de armazenagem sdo fatores fundamentais para que as
salmonelas passem da superficie da casca para estruturas mais internas dos ovos, podendo

até atingir a gema.

A sanitiza¢do e o resfriamento dos ovos logo apos a postura sdo procedimentos
adotados, em varios paises, na redugdo da carga microbiana contaminante e de sua
multiplicagdo, como processo auxiliar na redugdo do problema de salmonelose humana,

pratica esta ndo adotada no Brasil.

O crescimento microbiano na albumina do ovo € limitado por componentes naturais
como: auséncia ou indisponibilidade de agua livre ou nutrientes, presenga de agentes
antimicrobianos naturais como a lisozima, e o pH alcalino. Contudo, pratos preparados a
base de clara, com adi¢do de agucar, por exemplo, poderiam romper este equilibrio e

favorecer a multiplicagdo de salmonelas nos mesmos.

Os experimentos realizados pretendem verificar a ocorréncia de salmonelas na casca
e gema de ovos distribuidos em varios pontos de venda, o processo de contamina¢do da
casca de ovos pelo contato com maravalha contaminada, a influéncia de tempo e condigdes
de armazenagem na multiplicagdo e contamina¢do das estruturas internas dos ovos, a
sobrevivéncia de SE em clara in natura e sua preparagdes, e finalmente a eficiéncia de

sanitizantes.



2 - REVISAO DE LITERATURA

Nesta ultima década, mundialmente, os pesquisadores tem mostrado maior interesse

em relagdo as doencgas de origem alimentar.

A percepgdo por Salmonella como um problema na indastria aviaria tem feito a
propria industria modificar seu comportamento. Outros fatores incluem uma maior
preocupac¢do pela saiide publica e a qualidade dos alimentos. A aquisigdo de uma maior
informagdo sobre a microbiologia de salmonela e a epidemiologia da infec¢do nas aves e
homens ndo permite, com algumas exceg¢des, eliminar salmonela da cadeia animal e dos

alimentos (BARROW, 1993).

Surtos associados com consumo de ovos tem-se tornado um sério problema de saude

publica e na economia internacional.

A Salmonella Enteritidis (SE), € um patégeno humano e é o mais significante agente
causador de enfermidade transmitida por alimentos ( ANON, 1993 citado por LEVER &
WILLIANS, 1996).

2.1. Salmonelose e Género Salmonella.

Salmonelas s3o microrganismos que pertencem a Familia Enterobacteriaceae.
Normalmente, os membros desta familia sio Gram negativos, ndo esporogénicos, anaerobios
facultativos, crescem entre 5° e 45°C, crescem em atividade de agua em torno de 0,945 -

0,999 e podem sobrevivem em pH abaixo de 4.

Sabe-se que ha mais de 2.300 sorotipos de salmonelas e poucos deles parecem ser

hospedeiro especificos, como por exemplo Salmonella typhi causadora da febre tiféide no



homem e Salmonella gallinarum causadora do tifo aviario. Dentro desses sorotipos existem

uns mais virulentos do que os outros.

As salmonelas sdo encontradas no trato intestinal dos homens e animais, com ciclos
de infec¢do entre animais, homens e meio ambiente. Os produtos de origem animal, como
carnes, ovos e alimentos derivados podem conter a bactéria, sendo que recebem destaque os
alimentos ricos em proteinas e carboidratos, apresentando maior vulnerabilidade (REED),

1993).

As salmonelas sdo consideradas sempre patogénicas para os homens e animais.

A susceptibilidade a salmonelose difere de pessoa para pessoa, sendo mais severa em
pessoas jovens e idosas. O periodo de incubagdo € em torno de 6-72 horas, com uma média
de 12-36 horas; a durag¢ao da doenga € de um a quatro dias. Os sintomas sdo gastroenterite
aguda, incluindo dores abdominais, diarréia e usualmente nauseas, vomitos, febre moderada

e dor de cabeca

2.2. Salmonela em aves.

As aves s@o investidas por trés tipos de patogenias que sdo causadas por salmonelas.
A pulorose, causada pela Salmonella pullorum, que ocorre em pintinhos principalmente na
primeira semana de vida; o tifo aviario causado pela Salmonella gallinarum geralmente
acomete as aves adultas e os demais paratifos aviarios que sdo causados por outras

salmonelas que nao sejam a S. pullorum e S. gallinarum. (BERCHIERI, 1990).

O paratifo na sua forma clinica, é mais frequente em pintinhos de primeira semana de
vida, podendo inclusive ser confundido com pulorose. Em outras épocas de vida das aves

pode ocorrer devido a uma debilidade orgéanica. A severidade da doenga depende de varios



fatores como idade da ave, viruléncia da cepa, grau de infestagdo, qualidade da ave e
condigdes de manejo (BERCHIERI, 1990; GAST, 1994).

2.2.1. Fontes de contaminacéo

Geralmente, os ovos, meio ambiente e a ragdo sdo as principais fontes de
contamina¢do por salmonela em aves. Vetores como ratos, insetos, homem, animais
domeésticos, passaros, sdo veiculos que favorecem a propagagdo da bactéria no ambiente e

para outras areas. (Figura 1)

Os estudos a respeito da fonte de introdugéo do microrganismo em plantéis avicolas
sa0 necessarios para que possam ser tomadas medidas de controle contra a infec¢do dos

animais e do homem.

A superficie externa da casca dos ovos pode contaminar-se por salmonela durante a
postura e a penetragdo através dos poros ganhando acesso pela cuticula, sendo favorecida
pela umidade, temperatura morna, tempo de exposi¢do e qualidade da casca. Essas
condigdes durante a incubag@o s3o favoraveis para o rapido crescimento da populag¢do
bacteriana. ApoOs a penetragao, a bactéria ndo causa decomposi¢do extensiva do ovo.(OPITZ

& SINGER, 1992; NOORDHVIZEN & FRANKENA, 1994; HOUH et alii, 1996).

Se a contribuigdo desses fatores para a ocorréncia da infec¢do pudesse ser

quantificada através de métodos epidemiologicos modernos, a prevengdo seria possivel.
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FIGURA 1: Os principais elementos que contribuem para a prevaléncia de Salmonella em
animais de fazenda e seus produtos (NOORDHVIZEN & FRANKENA, 1994).

2.2.2. Salmonella Enteritidis (SE) em aves.

Salmonella Enteritidis (SE) € um patégeno comum para muitas espécies de
mamiferos e aves, sendo que estes Gltimos sdo altamente susceptiveis & infecgdo. Antes dos
anos 80, SE era raramente isolada de aves e, recentemente, a incidéncia de SE tem

6



aumentado na Gra-Bretanha, Estados Unidos, Holanda e outros paises. Portanto, tem-se
tornado um dos patégenos mais importante para o homem e para a industria aviaria. Devido
a tudo 1sso € importante analisar o comportamento do organismo em galinhas para prevenir
e eliminar a enfermidade transmitida por alimentos (SUZUKI, 1994, GAST, 1994;
GIESSEN et alii. 1994 e NOORDHUIZEN et alii_, 1994).

Na Malasia em estudos relatados por RUSUL et alii, 1996, mostram que cinco
sorotipos s3o os mais encontrados em carcagas de frangos, sendo eles Salmonella Enteritidis
(79,9%), o mais comum seguida pela Salmonella blokey (8,5%), Salmonella bradford
(6,8%), Salmonella kentucky (3,4%) e Salmonella agona (1,7%). A SE também foi o

sorotipo predominante dos conteudos intestinais.

a) SE infeccdo em galinhas

O curso de infec¢do da SE € similar ao associado com muitas outras salmonelas
paratifoides, pela qual € iniciada pela colonizagfo intestinal e em algumas vezes seguida pela
invasao e dissemina¢do para 6rgios internos (GAST, 1994 e SUZUKI, 1994). Em geral, os
surtos agudos de infecgdo por SE ocorre em passaros jovens € em passaros sob extremo

stress, e raramente em aves adultas sob condi¢des naturais (SUZUKI, 1994).

A resposta da infecgdo por SE ¢ diferente para aves jovens. A infec¢do raramente
causa mortalidade em aves com menos de um més de idade. A resisténcia a salmonelose em
galinhas geralmente aumenta em propor¢do a idade; isso se deve possivelmente ao
desenvolvimento da microbiota do intestino e do sistema imune (CORRIER et alii.,, 1991,
SMITH & TUCKER, 1980, ZIPRIN et alii. 1989 citado por SUZUKI, 1994). Em muitos
experimentos realizados, com inoculacdo de SE observou diarréia, depressdo, anorexia,

reducdo na produg@o de ovos e ou mortalidade de galinhas poedeiras.



De acordo com o relato de GAST (1994), o curso e conseqiiéncias de infecgdes
experimentais em galinhas ndo tem fornecido um ponto de referéncia para diferenciar SE de
outros sorotipos de salmonela. Quando galinhas inoculadas oralmente com SE, os resultados
(colonizagdo intestinal e fecal e frequiente invasdo para orgdos internos), sdo similares as
observadas a outros sorotipos como Salmonella typhimurium. Por outro lado, ocorre

diferenga significante entre as cepas, ou fagotipos dentro do sorotipo enferitidis.

b) Invasao

A habilidade da bactéria invadir as células do hospedeiro é um dos fatores de
viruléncia do organismo. SE é um patogeno muito invasivo causando infecgdo sistémica em
galinhas (SUZUKI, 1994; GAST, 1994; GIESSEN et alii, 1994). Em estudos realizados por
HINTON et alii (1990) citado por GAST, 1994, na administragdo de ragdo em galinhas,

mostrou que o fagotipo 4 foi o mais isolado do que os tipos 7, 8 e 13a.

O fagotipo 4 também foi o mais invasivo do que os tipos 6, 8 e 13a, embora todos os
tipos mostraram ser altamente invasivos em células vero (BARROW, 1991 citado por

SUZUKI, 1994).

c¢) Patologia

Em experimentos realizados com galinhas contaminadas com SE foram observadas
pericardites, necrose hepatica através de palpagdo da parede abdominal (BARROW, 1991;
O’BRIEN, 1988 citado por SUZUKI, 1994). No pos mortem de galinhas infectadas
revelaram a presenca de ovarios e Ovulos deformados, diminuidos, descolorados ¢ ou
congestionados, foliculos grandes ou pequenos e mal formados com ligagdo por um quisto
cheio de fluido; maciez dos ovos e ou peritonites nos mesmos, sugerindo assim a infec¢do
transovariana da SE (COOPER et alii, 1989, HOPPER & MAWER, 1988; LISTER, 1988
citado por SUZUKI, 1994).



De acordo com HUMPHREY et alii (1989,1991) citado por SUZUKI, (1994) e
GAST, (1994), relataram que lesdes ndo macroscopicas ou microscopicas estdo presentes
nos oOrgdos viscerais de muitas galinhas infectadas, muitas aves mostraram peritonites e
numerosos cistos pequenos e palidos no figado e rins, sugerindo com isso que SE pode

causar infecgdo sistémica em pintinhos e galinhas.

d) Vias de contaminacdo

SE pode propagar-se através de transmissdo vertical e horizontal. Através da
transmissdo vertical, criadoras e poedeiras sdo envolvidas e freqiientemente ndo apresentam
sinais clinicos. Na transmissdao horizontal, a infec¢do se espalha através de granjas, nas
plantas de abate, pelo ar, contato (exemplo: através da casca do ovo) e também por

deficiéncia da desinfecgago (NOORHVIZEN & FRANKENA, 1994).

A SE pode entrar dentro da granja através da compra de aves contaminadas ou por
varios vetores como o homem, equipamentos, agua e ragdo. Passaros, moscas, animais
silvestres, principalmente os roedores de modo especial, os ratos (OPTIZ & SINGER, 1992;
NOORDVIZEN & FRANKENA, 1994, BERCHIERI, 1990). SE, pode ser encontrada no
ar, podendo-se assim relacionar a infecgdo em aves controladas (LEVER & WILIAM, 1996)

Em estudo relatado por, OPITZ & SINGER (1992), existe uma influéncia muito
importante de ratos e roedores na contaminagdo do ambiente. Os ratos sdo seletivamente
mais sensiveis a SE do que a qualquer outro tipo de salmonela paratiféide. Em estudo
relatado, a SE representa 18% de todas as salmonelas isoladas do meio ambiente e 75,3%
dos ratos. Por isso, os ratos tem sido identificados como amplificadores mais significativos

da contaminag@o do ambiente nas granjas avicolas.
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As ragoes fabricadas a partir de farinha de origem animal (carne, ossos, pescado,
visceras, penas, ostras, sangue etc.) sdo consideradas veiculos de contaminagdo e

responsaveis pela introdugdo de salmonela nos plantéis.

Outra fonte em potencial ¢ a compra de pintinhos provenientes de reprodutoras

contaminadas (OPITZ, 1992).

e) Controle de SE em aves

A contribui¢do de diferentes rotas de infec¢do pode diferir de pais para pais. Com
isso a industria avicola de muitos paises tem adotado numerosas medidas de controle para
evitar os problemas de contaminagdo em alimentos, desenvolvendo programas de controle

para assegurar a produg¢@o de um produto final livre desse microrganismo.

Varios meios de controle de SE tem sido utilizados através dos anos em diferentes

partes do mundo.

e Controle genético e através de ragdo: De acordo com BARROW (1993), existe um
componente genético no mecanismo de resisténcia contra as salmonelas em galinhas.
Linhagens resistentes a SE também o sdo a Salmonella typhimurium, Salmonella pullorum e
Salmonella gallinarum. Linhagens susceptiveis a SE também sdo susceptiveis a todas as
outras. A adicdo de 5% da cama usada e de lactose como parte da ra¢do das aves, diminui
significativamente a colonizagio por SE nos cecos e outros 6rgdos de pintinhos, mas nio em
aves adultas (CURRIER et alii, 1993 citado por SILVA, 1993). Essa adi¢io altera a
espessura da lamina propria dos cecos, diminui o pH do limem intestinal ¢ aumenta a
concentragdo de acidos organicos como o acido acético, propidnico, butirico e latico.
Capsaicina, um composto vasoativo e irritante encontrado em pimenta do género Capsicum,
reduz a infeccdo de poedeiras quando sdo alimentadas com ragdo contendo 18 ppm do

produto (TELLES et alii, 1993 citado por SILVA, 1993).



* Tratamentos quimioterapéuticos: A quimioterapia tem sido de grande auxilio para
diminuir as perdas causadas por aves infectadas. Mas, o uso periédico de antibidticos induz
nao somente a criagdo de resisténcia por parte da salmonela, mas também a formacdo de
aves portadoras cronicas que eliminam a salmonela no meio ambiente e sdo, quem sabe, o

principal foco de disseminagdo dentro de um plantel avicola .

e Exclusdo competitiva: Se embasa na administragdo da flora bacteriana normal a
aves jovens. Esta flora diminui ou interfere com o crescimento normal ou colonizagio de
alguns organismos como Salmonella e Campylobacter. Este fendémeno foi descrito
primeiramente pelo Professor Esko Nurmi, portanto também é conhecido como “Conceito

de Nurmi” (FOWLER, “s.d.”)

A pratica de se administrar conteido intestinal sem que se submeta a nenhum
tratamento, deve ser evitada pois tem ocorrido casos onde se tem disseminado algumas
cepas de salmomelas provenientes de aves adultas de onde se obteve a flora intestinal. Este
método de exclusdo competitiva tem ganho aceitagdo em alguns locais devido a presenga de
probidticos, produtos que contém diferentes organismos provenientes da flora normal das

aves .

De acordo com BISGAARD (1992), o uso de antibidticos e a aplicagdo do conceito
de Nurmi ndo sdao recomendados por causa do efeito negativo no sistema de monitoramento

bacteriologico e o risco da resisténcia ao antibiotico.

e Imunizagdo: A imunizagdo tem sido utilizada como uma arma no controle de

alguns tipos de Salmonella sp.

Existe um grande interesse no desenvolvimento de uma vacina que possa reduzir a
incidéncia de infec¢do por SE. Vacinas com adjuvantes oleosos contra SE tem sido

utilizados em galinhas (ESKELUND, 1992 citado por SILVA, 1993).
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* Biosseguridade: E o método ideal utilizado em muitas empresas avicolas. Este
sistema nd@o pode ser substituido pelo uso de antibioticos ou produtos imunizantes. Significa
a protegdo de organismos vivos. No caso da produgao avicola, significa salvaguardar as aves
que cria-se nas granjas contra a contaminagdo por microrganismos causadores de
enfermidades. Todos os procedimentos e normas de biosseguridade adotados visam evitar o
contato das aves com agentes patogénicos formando assim, a primeira linha de defesa contra
enfermidades nas unidades de produgio. E uma tarefa permanente que deve ser realizada 24
horas por dia, 365 dias no ano. Manter aves reprodutoras e poedeiras livres de salmonelas é

uma meta que muitas empresas tem realizado.

Segundo, OPITZ & SINGER (1992), o controle requer um método integrado por
todos os setores da industria avicola. Os métodos de controle devem ser ajustados para cada

granja individualmente e ¢ possivel que ndo seja efetivo em todas as granjas. A proposta ¢ a

seguinte:
1- Uso de métodos mais sensiveis para detectar bactérias no ambiente;
- realizar ensaios em ninhadas reprodutoras,
- realizar um monitoramento regular de sanidade da incubadora;
- realizar um monitoramento do ambiente e dos galpdes das poedeiras e
frangos.

2- SO coloque frangos e poedeiras que venham de uma granja sem contaminagao.

3- So coloque os frangos e as poedeiras em galpdes limpos e desinfetados. Galpdes
previamente contaminados devem ser analisados para assegurar que s3o negativos para

salmonela.
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4- Controle efetivo e continuo de roedores.

5- As aves de reposi¢do que irdo a galpdes previamente contaminados devem ser

vacinadas com vacinas inativadas.

6- Todo equipamento que tenha estado em contato com aves infectadas tem de ser

desinfetado. Isto € muito importante em caso de equipamentos de transporte.

2.3-0VO0S

2.3.1. Generalidades

De acordo com FOSTER (1969), a associagao de salmoneloses com os alimentos
foi constatada na época da Segunda Guerra Mundial, quando ocorreram surtos na Gra-

Bretanha causados por ovos desidratados provenientes dos Estados Unidos e Canada.

Durante as duas décadas seguintes a 2° Guerra Mundial, ocorreu um crescimento de
doengas associadas com salmonelas em alimentos e medidas sérias mas ndo efetivas de

controle foram instituidas em muitos paises da Europa.

Por volta de 1966 comegou a crise por SE na industria de alimentos, quando o 6rgédo
de saude Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos, aumentou o seu
interesse sobre o problema de Salmonella sp relacionado ao comércio interestadual de

alimentos, embora nio se saiba o motivo especifico deste interesse.
Nos ultimos anos, a associagdo de ovos com surtos de SE em humanos tem-se

tornado uma questdo importante com sérias conseqiiéncias na saude publica internacional e

na economia. Investiga¢des epidemiologicas de surtos de SE, em muitas ocasides tragam o0s
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ovos e produtos de ovos como fontes de infecgdes em muitos paises (GAST & BEARD,
1992).

Conforme as observagdes da Organiza¢do Mundial da Satide (OMS) sobre casos de
salmonelose humana, entre 1979-1987 indicam que o isolamento de SE tem aumentado na
Europa e América. SE foi o primeiro sorotipo relatado em nove dos vinte € um paises
descritos pela OMS em 1987 comparado com dois dos 21 em 1979 (ALTEKRUSE et alii,
1993).

Os ovos sd3o um dos poucos alimentos que sdo usados a nivel mundial, tornando
assim, a industria de ovos um importante segmento da industria alimenticia. E utilizado em
casa, restaurantes e instituigdes, sozinho ou como ingrediente em preparagGes alimenticias
cruas ou cozidas. Devido ao excelente ambiente nutricional para o crescimento bacteriano,

ha necessidade do controle microbiologico na producao e uso de ovos.

Segundo TODD (1996), ovos quebrados sao considerados perigosos, porque 0s seus
conteudos estdo expostos a bactérias patogénicas, e podendo ser utilizados indevidamente

em alimentos nio totalmente cozidos.

2.3.2. Estrutura do ovo.

A composi¢do do ovo influencia o tipo de microrganismo que ira se desenvolver,
como ocorre em outros alimentos. Como as partes dos ovos diferem entre si na composi¢ao,

a susceptibilidade para deteriorar ou para o crescimento de patogenos difere em cada parte.

Segundo, STADELMAN (1977), a gema dos ovos ¢ formada em trés estagios: 1) a
parte formada durante o desenvolvimento embrionario; 2) o desenvolvimento lento do ovo
desde o tempo de postura até atingir o ponto de maturidade sexual nos dez dias antes da

ovulacgdo e 3) o crescimento acelerado durante os dez ultimos dias antes da ovulagdo, dentro



do oviduto. No oviduto, a clara ¢ secretada em torno da gema e finalmente as membranas da

casca e a casca sao depositadas para completar o processo de formagio.

A gema compreende cerca de 30-33% do peso total do ovo. Ela contém 52% de
solidos, dos quais 31,0% € proteina, 64,0% lipideos, 2,0% carboidratos e 3,0% cinzas. O pH
da gema fresca ¢ de 6,0 e ocorre pouca mudanga durante o sua comercializagio

(STADELMAN, 1977 e FRONING et alii., 1992 )

A clara ou albumen, representa cerca de 60,0% do peso total dos ovos, contendo de
10,5 a 11,5% de solidos, dos quais 86,0% sdo proteinas, 9,0% acucar e 5,0% de cinzas.
Muitas dessas proteinas apresentam atividade biologica que retarda o crescimento bacteriano
através da lise da bactéria ou por restringir certos nutrientes. O pH apresentado pela clara na
postura ¢ menor do que 8,0, mas aumenta rapidamente para 9,0 quando ja se encontra na
fase de comercializagdo. Este aumento de pH € devido a perda de CO, da clara (FRONING
et alii 1992)

A casca compreende cerca de 9 a 12% do peso total dos ovos. Ela é relativamente
porosa e consiste de 94,0% de carbonato de calcio. A cor da casca € devido a pigmentos
depositados na superficie da mesma. Ela ¢ formada de membranas com poros para a troca de
gas. Ainda que os poros sejam parcialmente vedados pela proteina (queratina), eles
permitem que dioxido de carbono e umidade escapem do ovo. Sob estas condi¢des, os poros
permitem a penetragdo bacteriana através da membrana da casca (STADELMAN, 1977 e

FRONING et alii 1992)

2.3.3. Microbiota dos ovos

Durante a postura os ovos e seus conteidos se apresentam estéreis ou abrigo natural
de poucos microrganismos (FRONING et alii 1992). Devido a existéncia dos poros, como ja

citado anteriormente, a casca € uma barreira insuficiente para os microrganismos, ou seja, 0s
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poros permitem a difusdo gasosa que sao também a causa de perda de agua e a passagem
pelo qual o microrganismo infecta o ovo (FRONING et alii, 1992). O albumen contribui,
particularmente antes e durante os primeiros dias de incubagdo quando fornece defesa

quimica e fisica contra a infecgdo microbiana da gema.

De acordo com FRONING et alii (1992) a flora contaminante € principalmente de
cocos Gram positivos, mas as bactérias Gram negativas estdo presentes em baixo numero e

elas sdo responsaveis pela deteriora¢do dos ovos.

Em experimentos realizados por BRUCE & JOHNSON (1978), demonstrou-se que
os dois tipos de ovos (ovos férteis e os ovos de consumo) podem influenciar o grau e o tipo
de contaminagdo. Os resultados mostraram que os niveis de contaminagdo em ovos de
incubagdo variaram de 3 a 30% com uma média de 12,7%. A flora foi composta
predominantemente de Micrococcus sp e Enterobacteriaceae, com outros grupos em

menores proporgoes.

Os conteudos dos ovos podem tornar-se contaminados devido as condi¢des de

higiene empregado, ou seja, lavagens improprias e métodos de estocagem.

2.3.4. Fontes de contaminacio

Os animais de criagdo e aves sdo as mais importantes fontes de contaminagdo por

salmonela em humanos.

O ciclo de infecgdo € muito complexo. Os organismos podem ser transmitidos
através da ragdo, planta de processamento, da prole através da contaminagdo do ovo e
disseminagdo através da incubadeira e de um plantel para outro, através do meio ambiente
contaminado. Ratos, fezes, animais selvagens e insetos também s3o fontes em potencial de

SE (KRADEL, 1989, OPITZ, 1992, PURCHASE, 1989).
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Em experimento realizado por BOARD (1966), mostra a fungdo dos ninhos limpos e
a maneira pela qual os ovos sdo manuseados apos a postura. ROSSER (1942) citado por
BOARD (1966) verificou que o nivel de contaminacdo de ovos manuseados com luvas foi

menor do que aqueles manuseados normalmente.

2.3.5. Contaminacdo dos ovos

HAINES (1939) citado por BOARD (1966), menciona que os ovos possuem defesas
quimicas e fisicas contra infecgdo microbiana, e sugeriu que estas defesas serviriam para
proteger o embrido durante a incubagdo e no caso de ovos de consumo, o apodrecimento

ocorre quando as defesas estdo inativadas.

A contaminagdo dos ovos com Salmonella pode ocorrer por penetragdo do

organismo através da casca ou por infec¢@o transovariana.

De acordo com MAULDIN “s.d.”, a bactéria, incluindo a Salmonella pode penetrar

através da casca do ovo, logo apos os primeiros trinta minutos de postura.

A penetragdo da bactéria através dos poros € facilitada devido a temperatura morna e

a umidade relativa do ovo.

Durante a incubagdo (temperatura e umidade) as condi¢Ges sdo favoraveis ao rapido

crescimento bacteriano.

Pesquisas tem sido realizadas em galinhas infectadas experimentalmente ou

naturalmente, produzindo ovos contaminados com SE.

Salmonella pullorum e Salmonella gallinarum comumente se localizam no ovario

produzindo assim a infecg¢@o transovariana, poucas salmonelas, como Salmonella Enteritidis,
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Salmonella heidelberg e Salmonella typhimurium podem ocasionalmente serem transmitidas
transovariamente em galinhas, perus e patos (SHIVAPRASAD et alii, 1990, KRADEL,
1989).

A habilidade de SE penetrar na mucosa intestinal cai rapidamente com a idade
avancada da ave e com a regido intestinal onde é comum os sitios de infec¢do
(HUMPHREY, 1990, SHIVAPRASAD et ali, 1990). A gema ou albumen sio
presumidamente contaminada quando os ovos postos por galinhas infectadas movem-se do

ovario através do oviduto antes de ser cobertos pela casca.

De acordo com experimento realizado por THIAGARAJAN et alii (1994), “in vivo”,
SE contamina a gema por invasdo da célula granulosa, residindo neste local e quando o
foliculo se rompe durante a ovulagdo, algumas células granulosas carregam o organismo

podendo desprendé-lo, resultando na contaminagdo do ovo.

De acordo com GAST (1994), HINTON & BALE (1994); SHIVAPRASAD (1990);
BARROW (1993), BARROW & LOVEL (1991), a contaminagdo € mais comum como

resultado da deposigédo de SE na casca do que por infec¢@o transovariana.

2.3.5.1. Penetracao de SE através da casca.

O exato mecanismo de defesa das membranas da casca ainda é incerto. Cada
membrana € composta por fibras com uma capa de glicoproteinas que contém dois

aminoacidos. Esta natureza fibrosa tem a fungdo de servir como filtro para as bactérias.

Os ovos normais apresentam cerca de 7.000 a 17.000 poros, que sdo aberturas em
forma de funil, formando canais ndo interligados, que penetram a espessura da casca. Nao
estdo uniformemente distribuidos sobre a superficie, concentrando-se em maior niimero na

porgdo equatorial e cidmara de ar. Os poros sao parcialmente vedados pela cuticula, o que
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ndo impede trocas gasosas ¢ de umidade do ovo para a atmosfera. Sob determinadas
condi¢des, os poros podem permitir a penetragio microbiana através das membranas das

cascas.

A estrutura demonstra ser um instrumento seguro para medir a habilidade da casca
limitando a penetragdo microbiana. De acordo com SAUTER & PETERSEN (1974) citado
por NASCIMENTO et alii (1992), os ovos com qualidade de casca excelente sio mais
resistentes a penetra¢do por varias salmonelas do que aqueles com baixa qualidade de casca.
NASCIMENTO et alii (1992) em experimento realizado mostrou que a qualidade da casca
diminui com a idade. O que ocorre € que a estrutura da casca ¢ deteriorada de acordo com a

idade da ave e isto ocorrendo ha um aumento da penetragdo bacteriana.

Segundo FROMM & MONROE (1960), a qualidade fisica interna e a contaminacao
bacteriana s3o influenciadas pela perda de permeabilidade da casca do ovo. A relagio entre a
permeabilidade da casca e a qualidade fisica interna pode ser atribuida a perda de dioxido de
carbono do albumen. A perda de peso da permeabilidade da casca e a perda de diéxido de
carbono estdo correlacionadas. Portanto, as diferengas entre a qualidade do albimen
provavelmente esta relacionada com a perda de dioxido de carbono no qual afeta o nivel de

permeabilidade da casca.

Contudo, fatores de stress fisico como mudanga de temperatura ambiente, umidade
ligadas com a etapa de lavagem do ovo pode ser uma diferenga na permeabilidade da casca

do ovo o suficiente para facilitar a contaminagao microbiana dos ovos.

2.3.5.2. Contaminacio dos conteudos

HAINES (1939) citado por BOARD (1966), diz que foram conduzidas investiga¢des
sobre as substdncias contidas na clara do ovo que sdo impedientes para o crescimento

microbiano desde as décadas de 1880-1890. Muitos dos constituintes presentes na clara sio
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inibidores para o crescimento como: alto pH, lisozima, avidina, ovomucoidina, conalbumina
(YADAV & VADEHRA, 1977; GARIBALDI, 1959; BOARD, 1966).

Em experimento realizado por STEPHENSON et alii (1991), mostrou-se que a
contagem de SE inoculada em albumen diminuiu trés unidades logaritmicos, enquanto, que
nas gemas ndo houve mudanga significativa. Contudo, os organismos inoculados dentro da
gema apresentaram aumento, indicando possivel crescimento de SE. Entdo confirma-se o
que ja foi descrito acima, que o albumen possui inibidores para o crescimento. Por causa do
aparente stress da Salmonella no albimen é necessario fazer um pré-enriquecimento para
ressuscitar as cé€lulas injuriadas, s6 sendo recomendado examinar as gemas para a presenca

desse patogeno.

Segundo HINTON & BALE (1994), as gemas de aves infectadas raramente contém
salmonela, embora elas cresgcam rapidamente em temperatura ambiente. Similarmente é
impossivel recupera-las do albumen, embora seja possivel cultiva-las da mistura de gema e
clara. Isso € devido as salmonelas estarem localizadas na membrana vitelina que envolve a
gema, o qual ndo € cultivada quando gema e clara sdo amostradas separadamente; as
salmonelas estdo presentes no albumen mas nao crescem rapidamente devido ao pouco ferro
disponivel e por causa de substancias antibacteriana presente, como por exemplo, lisozima,

sendo que esta so € neutralizada quando a gema e clara sdo misturadas formando a melange.

Para explicar esses fendmenos experimentos foram citados por HUMPHREY
(1994), revelando que a idade do ovo tem um impacto na habilidade de SE passar
rapidamente no albumen para a gema. Durante as primeiras vinte e quatro horas da postura
do ovo quando o pH inicial era em torno de 7,0 chegando a aproximadamente 9,0, ocorreu
um aumento de dez ciclos logaritmicos no nimero de salmonelas. Como o albumen é um
meio restrito em ferro e a fase inicial de crescimento que envolve a bactéria usando a reserva

de ferro parece ser suficiente para que ocorra quatro geragdes. Quando a reserva de ferro
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for exaurida as células entram na fase lag, existindo pouca ou nenhuma mudanga no namero

de microrganismos. A duragdo desta fase € dependente da temperatura.

Portanto, o que se pode explicar em relagéo a gema e o albumen, ¢ que os conteados
da gema sdo ricos em ferro, mas células de SE ndo podem utiliza-los devido a presenga da
membrana vitelina de ovos frescos que ndo permitem o ingresso da bactéria na gema ou a
liberagdo do ferro para o albumen. Durante a estocagem a membrana vitelina quebra-se e em
algum ponto torna-se permeavel para a entrada do microrganismo na gema. Uma vez que
isso ocorre, € possivel haver um rapido crescimento e a Salmonella pode ser encontrada

tanto na clara como na gema.

JONES et alii (1995), analisaram ovos de varios estagios de processo de ovos.
Salmonella foi isolada de 72% de todas as amostras coletadas. As instalagdes de onde se
isolou foram: lavador com jato de agua, do ventilador, esteira e coletor de ovos, sendo
(amostras positivas/total de amostras): 2/2, 4/4, 16/22, e 14/22 respectivamente. A
contaminagdo foi detectada em sete das 90 amostras analisadas antes do processo e 1 ovo de
90 analisados depois do processo, mas nenhuma salmonela foi isolada das 180 amostras dos
conteiidos internos analisados. Nenhuma Sal/monella Enteritidis foi isolada tanto nas
instalagdes como nos ovos examinados. Os sorotipos isolados das instalagdes foram: S.
agona, S. typhimurium, S. infantis, S. derby, S. heidelberg, S. california, S. montevideo, S.
mbandaka, e atipica. As isoladas dos ovos antes do processo foi S. heidelberg e S.
montevideo e as isoladas apos o processo foi S. heidelberg. De acordo com os resultados os
pesquisadores concluiram que embora 1% dos ovos comerciais sejam contaminados com

Salmonelia, a contaminagdo dos conteudos internos € rara.
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2.3.5.3 Ovos quebrados

De acordo com TODD (1996), os ovos quebrados sdo considerados perigosos,
devido ao seu conteido estar exposto a contaminagio por bactérias patogénicas, sendo que

esses ovos podem ser utilizados em alimentos crus ou cozidos.

Sete agentes microbianos sdo associados com as aves, ovos e agua de lavagem,
sendo considerados potencialmente perigosos em ovos quebrados. Destes sete
microrganismos a Salmonella, tem sido a causa de surtos associadas a este tipo de produto.
Os demais microrganismos sao: Bacillus cereus, Campylobacter, E. coli O157:H7 ou outras

verotoxigénicas, Listeria spp, Staphylococcus aureus e Yersinia enterocolitica.

Bacillus, Campylobacter, Samonella, S. aureus e Yersinia tem sido encontrados no
meio ambiente ou nas aves podendo vir a contaminar os ovos através da casca. L. coli
O157:H7/VTEC e L. monocytogenes nio parecem ser comuns, embora existam poucos
trabalhos a respeito delas, porém se forem depositadas na casca de ovos quebrados, sio

capazes de alcangar as membranas.

2.3.5.4. Influéncia da temperatura

O numero de Salmonella que pode estar presente em ovos frescos infectados é
inacessiveis. Contudo, a incidéncia de gastroenterites causadas por este microrganismo tem
aumentado durante o verdo. A dose inicial é provavelmente aumentada através do abuso de
temperatura durante a estocagem e transporte dos mesmos. Freqiientemente s3o encontradas
temperaturas acima de 40°C em muitos pontos comerciais durante o verdo o que pode
permitir alcangar uma contagem de organismo a um nivel capaz de causar doencas. Em
experimento realizado em ovos de galinha normais e aves soropositivas inoculados com uma

unidade formadora de colonia por grama (ufc/g) foram constatados os seguintes resultados:
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ovos de galinhas normais, o organismo multiplicou-se uma geragdo no tempo de 25 minutos,
alcangando 10° ufc/g em 12 horas a 37°C. Atingiu uma gera¢do no tempo de 3.5 horas
incubados a temperatura de 15,5°C, temperatura esta normalmente utilizada para estocar
ovos. Nenhuma multiplicacio foi observada em ovos incubados & 7°C por 94 dias. Em ovos
inoculados em aves soropositivas, quando incubados a 37°C, o organismo multiplicou-se
com uma geracdo no tempo de 35 minutos, alcangando mais que 10° ufc/g em 12 horas
(BRADSHAW et alii 1990; SHAH et alii 1991).

GAST & BEARD (1992), sugeriram que ovos postos por galinhas infectadas
geralmente contém baixo numero de Salmonella, a presenca desta significa um risco em
potencial que aumenta durante a estocagem prolongada em temperaturas ndo refrigeradas.
Em relago a rapida multiplicagdo de SE em ovos HUMPHREY (1990a), publicou que ela

ocorre em temperaturas entre 10-15°C.

De acordo com experimento realizado por HAMMACK et alii (1993), sobre a
migragdo de SE através da clara para a gema e subseqiiente crescimento na gema, foi
examinado. Os ovos submersos em 1% cloroformio mais tetracloridrato mercury por uma
hora, seguida por submersdao em etanol 70% por trinta minutos, resultou na superficie livre
de salmonela. Nos ovos inoculados com SE sobre a membrana da casca, observou-se que
nas gemas dos ovos armazenados a 26°C, pelo periodo de dois a dezesseis dias, obteve-se
minimo de 10’ a maxima de 10°ufc/g. Os ovos armazenados em temperatura de refrigeragdo
entre 2-8°C, no mesmo periodo, mostraram pouco ou nenhum crescimento de SE. Duas
possibilidades pode explicar o crescimento nas gemas: migra¢do da bactéria da casca através
da clara para a gema e a mudanga da gema proximo ao inoculo, durante a estocagem. Os
resultados demonstram a possibilidade que ovos naturalmente contaminados com baixos
numeros de salmonela pode aumentar este niimero a altos niveis se mantido em temperaturas

ambiente por dois dias ou mais.
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IANIERI et alii (1994), também demonstraram que o emprego da temperatura entre
8-10°C na comercializagdo de ovos reduz ao minimo o risco de toxinfecgdo alimentar por

Oovo.

A duragdo do tempo antes dos ovos serem capazes de suportar o rapido crescimento
de salmonelas no albumen em volta da gema é governada pela temperatura de estocagem.
Quando os ovos foram estocados sob temperaturas entre 18 e 30°C, simulando o que ocorre
em cozinhas domésticas e comerciais, um rapido crescimento foi possivel, na maioria dos
ovos examinados. Por esses resultados obtidos, os ovos devem ser estocados sob
refrigeragio, ou seja abaixo de 8°C, depois de adquiridos pelos consumidores
(HUMPHREY, 1994a).

Em relagdo a todos esses problemas, esta existindo um aumento a procura da
industria de ovos liquido e com isso cresce a preocupagdo em relagdo a contaminag¢des. Com
isso foi realizado nos Estados Unidos um estudo em diferentes regides, revelando uma
presenca muito elevada de SE em ovos liquidos, antes da pasteurizagio. A investigagdo
envolveu vinte plantas processadoras de ovos. Coletou-se as amostras de cada partida de
ovo liquido antes de ser enviada ao trocador de calor (equipamento similar ao usado em
laticinios). Do total de 1002 amostras 52% foram positivas para Salmonella sp e 13%
positivas para SE pertencentes a diferentes tipos de fagos (8, 13, 13A, 14B, 23, 28, 34).
Segundo este estudo, demonstrou-se a importancia da refrigeragio dos ovos que sdo

destinados a essas industrias processadoras (EBEL et alii, 1993).

Ocorre também uma influéncia do pH e temperatura no crescimento de Salmonella
sp. MATCHES & LISTON (1972) citado por FERREIRA (1987), mostraram que
Salmonella heidelberg ndo cresce no meio com pH 4,0 e temperatura entre -1 e 15,5°C por
sete dias. Para que ocorresse o crescimento neste mesmo meio o pH teve que ser ajustado
para 5,0 e a temperatura a 9,5°C e para um pH de 7,0 a temperatura minima foi de 5,2°C.

Em outro experimento utilizando temperaturas entre 2-12°C e incubadas em politermostato
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por vinte e oito dias, Salmonella heidelberg, Salmonella typhimurium, Salmonella deby nio

cresceram em pH 4,0 ou 5,0, mas foi observado crescimento em pH 6,0.

Em estudo realizado por FERREIRA et alii (1987), mostrou-se que varios sorotipos
de salmonela sdo capazes de iniciar o seu crescimento num meio de cultura de pH 3,8-4,2
quando incubados a 30 ou 20°C. Em casos de experimentos incubados a 10°C e pH entre

4,4-4 8 existe o risco de crescimento.

As diferengas de resultados entre MATCHE & LISTON (1972) e FERREIRA et alii
(1987), devem ser em razdo da diferenga do meio de cultura e em parte na restricdo de

fornecimento de oxigénio no meio liquido.

2.4. Salmonella Enteritidis fagotipo 4 (SE FT4)

Em alguns paises ocorre a predomindncia de certos tipos de fagos mais do que os
outros. O fagotipo 4, segundo relatos foi o mais predominante na Gra-Bretanha, sendo raro
nos Estados Unidos e Canada. O fagotipo 8 e 13 sio predominantes nos Estados Unidos
(HINTON & BALE, 1994).

De todos os sorotipos, os mais comuns associados a casos humanos sio Salmonella
typhimurum, Salmonella Enteritidis e Salmonella virchow (SPACKMAN, 1989). Mas desde
1988, Salmonella Enteritidis tem se mostrado ser a maior causa de envenenamento
alimentar, sendo que o fagotipo 4 merece maior atengio em relagdo a casos em humanos

(SPACKMAN, 1989; HINTON et alii, 1990; BARROW, 1993).
Segundo HINTON et alii (1990), estudos mostram que o fagotipo 4 é o mais

predominante em humanos. As galinhas sdo as principais reservas de FT4 e a carne de aves e

ovos tem se mostrado ser um importante veiculo de transmissdo deste. O FT4 apresenta ser
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mais invasivo do que os tipos pertencentes ao fago 7.,8,13A e sugere-se que o FT4 possa

realgar a viruléncia em galinhas.

HINTON & BALE (1994), relatam que em estudos nio publicados mostrou-se que
Salmonella Enteritidis ¢ menos invasiva em galinhas jovens do que Salmonella
typhimurium, embora possa a vir causar doengas em galinhas jovens, sendo a pericardite

uma doenga um tanto quanto incomum.

Esse sorotipo tem o comportamento de invadir o ovario, peritonio e camada do
oviduto podendo resultar em um numero significante de ovos contaminados ou contaminar a
superficie da gema. Neste local as salmonelas sdo pouco inibidas devido ao fator quelante do
ferro da ovotransferina presente no albumen, podendo crescer mais rapidamente se 0s ovos
ndo forem refrigerados. Estima-se uma contamina¢do de um ou menos ovos em 1.000

(SNOEYENBOS, “s.d.”).

Segundo a Public Health Laboratory Service, os ovos implicados em casos ou surtos
de infecgdo por SE PT4, mostraram que o organismo foi positivo em 0,1% nos conteudos
dos ovos (ANNON, 1989 citado por HUMPHREY, 1990).

Em comum com outros tipos de salmonela, este organismo quando presente nas
gemas dos ovos artificialmente contaminados pode sobreviver em cozimentos comuns em
cozinhas domésticas e comerciais. O grau de sobrevivéncia ira depender do tamanho do
inoculo e do tipo de cozimento. Essa habilidade de SE sobreviver em ovos cozidos deve ser
devida ao fato de ser mais termo-resistente do que as outras salmonelas associadas as aves
domésticas (HUMPHREY, 1990).

Ainda de acordo com HUMPHREY (1990a), em relagio a temperatura, o
comportamento desse organismo € similar as outras salmonelas. Estudos mostraram que a

salmonela, incluindo a SE PT4 pode crescer em ovos a temperatura ambiente, isto se deu




pelo fato de ter ocorrido um aumento de cinco células por gema para 10" células por gema

em dois dias de armazenamento.
2.5- Implicacdes em Saude Publica

Doengas de origem alimentar, como por exemplo, doengas devido a alimentos

contaminados tem sido um dos maiores problemas no mundo contemporaneo. As

intoxicages ou infecgdes sdo causadas naturalmente ou por agentes, o qual entra no corpo
através da ingestdo de alimentos ou agua contaminados. Esses agentes podem ser quimicos,
como os residuos de pesticidas e metais toxicos ou biologicos como 0s microrganismos
patogénicos. Os alimentos contaminados pelos agentes biologicos sao as maiores causas de
doengas. Todo o ano a World Health Organization (WHO) recebe relatos de doencas de
todo o mundo. Esses relatos tem indicado um aumento nos Gltimos anos de contaminagao
dos alimentos por origem biologica (NOTERMANS & HOOGENBOOM-VERDEGAAL,
1992).

De acordo com SPACKMAN (1989), a SE em 1988 foi relatada por ser a maior
causa de surtos por de Salmonella, segundo a Public Health Laboratory Service. Embora,
tenha se isolado de aves domésticas foi feito também a associa¢do dos casos humanos com
ovos e produtos contendo Ovos crus ou levemente cozidos, sendo que na Gra-Bretanha
foram os de maior destaque. Os produtos envolvidos foram maionese ou creme para salada e
mousses onde a preparagido € 0 cuidado apos a preparagdo foram duvidosos. O mesmo
assunto também foi abordado na WPSA Congress in Amsterdd, onde a énfase foi o fato do
alastramento de SE na industria de ovos da Gra-Bretanha e como o 0rganismo se espalhou

pela Europa e Estados Unidos (FAIRBROTHER, 1993).

A preocupagao das doengas causadas por salmonelas é muito importante em relagao
a saude publica, ndo somente em paises desenvolvidos mas também em paises

subdesenvolvidos. Isso ocorre principalmente devido a mudangas no habito alimentar; a
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maneira como os alimentos sdo comercializados ¢ por causa das deficiéncias durante a

produgio, estocagem e distribui¢do dos produtos (CAFFER & EIGUER,1994).

Desde 1978, SE foi responsavel pelo aumento de casos de intoxicagdes na Espanha.
Em 1977 Salmonella typhimurium causou cerca de 8% dos surtos, e em 1984 ela
permaneceu estavel e SE foi responsavel por 40% dos surtos. Na regiao de Basque, SE foi
responsavel por 78% dos surtos sendo que ovos e produtos de ovos foi o veiculo para 90%
dos surtos causados por salmonela. A situagdo pode ser explicada pelas praticas culinarias
na Espanha, como preparagdo de maionese caseira ou em restaurantes ou ainda o consumo
de omeletes levemente cozidos. Quando amostrados 1.000 ovos, ndo sabendo se eram
incriminados nos casos de salmoneloses humana, foram encontrados SE em seis ovos. Em
estudos realizados nos casos de salmoneloses foi isolado o mesmo sorotipo e fagotipo da
clara e gema tanto dos alimentos e como também das fezes dos pacientes (PERALES &

AUDICANA, 1988).

Nos Estados Unidos (E.U.A), de acordo com o CDC (Centers For Diseases
Control), desde 1985 ocorreram 340 surtos de intoxicagdo alimentar envolvendo SE. O
veiculo alimentar foi determinado em 151 (48%) surtos, sendo que 125 (83%) surtos foi

relacionado a ovos (OPITZ, 1992).
De 1976 a 1991, a proporgdo de relatos isolados de salmonela nos E.U.A. teve um
aumento de 5 para 20%; SE ficou em 2° lugar seguida da Salmonella typhimurium, exceto

em 1989 e 1990 quando SE foi o sorotipo mais relatado (EWERT, 1993).

Durante 1985-1992 nos E.U.A., por regido foram relatados 430 surtos por SE, o
qual 162 casos de doengas, 1734 hospitalizagdes e 53 mortes. (Tabela 1).
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TABELA 1: Surtos de infec¢do por Sa/monella Enteritidis , por regido nos E.U.A., 1985-

1992
NORDESTE OUTRAS REGIOES TOTAL

ANO Ne % Ne % Ne %
1985 21 81 09 19 26 06
1986 39 81 09 19 48 3
1987 40 77 12 23 52 12
1988 24 60 16 40 40 09
1989 58 77 17 23 75 17
1990 32 48 35 52 67 16
1991 34 51 33 49 67 16
1992 39 71 16 29 55 13

TOTAL 287 67 143 33 430 100

Fonte: EWERT, 1993

Segundo MASON (1994), em 1988 o CDC relatou em Atlanta, Georgia um aumento

alarmante no numero de surtos e casos de salmonelose humana, causada por SE. Entre 1985

a 1989, ocorreram 217 surtos envolvendo 7370 pacientes do qual morreram 44. Pode-se

constatar que ocorreu um aumento de surtos de vinte e seis (26) em 1985 para setenta ¢ sete

(77) em 1989, sendo que em 1989 foram associados 2394 casos e 14 mortes. E os alimentos

feitos com ovos frescos pareceram estar envolvidos na maioria dos incidentes.

Durante quatro meses do ano de 1993 ocorreram trés surtos causados por SE na

Califérnia, como relatado a seguir (EWERT, 1993):

Em Janeiro de 1993, no municipio de Los Angeles, foram identificado quatro casos

de salmoneloses em pessoas que haviam se alimentado em um restaurante local. Todas as
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quatro pessoas haviam comido pratos baseados em ovos (omeletes, saladas) no restaurante
durante 26-12-1992 e 06-01-1993.

Em fevereiro de 1993, 23 pessoas que se alimentaram em um restaurante do
municipio de San Diego desenvolveram dores abdominais e diarréia sendo que duas pessoas
foram hospitalizadas. Molho holandés, preparado com uma dizia de ovos crus foi o

principal veiculo.

No municipio de Santa Clara, em margo de 1993, 22 pessoas que se alimentaram de
sanduiche durante os dias 28 de fevereiro e 04 de mar¢o desenvolveram diarréia e dores
abdominais. Através da cultura de fezes das pessoas doentes, apresentou SE. O sanduiche
foi identificado como o veiculo de transmissio, sendo que a maionese foi o tnico ingrediente

que continha produto de origem animal cru.

O caso que poderia ter se tornado uma catastrofe para a industria de ovos ocorreu na
Gra-Bretanha em 1988. Em uma entrevista dada para a televisdo a Ministra do
Departamento de Saude da Gra-Bretanha disse que a maioria da producdo de ovos do pais
estava infectada com salmonela. Com isso houve um declinio no consumo de ovos entre 50-

60%.

Ap6s a reniincia da ministra e as explicagdes dada pelo ministério da Agricultura, o

comércio de ovos comegou a recuperar-se.

Pesquisas na produgdo de ovos britanicos falharam ao identificar o culpado. Apesar
disso, as autoridades da saide publica e outras autoridades insistiram num programa

extremamente caro, para minimizar o nivel de SE na cadeia alimentar (HUNTON, 1991).

No Canada, a incidéncia de infecgdo por SE em humanos tem aumentado

ligeiramente durante os ultimos 2-3 anos. O isolamento de SE variou entre 4,2 € 9,2 % de
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todas as salmonelas isolada entre 1976 e 1989 (KHAKHRIA et alii 1991 citado por POPPE,
1994). Essa porcentagem aumentou para 12,5% em 1991 e a SE ficou em segundo lugar

logo apos S. typhimurium (20,3%).

O aumento da incidéncia de SE em pessoas no Canada ndo tem sido téo significativo
como na Europa, Estados Unidos € América do Sul. Um dos relatos ocorreu entre pacientes
e funcionarios de um hospital regional de Ontario, o qual foi confirmado 95 surtos por SE
fagotipo 13. O veiculo de transmissdo foi um liqiidificador de dificil limpeza usado para

misturar ovos, carne moida e recheio de sanduiche (POPPE, 1994).

Em relagdo a predominancia de fagotipos no Canada, segundo LIOR & KHAKHRIA
(1992) citado por POPPE (1994), SE isolada de pessoas foram dos tipos 8 (56,8%), 4
(18,3%) e 13a (5,1%), existindo indicagdes que o fagotipo 4 sendo todos , mas a maioria

tenha sido adquirido fora do pais.

Em um estudo detalhado de 318 cepas de SE, estimou-se a prevaléncia de SE e
outras sorotipos de Salmonella em aves e no seu meio ambiente no Canada, apresentando
os fagotipos 8, 13 e 13a (55,9; 25 e 4,4% respectivamente). Somente dois dos 318 SE era
fagotipo 4 (POPPE et alii 1993a citado por POPPE, 1994).

Nos ultimos anos SE tem sido um dos maiores problemas de saude publica na Italia

bem como em outros paises da Europa.

Nos periodos entre 1978-1988 SE justificou 5,45% dos 118.685 de Salmonella sp
isolada do homem e 2,65% dos 3.315 de Salmonella sp isolada da comida italiana. Do
mesmo periodo foi isolado SE em 7,4% das 568 Salmonellas sp isolada de ovos e aves
domésticas, sendo isolado também de 88 amostras de alimentos, dos quais 42 (47,7%)

foram feitos com aves € ovos.
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Segundo FANTASIA & FILETICI (1994), durante o periodo que compreende de
1982 a 1992, o numero e porcentagem de SE aumentou de 2,4% para 57,1% em humanos e

0,5% para 22,8% em alimentos. (Tabela 2).

Dos 98 alimentos isolados geralmente correlacionados a surtos 60,2% foram isolados
de ovos e seus produtos e 15,3% de carne de galinha; também foram isolados de carnes e

vegetais.

Em 1989, o National Centre for Enteric Pathogens relatou um aumento de SE, sendo
que SE foi envolvida em pelo menos 18 surtos, 14 no Centro e 4 no Norte da Italia. Destes
quatro do Norte e cinco do Centro foram associados com o consumo de ovos e seus

produtos (FANTASIA et alii, 1991).

O estudo realizado por FANTASIA et alii (1992), em conseqiiéncia de quarenta e
dois (42) surtos ocorrido em 1991 mostrou que produtos contendo ovos crus ou mal
cozidos foram as principais fontes implicados nestes surtos. Os veiculos mais comuns foi
tiramissu (27% dos surtos), maionese (14%) pasta feita com ovos (11%). O fagotipo mais

isolado foi 0 4 (76% de fonte humana e 62,5% de nao humana).
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TABELA 2: Numero de Salmonella sp e Salmonella Enteritidis isoladas de
homens e alimentos (Italia, 1982-1992)

ANO ISOLADO HOMEM ISOLADO ALIMENTO
Salmonella sp SE Salmonella sp SE
n n % n n %
1982 9530 225 24 208 1 05
1983 8668 358 4,1 394 8 20
1984 10434 499 438 398 6 1.5
1985 13861 837 6,0 539 13 24
1986 12991 885 6,8 364 20 33
1987 7863* 545* 6,9 874% 12* 14
1988 15041 1112 74 2290 109 438
1989 5759 1084 18,8 1732 103 59
1990 405* 160* 39,5 105%* 10* 95
1991 985* 312*%31.6 420* 61% 145
1992 9615 5492 57,1 2687 612 228

*Dados parciais

Fonte: FANTASIA & FILETICI, 1994

De acordo com os autores DERA-TOMASZEWSKA (1984); GLOSNICKA, (1986,
1992) citado por GLOSNIKA & KUNIKOWSKA, (1994) as infecgdes de origem alimentar
causadas por salmonela tem sido um problema por muitos anos na Polonia e desde 1978,

vem ocupando o primeiro lugar entre as infec¢des bacteriana em humanos.

As porcentagens de SE vem se destacando em relagdo aos demais sorotipos
chegando em 1991 a 93,8% das infecgdes e infectando cerca de 503.559 pessoas e
ocorrendo assim uma diminuigdo em relagdo aos outros sorotipos como S. fyyphimurium e S.

agona (Tabela 3).
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A primeira epidemia de SE ocorrida na Polonia foi entre 1962 a 1976 e afetou
59.513 pessoas. A infecgao de SE difundiu-se principalmente em criangas hospitalizadas
(idade 0-14), que estavam doentes e trazidas para os hospitais como pacientes e espalhavam

a infec¢@o pelo meio.

MACIAK & KUBINSKI (1990) citado por GLOSNIKA & KUNIKOWSKA (1994),
examinando produtos feitos a base de ovos concluiram que 15% de 20 amostras de “egg-
pulp” eram contaminadas com SE e Salmonella gallinarium; 24,61% das 65 amostras de

ovos em po foram contaminadas e que somente SE foi isolada.

Em rela¢do ao fagotipo predominante na Polonia, 2100 cepas isoladas entre 1980-
1990, foram fagotipados por GLOSNICKA et alii (1990) citado por GLOSNICKA &
KUNIKOWSKA (1994) e a maioria pertenciam aos fagotipos 7, 1 € 6.

Umas das causas do namero de casos na Polonia é devido ao estado de pobreza da

populagdo. Os produtos predominantes envolvendo a intoxica¢do alimentar sao os ovos,

mas ndo se descarta as carnes e produtos de carne (GLOSNICKA & KUNIKOWSKA,
1994).
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TABELA 3 :Porcentagem de Salmonella Enteritidis e outros sorotipos de salmonela em

humanos na Poldnia.

ANO sorotipo %

S. enteritidis S. S. agona Outros Total
typhimurium pessoas

100%

1975 14,2 29,5 9,1 47,2 15173

1976 L1 40,2 14,4 33.7 8896
1977 6,9 499 19,6 23,6 11643
1978 9,7 452 24,4 20,7 19229
1982 35,5 39,2 21,6 3.7 26522
1983 40,7 36,4 14,9 8.0 29069
1984 57,9 239 12,9 5,3 47799
1985 64,4 18,1 11,2 6,3 65045
1986 79,0 13,2 4,3 3.5 69585
1987 76,2 12,9 32 7,7 74651
1988 88,1 7.5 1,2 3.2 95160
1989 89,9 6,8 0,8 2.3 78664
1990 91,9 5,0 0,2 2.9 72131
1991 93,8 2,8 0,2 3.2 76891

Fonte: GLOSNICKA & KUNIKOWSKA, 1994

CAFFER & EIGUER (1994), descrevem que nos ultimos trinta anos a Argentina
tem dado maior interesse em relagdo a incidéncia de Salmonella. Até 1969 os casos de
salmonela foram comparados a outros agentes enteropatogénicos e Sa/monella typhimurium

e Salmonella oranienburg foram os sorotipos prevalentes.
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A partir de 1986 houve um aumento de incidéncia de SE, o qual era raramente

1solado até entdo (CAFFER et alii 1992).

Segundo os relatos entre 1987 e 1990, SE foi o sorotipo de maior prevaléncia

isolado de humanos. Durante 1991, ficou em segundo lugar precedida por S. typhimurium e

em 1992 permaneceu no mesmo lugar mas foi precedida por S. infantis (CAFFER &

EIGUER, 1994).

De 1986 aos primeiros seis meses de 1993 ocorreram 150 surtos, causados por SE,

envolvendo 6230 pessoas (tabela 4). As principais fontes de infecgao foram os alimentos que

continham ovos crus ou mal cozidos como maionese feita em casa, sorvetes € molhos

(CAFFER & EIGUER, 1994).

TABELA 4: Surtos de Salmonella Enteritidis na Argentina, 1986 a 1993

ANO SURTOS POSITIVOS

FEZES
1986 5 4
1987 17 1%
1988 17 12
1989 24 17
1990 31 22
1991 32 19
1992 9 )
1993* 15 14
Total 150 107

Fonte: CAFFER & EIGUER, 1994.
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Na Australia existem poucos casos de surtos onde o alimento incriminado seria as

aves. O ultimo caso de surto foi determinado devido ao inadequado cozimento e manuseio.

A industria de carne de aves na Australia possui um programa ativo para minimizar a
contaminagio de seus produtos por microrganismos, por isso 0 motivo da baixa incidéncia

de contaminagio.

Na Holanda, a epidemiologia de Salmonella tem sido estudada em detalhes. Estudos
nos finais dos anos 60 e inicio dos 70 indicaram amostras positivas entre 13 a 73% em aves
congeladas e 9 a 37% para ovos nao pasteurizados (van SCHOTHORST & van LEUSDEN,
1975 citado por van SHOTHORST, 1986).

De acordo com van GIESSEN et alii (1994), a porcentagem de SE isolada de
humanos tem aumentado como ocorre em outros paises, sendo de 3,9% em 1987 para

34,4% em 1991 e em 1992 atingindo 35,5%.

De acordo com a estimativa publicada nos E.U.A., sugere que mesmo em areas de
grande incidéncia menos do que um ovo em 10000 poderia ser infectado naturalmente, € no
Canada em 1989 pesquisas realizadas concluiram que menos do que um ovo em um milhdo
poderia ser infectado (HUNTON, 1991). Esses dados devem ser revistos pois a incidéncia
envolvendo SE tem aumentado cada vez mais, principalmente quando envolve alimentos

consumidos fora de casa.

Como sabe-se 0 ovo é um alimento com proteina de alto valor biologico e acessivel,
com relagdo ao prego a populagdo mesmo as de baixa renda, por esse motivo esta se dando
no Brasil o maior interesse aos problemas de microrganismos que podem causar

intoxicagdes alimentares ou infec¢des gastrointestinais graves.
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No Brasil, a SE foi isolada recentemente de galinhas reprodutoras que apresentavam

sinais clinicos de salmonelose aviaria e mortalidade consideravel (FERREIRA et alii, 1990).

Em 1990, em pesquisa realizada por TOLEDO et alii, em amostras de ovos

comerciais no municipio de Recife, ndo encontrou Sa/monella nas amostras.

Segundo LANGONI & PRADO (1995), foram examinados 612 ovos obtidos em
diversos estabelecimentos comerciais de Botucatu - S.P, isolando-se de 102 amostras (612
ovos) 59 (57,84%) positivas para pelo menos um microrganismo. Em relagdo a salmonela,
encontrou-se resultados positivos em quatro amostras (24 ovos), correspondendo a 3,92%,
sendo 1,96% pertencentes ao sorotipo enteritidis, 0.98% ao sorotipo virchow e 0,98% ao

typhimurium.

Em Teresina, P.1., devido aos ovos serem estocados a temperatura ambiente foram
realizados experimentos em ovos comerciais para se verificar a presenca de salmonela.
Foram analisada 16 amostras com 18 ovos cada, e estes foram divididos em sub-lotes com
nove ovos e estocados a temperatura ambiente e de refrigeragdo por nove dias e depois feito
as analises para presenca de salmonela. Isolou-se salmonela em 100% das amostras, mesmo

as que foram mantidas sob refrigeragdo (MURATORI et alii, 1995).

Uma das toxinfecgdes alimentares causadas por SE, ocorreu em Curitiba em julho de
1981, em um restaurante no bairro de Santa Felicidade. Dos alimentos analisados (12 tipos)
cinco se encontravam contaminados por bactérias do grupo coliforme fecal e duas amostras
de frango cru temperados em pedagos contaminados por Staphylococcus aureus. A
investigagdo epidemioldgica permitiu a identificagdo do alimento contaminado, a maionese

(MOTA et alii, 1983).

Em Araraquara -S.P., em 1983, uma refei¢do suspeita foi servida a 922 pessoas em

um refeitorio de uma industria e 561 operarios apresentaram problemas gastrointestinais.
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Nao foi possivel fazer um levantamento dos alimentos ingeridos. As coproculturas foram
positivas para Salmonella bredeney e para todos os pacientes a fonte de infecgdo foi a
mesma. Entdo, o veiculo do agente etiologico envolvido neste caso deve ter sido um ou mais
dos alimentos servidos (LANDGRAF et alii, 1985).

De acordo com PICCOLO et alii (1992), outro surto ocorreu em uma cantina
escolar no dia 31/8/91, onde foram servidos: macarrio com molho de tomate, salada de
legumes com molho de maionese (feita com ovos crus), frango assado e filé de carne bovina.
Conseguiu-se colher amostras de todos os alimentos servidos menos da maionese pronta

(molho mais os legumes), mas adquiriu-se os ovos

O resultado mostrou que o causador do surto foi Salmonella sp e o alimento
veiculador foi a salada de maionese. O fator que contribuiu para a ocorréncia do surto foi a
contaminagdo cruzada, pois no frango cru analisado encontrou-se a Salmonella berta e no
mesmo local onde foi preparado o frango também foi manipulada a salada de maionese, € a

conservagdo foi por tempo e temperatura inadequados.

Descartou-se a hipotese dos ovos estarem contaminados, pois devido aos dados
obtidos posteriormente além das analises dos ovos e do molho ndo acusarem presenca da

bactéria, eles foram utilizados em sanduiches que ndo causaram doengas.

Em publicagéo do Jornal do Grande ABC no dia 26 de janeiro de 1995, relatou que a
salmonela intoxicou cerca de 222 pessoas no més. Cerca de 150 funcionarios de uma fabrica
em S3o Bernardo do Campo foram intoxicados. Outro caso foi um bolo com recheio de
nozes servido por um buffet em S3o Caetano do Sul. E em um restaurante também em Sio
Bernardo do Campo, pelo menos 42 pessoas passaram mal. De todos esses surtos foram

mandados amostras para o Instituto Adolfo Lutz, para se fazer analises para salmonela.
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Salmonella Enteritidis também foi responsavel por quatro surtos ocorridos na cidade
de Sorocaba - SP. a partir de novembro de 1994, nos seguintes estabelecimentos:

restaurante self-service, em domicilio, em ceia de Natal de uma industria.

Todos os surtos envolveram no total 298 expostos, sendo 90 (33,22%) afetados, 38

(38.38%) coproculturas realizadas sendo 30 (78,94%) positivas para SE.

SE foi isolada de varias amostras, principalmente, de maionese caseira e também de
outros alimentos cozidos, o que vem a crer ter ocorrido uma contaminag¢io cruzada

(ARAUJO et alii, 1995).

De acordo com o inquérito epidemioldgico realizado entre setembro de 1994 a junho
de 1995 por PISANI et alii (1995), apontou-se os alimentos veiculadores mais freqiientes
como: maionese (84,6%), maionese com frango (7,7%), mousse (7,7%), porém nao foi
possivel esclarecer qual o alimento suspeito em dois desses surtos. 624 pessoas foram
afetadas e ocorreu um obito. Em 11 surtos (73,3%) isolou-se SE das fezes; em 3 (20%) dos

alimentos consumidos e fezes e 1 (6,7%) apenas nos alimentos.

Outros surtos ocorridos em outra cidade do interior de S3o Paulo, foram relatados
por PERESI et alli (1995). No periodo de julho de 1993 a maio de 1995 foram relatados 12
surtos na regido. O numero de pacientes afetados foram 615, o numero de pacientes
hospitalizados foram 192. Os alimentos envolvidos foram maionese caseira e molhos feitos
com ovos crus e carne de frango, sendo verificada a presenga de SE nos alimentos. As

coproculturas também foram positivas para SE.
Em artigo apresentado pelo jornal a Folha de Sdo Paulo (1995), ocorreu uma

intoxicagdo em uma fabrica em Jaragua do Sul, Santa Catarina. O alimento causador foi a

maionese servida no almogo, onde apds feito analise foi encontrada a bactéria salmonela.
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Segundo LIRIO et alii (1995), foram isolados de 01/1992 a 05/1995 quarenta e duas
(42) cepas de Salmonella em alimentos na Secgdo de Microbiologia, do Departamento de
Inspegdo Municipal de Alimentos. Os sorotipos identificados foram: Enteritidis (33,3%);
Agona (11,9%); Anatum (9,5%); Brandenburg (9,5%) e Hadar (7,4%). Os alimentos que
originaram maior niumero de isolamentos foram frango cru (42,8%) e lingiiica crua ( 28.,6%).
Os alimentos envolvidos em surtos representaram cerca de 21,4% dos isolados sendo que a

Enteritidis foi o sorotipo mais predominante (89%).

De acordo com FERNANDES et alii (1995) e IRINO et alii (1995), caracterizaram
pela fagotipagem as cepas isoladas no Estado de Sdo Paulo. A freqiiéncia de SE nos
periodos 1975-1992 variou de 0,2 a 2%. No periodo de 1975-1992 houve um predominio
do fagotipo 8 (PT8), correspondendo a 90,6% das cepas de origem humana e 60,0% de
fontes ndo humanas. A partir de 1993 o fagotipo 4 (PT4) passa a ser predominante,
correspondendo a 10,1% das salmonelas de origem humana e 1,8% de fontes ndo humanas.
Atualmente este sorotipo corresponde a 56,2% e 43,4% das salmonelas de origem humana e

ndo humana, respectivamente.
2.6.- Prevencio e Controle

O controle de Salmonella sp em alimentos deve envolver a sele¢do de produtos crus
ndo contaminados, destrui¢do de salmonela, preven¢éo de contaminagdo e/ou prevencido de

multiplicac@o. (SIMONSEN et alii, 1983).

A coleta de ovos, a espécie, fumigacdo e desinfec¢do de certos equipamentos sio

pontos criticos de controle nas fazendas produtoras.

De acordo com a metodologia, Hazard Analysis Critical Control Point (HACCP), os
ovos devem ser coletados frequientemente, de preferéncia automaticamente para minimizar a

contaminagdo fecal e os ovos quebrados e sujos ndo devem ser usados na incubadeira; todos
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devem ser fumigados com formaldeido logo apds a coleta e as bandejas de ovos devem ser

lavadas e desinfetadas depois do uso (SIMONSEN et alii, 1983).

Nao € possivel produzir ovos limpos portanto, a desinfeccdo dos ovos deve ser
efetuada logo apos a postura, pois se houver demora dessa desinfecgdo os germes podem
penetrar pela casca do ovo e a desinfec¢do por agentes quimicos ndo tera nenhuma eficacia

(SCHRIKE, 1973).

Segundo, STADELMAN (1977), a lavagem € o método mais simples e efetivo para
remover sujeiras ¢ manchas da superficie dos ovos. Porém, com a lavagem existe a
possibilidade de penetragdo da bactéria pela casca. De acordo com MOUNTEY (1976) os
poros da casca e a expansdo e contragdo dos conteudos dos ovos durante a lavagem pode
causar problemas. Os ovos frios em contato com agua quente expande-se muito rapido,
ocorrendo a ruptura da casca. Portanto, o interior do ovo através desse mecanismo pode

contrair a bactéria .

Para minimizar os problemas pode-se fazer a limpeza dos ovos por "spray” com agua
usando um sanitizante com detergente para limpa-los, enxaguando com agua morna e

finalmente secando os ovos

Devido aos problemas existentes o Departamento da Agricultura dos E.U.A ., criou
algumas recomendagOes para a lavagem do ovo: lavar os ovos logo apés ser coletado; nido
tentar limpar os ovos excessivamente sujos, ndo imergir os ovos mais do que cinco minutos;
ndo reutilizar a agua de lavagem exceto quando for um lavador continuo; a temperatura da
agua de lavagem deve ser de 32°C; manter a agua de lavagem na temperatura mais morna
do que os ovos; o "spray” de enxaguagem deve ser de agua morna potavel e conter um

sanitizante apropriado; os ovos devem ser secos antes de encaixota-los ou quebra-los.
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GAST (1992), realizou um experimento imergindo ovos em agua quente por cinco
segundos para reduzir a incidéncia e o nivel de SE nas cascas dos ovos. O tratamento foi

altamente efetivo na redugdo dos niimeros de SE em ovos artificialmente contaminados.

O uso de sanitizantes adequados na lavagem de ovo é uma pratica aceitavel O mais
utilizado sdo os compostos de cloro. O cloro quando usado acima de 50 ppm, pode colorir
de leve a casca, isso € provavelmente a reagdo entre o cloro e algum aminoacido da cuticula
da casca. Esse problema é minimizado utilizando escovas de lavagem (STALDEMAN,
1977).

RISK et alii (1966) citado por AFONSO (1994), pesquisou ovos artificialmente
contaminados com salmonelas e encontraram que varios sanitizantes a base de cloro e
compostos quartenarios de amonio (Q.A.C.) foram efetivos na remogdo dos microrganismos
presentes na casca, ndo demonstrando efetividade contra os que conseguiram penetrar no

interior do ovo.

De acordo com o experimento realizado por WORLEY et alii (1992), ele comparou
a eficacia de compostos com N-halamina com cloro livre (hipoclorito de sodio). Os
resultados obtidos mostraram que os compostos de N-halamina foram mais eficientes, ndo se

difundindo atraveés da casca, quando comparado com o cloro.

Segundo HAMMACK et alii (1993), pode-se controlar SE através da refrigeragdo. A
temperatura de armazenamento é fundamental para reduzir a migragao de SE da casca e
clara para a gema e sua multiplicagdo no interior do ovo. A temperatura de armazenamento
para que a SE praticamente ndo se multiplique € entre 2-8°C. Portanto, 0s ovos que nio sio
mantidos sob refrigeragdo podem apresentar progressivamente um maior risco durante a

estocagem.
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O risco de infecgdo adquirida através do consumo de alimentos preparados em
cozinhas domésticas pode ser reduzido através da educagdo dos consumidores retardando o
risco de consumir ovos crus ou mal cozidos e através da maior disponibilidade de ovos
pasteurizados no varejo. Em hospitais, cozinhas comerciais, devem-se usar ovos
pasteurizados, e devido a doengas associadas com salmonelose ocorrer entre criancas,
velhos e pessoas de baixa imunidade, essa pessoas nio devem se servir de alimentos

contendo ovos crus ou mal cozidos (EWERT, 1993).

De acordo com CATALANO & KNABEL (1994) citado por HOU et alii (1996),
existem muitos métodos de preservagdo e sanitizagdo das cascas dos ovos, como lavagem,
chilling rapido, irradiagdo e tratamento ultrasdnico, mas com uma ressalva , estes

tratamentos nao destroem a salmonela que esta abrigada dentro do ovo.

Segundo VANTITH et alii (1995) citado por HOU et alii (1996) a ionizagdo por
irradiagdo tem sido usada para produzir ovos livres de salmonela , porém este processo

abaixa a qualidade do ovo.

Como ja foi citado, a pasteurizagdo é um meio efetivo em ovos liquidos, mas nao
tem sido aplicado em ovos “in natura” devido ao aquecimento mudar a qualidade dos

componentes dos ovos.

HOU et alii (1996) realizaram experimentos para eliminar salmonela usando banho
de agua quente e sistema de aquecimento e juntamente investigaram a qualidade e as

propriedades funcionais dos ovos.

Neste experimento foi utilizado um banho a 57°C, com circulagdo de agua em
tempos de 10, 15, 20 e 25 minutos e um sistema a quente a 55°C com circulagdo de ar
for¢ado por 1,2, e 3 horas, e depois os ovos foram imediatamente refrigerados. De acordo a

turbidez, viscosidade e atividade da lisozima apresentaram diferengas significativas.
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Segundo VANLITH et alii (1995) citado por HOU et alii ( 1996) SE, em processo de
pasteuriza¢do por agua quente a 57°C por 30 minutos é ineficiente. Diz-se que a combinagio

dos dois métodos citados acima resulta em uma redugio de 7 ciclos logaritmicos de SE.

De acordo com KUO et alii (1997), realizando uma comparag¢do com a desinfec¢do
dos ovos com agua destilada, solugdo de cloro a 200 ppm e composto de peroxidase
catalase (PCC) tanto para Salmonella typhimurium e SE todos os tratamentos foram
efetivos. A vantagem do PCC ¢ que pode ser uma alternativa em substitui¢do ao cloro

devido as reagdes adversas do mesmo.

Paises como o Canada, Holanda, Suécia, Inglaterra e Estados Unidos fizeram
programas estratégicos para controlar SE na produgdo de ovos. Embora as cinco nagdes
instituissem controles para SE nos principais pontos da produgio de ovos, os programas tem
caracteristicas distintas. Esses programas tem-se tornado mais parecidos em relagio ao

cooperativismo entre o governo e a industria (ALTEKRUSE et alii, 1993).
No Estado de Santa Catarina onde ocorreram episodios de intoxica¢do, a Secretaria
da Saide baixou portaria proibindo a elaboragdo e comercializagio de alimentos que

contenham ovos crus em sua composi¢do.(ANON, 1995)

Em Brasilia € em S3ao Paulo, onde foram detectados alguns casos ainda nenhuma

medida foi tomada ao que se tem conhecimento (OLIVEIRA, 1995).
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3- MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais
3.1.1. Cultura Bacteriana

Para as contaminagdes experimentais, foi utilizada uma cepa de Salmonella
Enteritidis (SF) isolada de galinhas clinicamente doentes (FERREIRA et alii, 1990). Para

facilitar as analises laboratoriais, foi utilizado um mutante desta cepa resistente a

concentragdes de 100 pg/ml de acido nalidixico (SE—NalR) em meio TSB. A cepa SE-Nal®
foi fagotipada como fagotipo 28 na Inglaterra (SILVA, E. N. Comunicagdo Pessoal).

A cultura estoque foi mantida em frascos tipo penicilina, contendo agar soja

triptona  (TSA) adicionado de Nal, com repiques periodicos e armazenada em geladeira a
temperatura entre 4°C e 8°C. Para os experimentos em que esta cepa era utilizada, todos os

meios eram adicionados de 100 pg/ml de Nal.

Para as inoculagdes experimentais, em todos os testes, a cepa era reativada através
do cultivo em caldo triptona de soja] (TSB) por 18 a 24 horas a 37°C. A contagem
mostrava aproximadamente 108 unidades formadoras de coldnia (UFC) por ml de cultura e
era realizada através de diluigdes decimais seriadas em agua peptonada tamponada] (APT) e

plaqueamento em duplicata em meio TSA.

'Difco
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3.1.2. Ovos

3.1.2.1. Para a pesquisa de Salmonella sp. em ovos comerciais de
galinha, as amostras eram coletadas no mercado como feiras-livres, supermercados,

quitandas, armazéns nas suas embalagens originais e levadas ao laboratério.

3.1.2.2. Para os experimentos com contaminagdes e inoculagdes
experimentais da cepa SE—Na]R, foram utilizados ovos brancos de galinha com casca integra
obtidos de granja comercial, obtidos na mesma semana de uso. Eles nio eram lavados nem
sofriam nenhum processo de limpeza prévia. Eram provenientes de um tnico lote de

poedeiras e transportados ao laboratorio onde eram mantidos a temperatura ambiente.
3.1.3. Equipamentos
Copos homogeneizadores (Waring Blender);
Separador de clara e gema;
Estufa incubadora para BOD, modelo 347, Fanem,;
Homogeneizador de pistdes, “Stomacher Lab Blender - Seward Medical”,
Refrigerador doméstico - Quality 420 - Frosfree Brastemp

3.1.4. Outros

Materiais e equipamentos de uso corrente em um laboratério de microbiologia.
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3.2. Métodos
3.2.1. Recuperacio e contagem de SE—NalR das amostras.

i R . '
A recuperagdo e contagem de SE-Nal = das amostras era feita através do
plaqueamento de 0,1 ml da suspensdo e respectivas diluigdes decimais, em duplicata, por

espalhamento na superficie de placas de Petri contendo Agar ]VlacConln:ey2 adicionado de

100 pg/ml de Nal e incubadas a 37°C por 48 horas em estufa BOD4, A enumeragdo dos
indculos foi feita através de diluigdes decimais seriadas em agua peptonada tamponada1
(APT) e plaqueada em duplicata em TSA. A leitura foi realizada em contador de placas, no

aparelho contador de colonias CP 600 .

3.2.2. Experimento 1. Ocorréncia de Salmonella sp. em ovos comerciais

de galinhas coletados em pontos de vendas.

Para este experimento foram coletadas 124 amostras de ovos de galinha em
supermercados, feiras, armazéns e mercadinhos, entre os meses de janeiro e margo de 1995,
totalizando 1.240 ovos analisados. As amostras eram adquiridas no mercado nas suas
embalagens de comercializagdo, polpa de papeldo de uma dazia ou de duas dizias e meia.
As andlises eram realizadas no dia posterior a chegada dos ovos ao laboratorio. Para a
pesquisa de Salmonella sp., cada amostra era constituida de 10 ovos e seguia a seqiéncia,

como determinado no diagrama mostrado na Figura 02.

I
Difco
2 Merck
* Modelo 347 CD da Fanen
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Os 10 ovos de cada amostra eram quebrados para a separa¢ao da cascas e das gemas
dos ovos, tomando-se cuidados de assepsia. O conjunto “pool” de 10 cascas e 10 gemas
eram separados para analise bacteriologica. Para a separagdo e quebra dos ovos foi utilizada
pinca estéril e flambada. As cascas eram colocadas em sacos plasticos onde se prosseguia a
trituragdo manual das mesmas. Apos esta etapa, eram pesados 25 gramas das cascas,
colocados em copos metalicos homogeneizadores3 com 225 ml APTI e realizada a

trituragdo por 1 minuto.

As gemas eram separadas das claras através de separadores de clara e gema estéreis.

As gemas eram colocadas em sacos plasticos e realizada a mistura manualmente. Era
4 (43 k] 2 1 .

coletada uma aliquota de 25 gramas desse “pool” mais 225 ml APT e homogeneizado em

Stt.:)macker6 por 15 segundos.

1
3 Difco
6 Harmless Chemical
Triturador Mecinico Stomacker - Lab Blender 400
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10 ovos

Y
Pool cascas Pool gemas
U U
Trituracao Homogeneizagio
(1 mlinuto) (15 segundos)
Uzs gramas |
225 ml de APT
U
Incubagio 37°C/24 horas
U1 ml
Caldo Tetrationato] <« 0,5 ml de iodo e 0,2 ml
de verde brilhante
U
Incubagdo 37°C/24 horas™
1 U 1
BGA" e XLD
U
Incubago 37°C/24 horas
1 v 1
TSI e LIA
U

Incubagio 37°C/24 horas "

Y
Série Bioquimica:
(Citrato de Simmons, Uréia, Indol, Malonato, Lactose, Sacarose, Dulcitol, Glicose, Lisina
Descarboxilase, MR/VP)

Figura 02 : Diagrama da metodologia utilizada no isolamento de Salmonelia sp. de

ovos comerciais de galinhas coletadas nos pontos de venda.

1 Difco
) Modelo 347 Cd da Fanem
’ Triturador Mecanico Stomacker- Lab Blender 400



3.2.3 Experimento 2. Estudo da contaminacio de ovos por S’E-NalR via

maravalha artificialmente contaminada.
3.2.3.1. Preparo da maravalha e contaminacéio dos ovos.

Em 900 gramas de maravalha mista nova foi adicionado 1.380 ml de agua estéril. A
maravalha foi colocada em saco plastico . Determinou-se a umidade da maravalha, pesando-
se um grama da maravalha imida, deixando-a em estufa por quatro horas a 105°C. Apos

este tempo era resfriado em dessecador e depois pesada.

Sobre a maravalha umida adicionou-se 180 ml da cultura de SE-NaJR, cultivada em
caldo TSB por 24 horas a 37°C e, manualmente homogeneizada. Apds a contaminagio,
foram adicionados 70 ovos dentro do saco de plastico e, estes, foram levemente

movimentados nessa maravalha contaminada pelo tempo aproximado de 10 minutos.

Para os experimentos para avaliar a influéncia da temperatura de armazenagem
sobre a sobrevivéncia de salmonelas, os ovos foram mantidos na temperatura ambiente de 25
a 28°C, em bandejas de papeldo e deixados em local fechado. Os ovos refrigerados foram

mantidos em geladeira entre 4 e 8°C, também, acondicionados em bandejas de papelao.

Para o experimento de sanificagio da casca dos ovos, o procedimento de
contaminagdo foi 0 mesmo (com maravalha imida). Somente que, neste caso, o processo de

sanitizacao foi imediato e os ovos ndo permaneceram armazenados.

3.2.3.2. Contagem da cepa SE-NaIR em ovos € na maravalha

artificialmente contaminada.

- R e . o ,
A recuperag@o de SE-Nal = dos ovos artificialmente contaminados foi feita através da

analise individual. De cada ovo, fazia-se o enxagiie da casca em sacos plasticos estéreis
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adicionando 5 ml de agua peptonada tamponada] (APT), homogeneizando por 30

segundos.

Para a enumeragdo de SE-Na]R no enxagle, da suspensdo original de
aproximadamente 5 ml de APT, eram feitas diluicdes decimais seriadas em APT e
plaqueamento em duplicata em agar MacConkey2 € incubada4 a 37°C por 24 horas. A
leitura foi realizada no contador de colonias CP 600. A suspensdo original era incubada,

também, a 37°C por 24 horas, para verificar a presenca ou auséncia de células viaveis.

A recuperagdo e enumeragao de SE-NaIR da maravalha contaminada, foi realizada
triturando-se, por 1 minuto, 25 gramas da mesma em copos metalicos estéreis
homogeneizat:lores3 adicionados de 225 ml de APT]‘ Em ambos os casos eram feitas
diluigdes decimais seriadas em APT e plaqueamento em duplicata agar MacC(Jnkey2 e

incubada4 a 37°C por 24 horas para as contagens.

3.2.4. Experimento 3. Efeito da temperatura de armazenagem sobre a
translocacio de SE-NalR da casca para a gema, em ovos artificialmente

contaminados.

. s R :
Os ovos foram contaminados artificialmente com a cepa SE-Nal ™ conforme descrito

anteriormente em 3.2.3.1.

Apos a contaminagdo, os ovos foram divididos em dois grupos com 35 em cada. Um
grupo foi mantido em temperatura ambiente (25° a 28°C) e, o outro, sob refrigeragio, em

refrigerador dornéstico]0 (4° a 8°C) Em cada um dos periodos posteriores de 0 (zero), 24,

'2 Difco
Merck
;I. Harmless Chemical
odelo 347 CD da Fanem
Quality 420 - FROSTFREE BRASTEMP
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48, 72, 168, 336 ¢ 504 horas era retirada uma amostra de cinco ovos de cada condig¢do de

armazenagem para as analises.

A presenga quantitativa e qualitativa de SE-NalR na casca foi feita pelo método de
enxagiie como mencionado em 3.2.3.2. Cada ovo foi analisado individualmente. Para isto,
apos o enxagiie, o ovo era quebrado. Clara e gema eram separadas assepticamente com o
uso de colher e sacos plasticos estéreis. A gema era homogeneizada manualmente no saco
por aproximadamente 15 segundos. Apos a homogeneizagdo 10 gramas eram pesados e
homogeneizados com 90 ml de APT] em triturador mect’inico6 por 15 segundos. Aliquotas
da suspensdo eram utilizadas para a contagem conforme descrito em 3.2.1. A determinagao

qualitativa da presenca de SE—NalR foi utilizada para casca e gema pelo método ja descrito.

3.2.5. Experimento 4. Sobrevivéncia de SE-NaIR em clara, clara batida e

glacé de ovos de galinhas submetidas a diferentes temperaturas de armazenagem.

Foram utilizadas “pool” de clara de ovos de galinhas para a realizagdo deste
experimento. Para obtengdo das claras, os ovos foram imersos em solugdo de alcool 70%
por um minuto. Apés a sua remogao e eliminagdo do alcool residual por drenagem e fogo,
os ovos foram assepticamente quebrados e o contetdo separado através de separador estéril

de clara e gema.

Foram utilizados trés tipos de preparagdes com 700 gramas cada: clara in natura,
clara batida e glacé. As claras foram divididas em trés por¢des de 700 gramas. A primeira
e ; o

nao sofreu nenhuma preparagio, a segunda foi batida com um misturador manual elétrico

até a preparagdo ficar espumante. Para o glacé foram empregadas as claras e agucar refinado

1
6 Difco
Triturador mecanico Stomacker - Lab Blender 400
Batedeira planetiria ARNO
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na propor¢ao de 1:1 (em peso), utilizando-se o misturador elétricol ]A ApoOs o preparo, as

amostras foram contaminadas com 0,5 ml da cultura SE-NalR diluida em APT] contendo
. 6 : :

aproximadamente 10~ UFC/ml, e armazenadas a temperaturas ambientes e de refrigeracdo e

em tempos diversos.

Cada preparacdo foi separada em duas por¢des e armazenadas em recipientes
estereis. Uma porgao de cada preparagio foi mantida em temperatura ambiente a 25°C, e as

. N . .. 10
outras, sob refrigeragdo, em refrigerador doméstico ~ entre 4° a 8°C.

As amostras em temperatura ambiente foram analisadas nos periodos de 0 (zero), 5 e
24 horas, enquanto que as amostras sob refrigeragdo foram analisadas nos periodos de 5, 24,
48, 96 e 168 horas, apds o preparo. Suspensdes e respectivas diluigdes decimais foram

utilizadas para a contagem e a recuperagdo da cepa SE-Nal R conforme em 3.2.1.

Foi feito, também, um controle do crescimento da cepa SE-NalR em paralelo,
inoculando 0,5 ml da cultura em 70 ml caldo soja triptona1 (TSB) e 0,5 ml da cultura em 70
ml de salina fosfatada tamponada (Phosphate Buffered Saline - PBS). As condi¢des de
armazenagem e tempo para analises foram as mesmas adotadas para as preparagdes de

claras.

3.2.6. Experimento S. Uso de sanificantes na reducao de SE-NaIR da

casca de ovos artificialmente contaminados.

A contaminagdo artificial dos ovos de galinha por SE-NalR foi feita como descrito

anteriormente no item 3.2.3. 1.

ifco
11 Quality 420 - FROSTFREE BRASTEMP
Batedeira planetaria ARNO

54



Para a higieniza¢do da casca dos ovos foram utilizados cloro, na forma de hipoclorito
de sodio’ 2, e compostos quartenirio de aménio - CQA (Cleanshell1 ). Utilizou-se soluco

contendo 50,2 ppm de cloro livre determinada pela técnica descrita por APHA, 1984, a uma

temperatura de aproximadamente 45°C no momento de uso, e uma solu¢io do produto
comercial de CQA diluida 1:500 em agua, a 400 ppm. Segundo o fabricante, o produto
comercial continha 20% (v/v) de principio ativo. As solugdes sanificantes foram preparadas
a uma temperatura aproximada de 45°C . Para cada periodo de higienizacdo foram utilizados
trés ovos contaminados que eram imersos, separadamente, nas solugdes sanitizantes por 30

segundos.

Apoés a higienizagdo, os ovos eram deixados por trinta minutos a temperatura
ambiente para secar antes da realizagdo da contagem total e a enumeragio e recuperagio da
cepa da superficie da casca por enxagiie conforme descrito em 3.2.3.2. Foi feito, também a

contagem padrdo de bactérias dos enxagiies seguindo as recomendag¢bes da APHA, 1984.

12
13 Qboa i _
CBM Laboratdrios Ltda - Campinas - SP



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Salmonelas isoladas da casca e gema de ovos de galinha obtidos no

comércio varejista de Campinas-SP, no periodo de janeiro a marcgo de 1995.

Na tabela 5, encontram-se os resultados obtidos da ocorréncia de salmonelas em

0VOS comerciais.

Observa-se que 12 amostras de casca e 4 das de gema, das 124 amostras analisadas,

eram positivas para salmonela.

GAST & BEARD (1992) citado por SHCHOENI et alii (1995) descreveu que de

132 ovos postos por galinhas infectadas 4 apresentaram SE ao redor de 5,5 ufc/ml.

De acordo com BARROW (1993) a SE tem se mostrado ser a maior causa de

envenenamento alimentar.

De acordo com a Organizagdio Mundial da Saude (OMS), sobre os casos de
salmonelose humana, € indicado que SE foi o primeiro sorotipo relatado em nove dos vinte e

um paises descritos em 1987 (ALTEKRUSE et alii, 1993).

Desde 1988, Salmonella enteritidis , tem-se mostrado ser a maior causa de

envenenamento alimentar (SPACKMAN, 1989; HINTON et ali1, 1990, BARROW, 1993).

Como as partes dos ovos diferem entre si na composi¢do, a suceptibilidade para

deteriorar ou o crescimento de patogenos difere em cada parte.

A casca € relativamente porosa e consiste de 94% de carbonato de calcio. Ainda que

os poros sejam vedados pela proteina (queratina), eles permitem que dioxido de carbono e
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umidade escapem do ovo e sob estas condigdes através do poro permitem a penetragdo

bacteriana através da membrana da casca (STALDEMAN, 1977, FRONING et alii, 1992)

Segundo os relatos, indicam que a contamina¢do é mais comum, como resultado da
deposi¢ado da SE na casca do que por infecgdo transovariana (GAST, 1994; HINTON &
BALE, 1994; SHIVAPRASAD, 1990, BARROW, 1993; BARROW & LOVEL, 1991)

Estudos realizados no Brasil mostram que de 612 ovos examinados, encontrou-se
resultados positivos em quatro amostras, correspondendo a 0,65%, sendo que 1,96%
pertenciam ao sorotipo enteritidis € 0,98% ao sorotipo virchow e typhimurium (LANCONI
& PRADO, 1995)

Em Teresina, PI, ovos mantidos tanto a temperatura ambiente como de refrigeracio,

isolou-se salmonela em 100% das amostras (MURATORI et alii, 1995)

Tabela 5. Salmonelas isoladas da casca e gema de ovos de galinha obtidos no comércio

varejista de Campinas-SP, no periodo de Janeiro a Marco de 1995

Amostra N° analisadas* Positivos (%) Sorovar isolado

Casca 124 12 (9,6%)  Salmonella Enteritidis (11)
Salmonella 1 cepa rugosa (1)

Gema 124 4 (3,2%)  Salmonella Enteritidis

*Cada amostra era constituida de “pool” de 10 ovos
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4.2. Sobrevivéncia de Salmonella Enteritidis (SE) em ovos experimentalmente

contaminados via casca e mantidos sob temperatura ambiente e de refrigeracio

As Tabelas 6 e 7 mostram os resultados de ovos contaminados artificialmente com

8 3 . . .
6,8 x 10" ufc/ml através da maravalha umida, e mantidos sob temperatura ambiente e de
refrigeracdo. A idéia era a de verificar se a estocagem em diferentes temperaturas iria

influenciar na presenga de SE nos ovos.

Foi utilizada para a contamina¢do dos ovos a maravalha contaminada , para melhor
se aproximar das condi¢des naturais de contaminagdo. A maravalha foi umidificada , pois em
experimentos pilotos demonstrou-se que é necessario umidade na maravalha para haver

contamina¢do dos ovos.



Tabela 6. Sobrevivéncia de Salmonella Enteritidis (SE) em ovos

experimentalmente contaminados via casca e mantidos sob temperatura ambiente

Tempo apos Enumeragdo de SE
contamina¢do  Unidade (ovo) Casca (ufc/casca) Gema (ufc/gema)
0 horas Al 2,02 x 10° -
A2 1,03 x 10° -
A3 3,97 x 10% -
A4 232 x 10° -
AS 420 x 10° &
Média 2,17 x 10°
24 horas Bl 9.0 x 10° +
B2 1,58 x 10° -
B3 5,23 x 10 B
B4 1,58 x 10° =
BS 1.0 x 102 .
Média 1.9 x10°
48 horas Cl 5,0 x 10~ ~
C2 330 x 107 =
C3 2.0 x 102 +
C4 1,0 x 10% 2.0 x 10}
C5 710 x 10° 1.0 x 10!
Média 3,60 x 10°
72 horas D1 1,50 x 10% +
D2 2.0 x 100 1.0 x 102
D3 1.0 x 10> +
D4 2.0 x 10! -
D5 1.72 x 102 -
Média 4,90 x 10°
168 horas El 1,50 x 10" 4,0x 10
(7 dias) E2 113 x 102 6,0 x 10
E3 3.66 x 107 7.6 x 10
E4 7,50 x 10° 2.0 x 10
ES 1,25 x 10! »
Média 7,30 x 10°
336 horas FI 3.50 x 10~ =
(14 dias) F2 5.50 x 102 -
F3 6.0 x 10° =
F4 1.0 x 10° -
Fs 1,05 x 10° -
Média 340 x 10°
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Continuagdo Tabela 6.

Tempo apos Enumerag¢io de SE
contaminagdo  Unidade (ovo) Casca (ufc/casca) Gema (ufc/gema)
504 horas Gl 3,0 x 10% +
(21 dias) G2 450 x 10° =
G3 1.0 x 102 -
G4 6,0 x 102 +
G5 2,50 x 102 2.7 x 104
Média 3,40 x 10°

(+/-) Indica presenca ou auséncia de SE quando nio foi possivel a enumeracio porque 0s
numeros eram baixos
A Tabela 6 mostra a sobrevivéncia de SE em ovos experimentalmente contaminados

via casca e mantidos em temperatura ambiente.

No tempo zero a contaminagdo da casca por SE era relativamente elevado (l()5
ufc/casca), 0 que ndo ocorre na natureza. Jamais um ovo recebe uma contaminagio via
casca nestes niveis. A translocagdo da SE da casca para a gema foi detectada 24 horas apos
contaminagdo. Pode ser, até, que este tempo seja menor. Infelizmente, periodos menores

que 24 horas ndo foram experimentados.

Nos periodos de 24, 48, 72, 168 e 504 horas apdés contaminagdo, houve uma
diminui¢do de 2 a 3 ciclos logaritmo na contagem de SE nas cascas. Estes dados estdo em
desacordo com os de SCHOENI et alii (1995). Eles relatam que houve um aumento de 3 a 5
ciclos logaritmicos nos nimeros de SE, Salmonella Typhimurium e Salmonella Heidelberg,

nas gemas e claras quando os ovos eram mantidos em temperatura de 25° C.

Segundo o experimento de HAMMACK et alii (1993).,pode-se controlar o
crescimento de SE através da refrigeragdo. A temperatura de armazenamento é fundamental
para reduzir a migra¢do de SE da casca e clara para a gema. Ele obteve altos niveis de SE

em ovos incubados por dois a 16 dias a 26°C.
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Em experimento realizado por HUMPHREY (1994a), simulando o que ocorre em
cozinhas domésticas e comerciais, quando 0s ovos estdo estocados entre 18° e 30°C, foi
obtido um rapido crescimento , na maioria dos ovos contaminados. Por esses resultados

conclue-se que os ovos devem ser estocados sob refrigeragdo, ou seja, abaixo de 8°C.

Tabela 7. Sobrevivéncia de Salmonella Enteritidis (SE) em ovos

experimentalmente contaminados via casca e mantidos sob temperatura de

refrigeracio
Tempo apos Enumeragio de SE
Contaminagio Unidade (ovo) Casca (ufc/casca) Gema (ufc/gema)

0 horas Al 2.02:% 10° B
A2 1,93 x 10° -
A3 3.97 x 107 -
A4 232 x 10° -
AS 420 x 10° =

Média 2,17 x 10°
24 horas BI 1.0 x 10° +
B2 1,0 x %03 -
B3 <10 +
B4 5.0 x 10> +
BS 5.50 x 10° +

Média 1,60 x 10°
48 horas el 4,13 x 10° +
C2 5.10 x 10° +
C3 9,40 x 10° +
C4 3.45 x 107 .
Cs 7.78 x 10° -

Média 5.97 x 10°
72 horas DI 2,38 x 10° +
D2 1.60 x 10° +
D3 106 x 10° +
D4 2.13 x 10° +
D5 3.98 x 10° +

Média 4,14 x 10°
168 horas El 5.0 x 10° +
(7 dias) E2 1,40 x 10 +
E3 3.13 x 102 +
E4 2.70 x 102 +
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Continuagio Tabela 7.

Tempo apos Enumeracgdo de SE
Contaminagao Unidade (ovo) Casca (ufc/casca) Gema (ufc/gema)
ES 2,43 x 10“ -
Média 2,90 x 107
336 horas F1 1,50 x 10° ¥
(14 dias) F2 139 x 104 .
F3 1,20 x 104 =
F4 1,74 x 10* T
Fs 1,92 x 10* -
Média 1,55 x 10%
504 horas Gl 3,45 x 107 -~
(21 dias) G2 6,90 x 10° -
G3 3,30 x 10° -
G4 1,52 x 10 -
G5 2.35x 10° -
Média 6,24 x 10°

(+/-) Indica presenga ou auséncia de SE quando nio foi possivel a enumeragao porque os
nimeros eram baixos

A Tabela 7 mostra que houve uma redugdo de 2 a 3 ciclos logaritmos para as cascas
no periodo de 21 dias de armazenagem em temperatura de refrigeracio. A SE esteve
presente nas gemas em quase todos os periodos mas, sempre, em numero muito baixo que

ndo permitiu a sua enumeragao.

Segundo IANIERI et alii (1994), HAMMACK et alii (1993) mostraram que ndo ha

nenhum ou pouco crescimento de SE em ovos sob temperatura de refrigeragio.

De acordo com GAST & BEARD (1992), sugerem que ovos postos por galinhas
infectadas geralmente contem baixo numero de salmonelas, a presenga desta significa um
risco em potencial que aumenta durante a estocagem prolongada em temperaturas ndo

refrigeradas.
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Existe na legislagdo brasileira, permissdo para que os ovos sejam conservados pelo

frio industrial, ou por outros processos, desde que sejam aprovados pelo D.I.P.O.A. (Artigo

724, 1997),

4.3. Sobrevivéncia de SE em clara de ovos e preparacées experimentalmente

contaminadas e mantidas sob temperatura ambiente

As Tabelas 8 e 9 mostram a sobrevivéncia de SE em claras, clara batida e glace,

armazenadas a temperatura ambiente e de refrigeracdo.

Tabela 8. Sobrevivéncia de Salmonella Enteritidis (SE) em clara de ovos e preparacées

experimentalmente contaminadas e mantidas sob temperatura ambiente.

Enumeracao de SE por grama da amostra

Crescimento de SE em

Tempo meios controle
Repetigoes* Clara Clara batida Glacé TSB PBS
0 horas Al 505x 107 518x10% 304 x10%
A2 790 x 10 473 x10* 2,61 x 10
Média 648 x10° 495 x 10" 283x107 403x10% 225 10%
5 5 3
5 horas B] 3,62x10° 184x10° 970 x 10
B2 416 x10° 280x10° 1,65 x 107
Média 389 x10° 232x10° 130x10° 123x10° 450x10°
24 horas Ci 3,11x10° 640x10° 335 x 10;
C2 625x10° 514x10°  6.45x 10
Média 468 x10° 577 x10° 490 x10°  8,00x 10° 2,95 x 10

TSB = Caldo triptona de soja, PBS = Phosphate buffered saline

(*) Por unidade de ovo.

As amostras s6 foram deixadas por 24 horas a temperatura ambiente devido ao mal

cheiro que poderia vir a ocorrer.
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A viabilidade de SE em clara e clara batida artificialmente contaminada foi
aumentado em um ciclo logaritmico da populagio inicial, resulatndo em 10° nas 24 horas de
armazenamento em temperatura ambiente. No glacé houve uma reducio de um ciclo
logaritmico da populagio inicial, resulatndo em 10° nas 24 horas de armazenamento em

temperatura ambiente.

O crescimento microbiano na albumina do ovo, ¢ limitado por varios fatores como:
auséncia ou indisponibilidade de agua livre ou nutrientes, presenca de agentes
antimicrobianos naturais como a lisozima, presenca de agentes sequestrantes como a avidina

e pH alcalino (AYRES & TAYLOR, 1959 citado por AFONSO, 1994),

A capacidade da albumina suportar crescimento microbiano parece estar
estreitamente relacionada a integridade das estruturas fisicas das proteinas componentes da
clara, ja que alteragdes na estrutura fisica expressas como alteragio da viscosidade
(tratamento com papaina e ultrasom) e precipitagio da ovomucina (tratamento aquoso)
permitiu a redu¢do da resisténcia da albumina ao crescimento microbiano (YADAV &

VADERA, 1977 citado por AFONSO, 1994).

Na obtengdo do glacé e clara batida foi utilizado um misturador elétrico. Esse
procedimento alterou a desnatuargio mecénica da albumina, alterou sua integridade
estrutural. Como ndo empregamos nenhum outro ingrediente e o produto ndo sofreu
nenhum tratamento térmico, a temperatura de armazenamento ambiente foi significante para

0 aumento do crescimento bacteriano.
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Tabela 9. Sobrevivéncia de Salmonella Enteritidis (SE) em clara de ovos e preparacoées

experimentalmente contaminadas e mantidas sob temperatura refrigeracio.

Enumeracgio de SE por grama da amostra

Crescimento de SE em

Tempo meios controle
Repeti¢des* Clara Clara batida  Glacé TSB PBS
4 4 4
0 horas Al 505x 107 518x10% 3.04x 10
A2 790 x10* 473 x10* 2.61 x 104
Média 6,48 x 10° 495 x 107 283 x 10* 403 x 10 225 x 10?
4 5 4
5 horas B 6,10 x 10 1,84 x 100 2,71 x 10
B 550 x 10*  2.80x 10°  3.45 x 10
Média 580 x10°  232x10° 308x10° 130x10° 205 x 10*
24 horas Ci 2,55 x 10 528 x10% 173 x 104
Co 2.45x10% 780x10% 1.26x 104
Média 2,50 x 10 654 x10° 14910 1,60 x10* 350 x 10"
48 horas D] 438x10%  195x10% 730« 10;
D> 780 x 10% 2,05 x 10* 870 x 10
Meédia 609 x10° 200 x10° 800x10° 187 x10° 167 x 10
5 4 3
96 horas E1 251 %10 3,05 x 107 7,40 x ]03
(4 dias) Ep 1,90 x 0% 3.15x10* 730 10
Média 1,35 x10° 3,10 x10° 7,35 x10° 312 x10° 240 x 10"
5 4 2
168 horas Fi 12910, 3,93 x 107 8,00 x 102
(7 dias) Fp 830 x 10 710x10% 138x10
Média 1,05 x10° 552 x 107 1.09 x 10° 1,60 x 10° 1 45 x 10°

TSB = Caldo triptona de soja, PBS = Phosphate buffered saline
(*) Por unidade de ovo.
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A tabela 9, mostra que com o passar do tempo vai havendo uma redugfio de 2 a 4
ciclos logaritmicos na populagao de SE presente no glacé mantido sob refrigeragdo, porém

para os demais produtos ha uma redugio de 1 a 2 ciclos logaritmicos somente.

De acordo com BRADSHALL et alii, citado por AFONSO, 1994, a clara de ovo
crua € considerada detrimental para células bacterianas, reduz a viabilidade celular em 50%

apos incubagdo a 37°C durante 4 horas e 90% apos 48 horas a mesma temperatura.

O crescimento microbiano na albumina do ovo é limitado por varios fatores como:
alto pH (alcalino), lisozima, avidina como agente sequestrante, ovomucoidina, conalbumina
(VADAV & VADEHRA, 1977, GARIBALDI, 1959: BOARD, 1966).

Em experimento realizado por STEPHENSON et alii (1991), observou-se que a
contagem de SE inoculada no albumen diminue em trés ciclos logaritmicos, enquanto que
nas gemas ndo houve mudanga significativa. Contudo, os organismos inoculados dentro da
gema apresentaram um aumento. Com isso, confirma-se que o albiumen possue certos

inibidores para o crescimento microbiano.

Nos dois casos , tanto a temperatura ambiente e de refrigeracdo, todos os produtos
(clara, clara batida e glacé), a destruicio microbiana devem-se aos componentes
antimicrobianos naturais da albumina. A temperatura de refrigeracio nio teve efeito
destrutivo para o crescimento microbiano, nesta temperatura o niimero de MiCrorganismos

permaneceu constante.
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4.4. Sanitizacio por imersio por 30 segundos em solucio a 45°C contendo
compostos de cloro e quaternarios de amonia de ovos artificialmente contaminados via

casca com SE.

Foram realizados testes de sanificagio em ovos in natura e ovos contaminados
artificialmente por meios quimicos, para avaliar qual o sanificante de melhor ag3o sob os

mesmos. Foram utilizados compostos clorados e quaternarios de amonio.

Tabela 10. Sanitizacdo por imersio por 30 segundos em solu¢io a 45°C contendo
compostos de cloro e quaternarios de amonia de ovos artificialmente contaminados via

casca com Salmonella Enteritidis .

Enumeragao bacteriana total por enxagiie da casca de ovos

Tratamentos Repetigoes* Mesofilos totais S. Enteritidis
Ovos controle Al 5,00 x 104 —
Nao A2 8,45 x 10 =
Contaminados A3 1,67 x 105 =
Media 1,00 x }05
8 6
Ovos controle B 2,60 x 10 2,90 x 106
Contaminados By 2,40 x 10° 9,25 x 102
com SE B3 2.70 x 10° 9.85 x 10
Média 257 x 16° 7.33 x 10°
5 4
Compostos Ci 1,44 x 10 1,60 x 104
de Cloro** C2 1,60 x 10 2,87 x ]04
(50,2 ppm) C3 1,60 x 10° 1,18 x 10
Meédia 1,35 x .’()5 1,88 x !()4
Quaternarios Dj 5,75 x 102 <5,00
de amoma*** D2 6,25 x 10 <5,00
(400 ppm) D3 2,60 x 107 3,00 x 10}
Meédia 9,06 x 10°

(*) Por unidade de ovo, (**) Hipoclorito de sodio; (***) Cleanshell do Laboratorio CBM;



Nota-se que, o produto contendo quartenario de amonio foi mais eficiente, tanto

para contagem total como para a redugéo de SE da casca dos ovos (Tabela 10).

O produto a base de cloro reduziu 3 ciclos logaritmicos na contagem total e 2 ciclos
logaritmicos para SE e o produto amdnio quartenario reduziu de 4 a 6 ciclos logaritmicos

para contagem total e de 7 a 8 ciclos logaritmicos para SE.

Para CATALANO & KNABEL (1994) citado por HOU et alii (1996), existem
varios métodos de preservagdo e sanitizagdo das cascas dos ovos, como lavagem,
resfriamento rapido, irradiagdo e tratamento ultrasonico, mas com uma ressalva, estes

tratamentos ndo destroem a salmonela que esta abrigada dentro do ovo.

Ha varios tipos de meio de sanitizagdo que estdo sendo utilizados e sdo eficientes.
Em alguns paises como Canada, Holanda, Suécia, Inglaterra e Estados Unidos, existem
programas estratégicos para controlar SE na produgdo de ovos. (ALTEKRUSE et alii,
1993).

Com esses resultados sugerimos , como o autor SCHRIKE (1973), que os ovos
devem ser lavados logo apos a postura, pois se houver demora na desinfecgdo os germes
podem penetrar na casca do ovo e a desinfec¢do ndo tera nenhuma eficacia, mas de acordo
com MOUNTEY (1976) os poros da casca e a expansdo e contragdo dos conteudos dos
ovos durante a lavagem podem causar problemas. Devido a isto, o Departamento de
Agricultura dos E.U A criou algumas recomendagdes para a lavagem dos ovos: lavar logo
apos coletado, ndo tentar limpar os ovos excessivamente sujos, ndo imergir 0os ovos mais do
que cinco minutos, ndo reutilizar a agua exceto quando for um lavador continuo, a
temperatura da agua deve ser de 32°C, manter a agua mais morna que 0s ovos, 0 “spray” de
enxagiie deve ser de agua morna potavel e conter um sanitizante apropriado, os ovos devem

ser secos antes de encaixota-los ou quebra-los.
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De acordo com a legislagdo brasileira, os ovos expostos ao consumo publico devem
ser inspecionados quanto as suas caracteristicas, inclusive limpeza, integridade da casca, mas
nao especifica se ha algum procedimento (processo e produto) para a limpeza dos ovos
(DIPOA - Artigo 713, 1997). Os ovos destinados a fabricagdo de pasta ou a desidratacio
devem ser previamente lavados em agua corrente (DIPOA - Artigo 744, 1997).

Segundo a nova Portaria do Centro de Vigilancia Sanitaria (CVS-6/99 de 10/03/99),
no item 17-Higiene dos Alimentos, para o preparo deve ser realizado a higienizagdo
completa que compreende: lavagem com agua potavel, desinfecgdo: imersdo em solugdo
clorada por 15 a 30 minutos, enxagiie com agua potavel: ndo necessitam de desinfec¢io. E
ainda os ovos inteiros devem ser consumidos apds cocg¢do atingindo 74°C interno. Na
mesma Portaria, no item 23 — Utilizagdo de ovos, diz —se que existem medidas de controle
que devem ser realizadas na industria, porém a qualidade sanitaria das preparacdes a base de
ovos em empresas fornecedoras de alimentos pode ser garantida com os procedimentos: e
comercializagdo e compra, proibindo a venda de ovos com casca rachada, e verificar se os
ovos estao estocados em local arejado, limpo e fresco, conferir o prazo de validade ( na
Portaria CVS-13 de 30/7/98 em relagdo a temperatura de armazenagem cita que 0s ovos
deveriam ficar sob refrigeragao até 10°C por até 14 dias ou armazenar 0s ovos em
temperatura ambiente no maximo 26°C por até 7 dias), e utilizagdo: armazenar os ovos de
acordo com as instru¢des do fornecedor, ndo utilizar ovos com casca rachada, evitar
misturar a casca com o conteudo do ovo, ndo reutilizar as embalagens dos ovos, nem utiliza-
las para outras finalidades,  preparagdo: ndo oferecer para consumo ovos crus, nio oferecer
para consumo alimentos preparados onde os ovos permanegam crus, prepara¢des sem
cocgdo utilizar ovos pasteurizados, ovos desidratados, ovos cozidos, preparagdes quentes
ovos cozidos por 7 minutos em fervura no minimo, ovos fritos com gema dura e omeletes,

empanados atingir no centro 74°C.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:

a) Ovos de galinha colhidas no comércio varejista de Campinas-SP no periodo de janeiro a

margo de 1995 constituiram um risco de infecgdo humana por SE.

b) Quando ovos comerciais de galinha estdo contaminados por SE, ela é mais encontrada

na casca do que na gema.

¢) Ovos de galinha com presenga de Salmonella na sua superficie permanece assim
contaminados por muito tempo, podendo esta contaminagao migrar para a gema mesmo

quando os ovos sao armazendos sob refrigeracédo.

d) Os fatores antimicrobianos presentes na clara de ovos, clara batida e glacé ndo tiveram

acdo deleteria sob a presenga de SE.

e) A casca de ovos pode ser convenientemente sanitizada e a presenga de SE eliminada com
compostos a base de cloro e quartenario de amonio. No processo utilizado, o composto
de quaternario de amonia foi mais efetivo que o composto clorado na sanitizagio da

casca dos ovos;

f) Os surtos de infecgdo alimentar humana por salmonelas podem ser devidos a
contamina¢do dos ovos tanto na casca como na gema. Processos de produgido de ovos
livres de salmonelas, higienizagdo apos postura e refrigeragdo sdo pontos criticos de

controle para a redug@o dos surtos de salmonelose humana de origem alimentar.
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