ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinadria e Zootecnia 373

DETECCAO DE Salmonella Enteritidis EM OVOS DE CODORNAS JAPONESAS
(Coturnix coturnix japonica - TEMMINCK E SCHLEGEL, 1849) SUBMETIDAS A
ESTRESSE CICLICO PELO CALOR*

Edson Ryuiti Katayama'

Tais Cremasco Donato?
Francine Vercese®

Edivaldo Antonio Garcia’®
Adriano Sakai Okamoto’
Raphael Lucio Andreatti Filho®

RESUMO

Ovos consumidos crus ou em alimentos sem tratamento adequado foram identificados como
responsaveis por surtos de infec¢do humana causada por Salmonella spp. A qualidade da
casca dos ovos exerce influéncia na entrada da bactéria presente na superficie da casca para o
interior dos ovos. Ovos com baixos valores de gravidade especifica sdo mais susceptiveis a
penetracdo por Salmonella. Poedeiras sob condi¢des de estresse térmico podem apresentar
diminui¢do do consumo de ragdo e da gravidade especifica dos ovos. Desta forma, objetivou-
se avaliar a contaminacdo por Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Enteritidis
(SE) em ovos de codornas japonesas submetidas a estresse ciclico pelo calor. Foram
utilizados ovos provenientes de 144 codornas japonesas submetidas a dois tratamentos assim
dispostos: T1 — aves em temperatura ambiente constante de 21°C e T2 — aves em temperatura
ambiente ciclica e crescente, partindo dos 21°C até atingir 33°C, e no final deste periodo os
ovos foram coletados. Nos periodos de zero, 24, 96 e 168 horas apds a imersao dos ovos em
caldo contendo SE, os ovos foram examinados para verificar a quantidade de SE na casca e no
conteddo interno. Durante o armazenamento a 25°C, a quantidade de SE na casca foi
decrescente. Nos periodos de 96 e 168 horas de armazenamento, somente no T2, com
temperatura final de 33°C, detectou-se SE no contetido interno dos ovos, demonstrando que
ovos provenientes de codornas mantidas em condi¢des de estresse térmico pelo calor
oferecem maiores riscos a saude publica.

Palavras-chave: Salmonella Enteritidis, saide publica, ovos de codorna, microbiologia de
alimentos.
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DETECTION OF Salmonella Enteritidis IN EGGS OF JAPANESE QUAIL (Coturnix
coturnix japonica - TEMMINCK E SCHLEGEL, 1849) SUBMITTED TO CYCLIC
HEAT STRESS

ABSTRACT

Eggs or foods eaten raw without using adequate treatment were identified as responsible for
outbreaks of human infection by Salmonella spp. The quality of shell eggs influences the
entry of Salmonella spp. present on the surface of the shell to the inside of the eggs. Eggs with
low specific gravity values are more susceptible to penetration by Salmonella. Layers under
conditions of heat stress may have reduced feed intake and specific gravity of eggs. Thus, the
objective was to evaluate the contamination of Salmonella enterica serotype Enteritidis (SE)
in eggs of Japanese quail subjected to cyclic heat stress. Were used 144 eggs from Japanese
quail subjected to two treatments as it follows: T1 - quail at room temperature of 21 ° C and
T2 - birds and increasing cyclic temperature, starting from 21 ° C until it reaches 33 ° C, and
end of this period the eggs were collected. During periods of zero, 24, 96 and 168 hours after
immersion of eggs in broth containing SE, the eggs were examined to check the amount of SE
in shell and internal contents. The amount of SE in shell during storage at 25 ° C was
decreasing. In periods of 96 and 168 hours of storage, only at T2 (33 ° C) was detected SE in
the internal content of the eggs in the experimental conditions, demonstrating that the eggs of
quail kept under conditions of heat stress presents greater risks for public health.

Keywords: Salmonella Enteritidis, public health, quail eggs, food microbiology.

DETECCION DE Salmonella Enteritidis EN HUEVOS DE CODORNIZ JAPONESA
(Coturnix coturnix japonica - TEMMINCK E SCHLEGEL, 1849) SOMETIDAS A
ESTRES CICLICO POR CALOR

RESUMEN

Los alimentos que contienen huevos sin un tratamiento adecuado fueron identificados como
los principales responsables de brotes de infeccion causada por bacterias del género
Salmonella en humanos. La calidad de la cdscara tiene influencia directa en la migracién de
bacterias presentes en la superficie hacia el interior del huevo. Asi, los huevos con densidad
especifica baja son mds susceptibles a la penetracion por Salmonella. Las ponedoras en
condiciones de estrés por calor pueden reducir el consumo de alimento y por lo tanto producir
huevos con baja gravedad especifica. El objetivo de este trabajo fue evaluar la contaminacién
por Salmonella enterica subespecie enterica serotipo Enteritidis (SE) en los huevos de
codorniz japonesa sometida a estrés ciclico por calor. Se utilizaron 144 huevos de codorniz
japonesa sometidos a los siguientes tratamientos: T1 - aves en temperatura ambiente constante
de 21 ° C y T2 - aves sometidas a incremento ciclico de temperatura , de 21 ° C hasta 33° C.
Los huevos fueron recolectados al final de este periodo. Cero, 24, 96 y 168 horas después de
inmersion en un caldo con SE, los huevos fueron examinados para verificar la cantidad de SE
en la cdscara y en su interior. La cantidad de SE en la cdscara durante el almacenamiento a 25
° C fue disminuyendo. Después de 96 y 168 horas de almacenamiento, los huevos del T2 con
temperatura final de 33° C presentaron SE Unicamente en su interior, lo que muestra que los
huevos de codorniz mantenidos en condiciones de estrés térmico por calor representan mayor
riesgo para la salud publica

Palabras clave: Salmonella Enteritidis, salud ptblica, huevos de codorniz, microbiologia de
los alimentos.
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INTRODUCAO

As salmoneloses avidrias sdo doencas provocadas por bactérias do género Salmonella e
a infec¢dao humana geralmente ocorre pela ingestao de alimentos contaminados, especialmente
por Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Enteritidis (SE) (1). Ovos consumidos
crus ou em alimentos sem tratamento adequado foram identificados como os principais
responsaveis por surtos de infeccado humana por Salmonella spp. (2).

A contaminagdo bacteriana de ovos pode ocorrer antes, via ovariana ou na passagem do
ovo pelo oviduto; ou apds a postura, por deficiéncias na higiene, presenca de rachaduras ou
defeitos na casca (3, 4).

O resfriamento rdpido do ovo apds a postura é o principal fator que predispde a
contaminacdo interna, pois o ovo ao sair pela cloaca estd a 42°C (mesma temperatura interna
da ave), porém, em contato com o ambiente hd uma diminui¢do da sua temperatura interna, o
que provoca a formag¢do de uma pressdo negativa em seu interior e permite a entrada de
Salmonella Enteritidis presente em sua superficie (5).

A cuticula, casca, membranas internas e albiimen s@o estruturas presentes nos ovos que
protegem a gema de contaminac¢do microbiana (6). As membranas da casca retém o fluido do
albimen e agem como um filtro, promovendo resisténcia a invasao bacteriana. Em ovos de
codornas japonesas, esta membrana € mais resistente, quando comparada com ovos de
galinhas poedeiras (7). Entretanto, o uso de um in6culo com alta concentragao bacteriana e a
permanéncia dos ovos em temperaturas de 37°C pode facilitar a penetracdo bacteriana, mesmo
com uma membrana interna resistente (8).

Dependendo da qualidade da casca, condicdes de higiene, tempo e temperatura de
estocagem, bactérias como Salmonella spp. presentes na superficie da casca de ovos podem
penetrar em seu interior (3, 9-11). Podem inclusive invadir o conteido de ovos de casca
integra (12). Outros fatores também interferem nesta invasdo, como o esfriamento natural do
ovo apds a postura, umidade do ar e tratamentos da superficie da casca (13).

A qualidade e espessura da casca estdo relacionadas intimamente com a gravidade
especifica dos ovos. Segundo Hamilton (14), a gravidade especifica aumenta a medida que a
espessura da casca aumenta, ou seja, os valores estdo diretamente relacionados. Ovos com
gravidade especifica elevada apresentaram um menor indice de contamina¢do quando
comparados com ovos de gravidade especifica menor. Portanto, ovos com baixos valores de
gravidade especifica sdo mais susceptiveis a penetragdo por Salmonella spp. (13). A relagdo
entre a gravidade especifica, espessura e percentual de casca com resisténcia a quebra foi
avaliada por Vercese (15) que demonstraram uma reducao de resisténcia de casca a quebra em
temperaturas acima de 21°C, sendo que a partir de 27°C a espessura da casca foi reduzida e
com 30°C houve uma diminui¢do da gravidade especifica.

Dados semelhantes foram observados por Franco-Jimenez et al. (16), que trabalharam
com linhagens genéticas de poedeiras comerciais € as submeteram ao estresse por calor a
35°C, por duas semanas. Houve reducdo em 3% ou mais na producdo de ovos, consumo de
racdo, espessura da casca e gravidade especifica quando comparados com aves mantidas em
temperatura ambiente (22°C).

Mashaly et al. (17) submeteram aves poedeiras de 31 semanas a trés tratamentos em
camara bioclimética, com temperaturas ciclicas e sob condi¢des de estresse térmico constante
de 35°C e 50% de umidade relativa. Como resposta, os autores verificaram que o ganho de
peso das aves e o consumo de ragdo foram significativamente reduzidos nas condicdes de
estresse, bem como o peso dos ovos, espessura e peso de casca, e a gravidade especifica.

Em condicdes de estresse térmico, ha uma diminuicdo no consumo de racdo, pois o
alimento aumenta o metabolismo e, consequentemente, a quantidade de calor corporal, porém,
a diminui¢do na ingestdo de nutrientes afeta diretamente a produtividade (18). Durante
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periodos de altas temperaturas, galinhas poedeiras também sdo afetadas por altera¢des no
equilibrio 4cido-bésico, que desencadeiam um desequilibrio eletrolitico e mineral. Isto ocorre
devido a maior perda de CO, causada pelo aumento da frequéncia respiratéria. A alcalose
reduz a concentracdo de cdlcio livre no sangue e aumenta a propor¢do de célcio ligado a
proteina ou complexado com 4cidos organicos, podendo resultar em ovos de casca fina (19).

A temperatura ambiente ideal (termoneutra) para codornas na fase de postura estd entre
18 e 22°C (20). A zona de termoneutralidade esta relacionada com o ambiente térmico ideal,
no qual a amplitude é bem estreita. Nesta, o animal alcanca seu potencial miximo e a
temperatura corporal é mantida com minima utilizagdo de mecanismos termorreguladores
(21).

Desta forma, o presente estudo avaliou a contaminacdo pds-postura por Salmonella
enterica subespécie enterica sorotipo Enteritidis em ovos, contaminados experimentalmente,
de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) alojadas em diferentes temperaturas
ambientais (termoneutra e estresse térmico pelo calor) e armazenados por diversos periodos
em temperatura ambiente de 25 C.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 72 ovos em periodo inferior a 24 horas apds a postura, provenientes de
codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) com 36 semanas de idade. As aves foram
alojadas em duas salas, com trés gaiolas cada, com camara bioclimética. O aquecimento das
salas foi realizado com o auxilio de aquecedores elétricos acoplados a um termostato e o
resfriamento pela utilizagdo de aparelhos de ar condicionado, dotados de controle automatico
de temperatura. O programa de luz adotado foi de 17 horas de luz didria. Durante todo o
periodo experimental, as aves foram submetidas a idéntico manejo alimentar, sendo
fornecidas 4gua e racdo a vontade. O arragoamento foi realizado duas vezes ao dia. As dietas
foram isonutritivas, compostas por milho e farelo de soja, fornecendo 2.800 kcal de EM/kg de
racdo, 20% de proteina bruta, 3,2% de cdlcio, 0,35% de fosforo disponivel, 0,45% de
metionina, 0,76% de metionina + cistina e 1,07% de lisina, de acordo com as exigéncias
nutricionais propostas pelo NRC (1994).

Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado, constituido de dois
tratamentos com trés repeti¢des contendo 24 aves cada, assim dispostos:

T1 — aves em temperatura ambiente de 21°C;

T2 — aves em temperatura ambiente ciclica e crescente.

No T2 as aves foram expostas as temperaturas testadas durante 10 horas didrias (das
8:00 as 18:00h). A temperatura inicial foi de 21°C, e esta, a cada periodo de 14 dias foi
elevada para as seguintes temperaturas: 24°C, 27°C, 30°C, 33°C, permanecendo a 33°C por 14
dias também. No final deste periodo, os ovos foram coletados em uma tnica coleta as oito
horas da manha.

Os ovos coletados foram imersos durante trés minutos em um indculo de Salmonella
enterica subespécie enterica sorotipo Enteritidis fagotipo 4, isolada de figado de matrizes
pesadas, mutante resistente ao acido nalidixico (Nal) e rifampicina (Rif), desenvolvida em
meio de cultivos sucessivos em 4gar verde brilhante (AVB) contendo 4cido nalidixico
(100g/mL de meio) e rifampicina (100g/mL de meio).

O inéculo foi previamente incubado em caldo infusdo cérebro e coragcdo (ICC) a 40°C
durante 12 horas e, no momento do uso, diluido 100 vezes em 4dgua peptonada tamponada
(APT), contendo 10° unidades formadoras de coldnia por mL (UFC/mL). A concentracido de
SE no inéculo foi determinada por meio de dilui¢des decimais seriadas em dgua peptonada
tamponada (APT), com posterior plaqueamento em dgar verde brilhante (AVB) contendo
acido nalidixico e rifampicina.
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Os ovos foram mantidos em SE sob temperatura ambiente de 25°C € no momento zero,
24,96 e 168 horas apds imersao foram examinados para verificar a quantidade de SE na casca
e contetdo interno.

Para avaliacdo da contaminagdo da casca, um pool de trés ovos foi colocado durante trés
minutos em bolsas plasticas contendo 75 mL de APT e, diluicdes decimais seriadas em APT
foram plaqueadas em duplicata de AVB acrescido de Nal e Rif. Posteriormente, imergiram-se
os ovos em solu¢do de etanol a 70%, durante trés minutos. Apds secagem, estes foram
quebrados assepticamente e 10mL do conteddo interno foram misturados a 90mL de APT,
repetindo-se este procedimento na quantificacdo de SE das cascas. Concomitantemente, 24
ovos excedentes foram examinados com o intuito de verificar contaminagdo prévia por
Salmonella spp. (22).

RESULTADOS

As médias de temperatura ambiente méxima foram obtidas durante as 10 horas de
exposicdo as temperaturas testadas e as médias de temperatura minima foram obtidas durante
a madrugada, quando o sistema de aquecimento encontrava-se desligado. Observa-se que
média de variacdo entre as temperaturas maxima € minima durante o periodo experimental,
para as temperaturas testadas, foi de 3,93°C. Para a varidvel umidade relativa houve média de
72,4%, com variacao de 12,38%.

Para a sala mantida em ambiente termoneutro, a temperatura foi de 21°C = 2°C, com
média de 53,64% para a umidade relativa durante todo o periodo experimental.

A quantidade de SE encontrada na casca e no interior dos ovos de codornas estdo
apresentadas nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Deteccao de SE (médias das 3 repeticoes em UFC/mL) nas cascas de ovos de
codornas submetidas a temperaturas ambiente de 21 e 33°C, apds zero, 24, 96 e 168 horas de
armazenamento.

Periodos de armazenamento

Tratamentos Local Oh 24h 96h 168h
4 2 1 0
T1: 21°C Casca 2,0x10°Aa  5,0x10°Bb  4,6x10 Bc <10°Ad
4 3 2 0
T9: 33°C Casca 2,0x10°Aa  3,8x10°Ab  5,0x10°Ac < 10°Ad

Letras maitsculas distintas entre os tratamentos, dentro de cada periodo de armazenamento avaliado (coluna), e
letras minusculas distintas entre os periodos de armazenamento, dentro de cada tratamento avaliado (linha),
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 2. Deteccao de SE (médias das 3 repeticdes em UFC/mL) no contetido interno de ovos
de codornas submetidas a temperaturas ambiente de 21 e 33°C, apds zero, 24, 96 e 168 horas
de armazenamento.

Periodos de armazenamento

Tratamentos Local oh ~an o6h en
0 0 0 0
T1: 21°C Interno <10°'Aa <10'Aa < 10"Ba <10"Aa
0 0 1 1
T2: 33°C Interno <10°Ab < 10°Ab 4,3x10'Aa 1,0x10 Aa

Letras maitsculas distintas entre os tratamentos, dentro de cada periodo de armazenamento avaliado (coluna), e
letras mindsculas distintas entre os periodos de armazenamento, dentro de cada tratamento avaliado (linha),
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

DISCUSSAO

A quantidade de SE na casca durante o armazenamento a 25°C foi decrescente em
ambos os tratamentos, sendo que apds 168 horas, ndo foi mais detectada SE na casca em
nenhum dos tratamentos, contrariando os resultados observados em alguns estudos com ovos
de galinhas poedeiras, onde se detectou quantidades significativas de SE durante todo o
periodo de andlise (2, 3, 11, 22).

Nos periodos de 96 e 168 horas de armazenamento, somente em ovos oriundos de aves
submetidas a temperatura de 33°C, observou-se SE em seu contetido interno, nas condi¢des
experimentais deste trabalho, indicando que a alta temperatura ambiental que as aves foram
expostas provocou modificagdes na casca, permitindo a entrada de SE no interior dos ovos
ap6s um periodo de 24 horas a 96 horas de armazenamento. Estes resultados concordam com
o observado por Oliveira e Silva (23) em ovos de galinhas poedeiras, que trabalhando
isoladamente com gema, constataram a contaminacdo desta por SE, proveniente da casca, a
partir de 24 horas apds contaminagao artificial.

Dados semelhantes também foram observados por Franco-Jimenez et al. (16), em
galinhas poedeiras comerciais submetidas ao estresse por calor durante duas semanas, onde
ocorreu redugdo no consumo de ragdo, espessura da casca e gravidade especifica.

Portanto a diminui¢do da gravidade especifica do ovo, presen¢a de rachaduras ou
defeitos nas cascas podem facilitar a contaminacdo do conteddo interno dos ovos.

CONCLUSOES

Condicdes de estresse ciclico pelo calor afetam negativamente a qualidade dos ovos, o que
podera facilitar a contaminacdo bacteriana do seu conteido interno. Portanto, a adocdo de
tecnologias que controlem a temperatura ambiente, principalmente em regides de clima
quente, além de melhorar o bem-estar animal, melhora a qualidade dos ovos e a seguranca do
alimento, fatores importantes para a manutengdo da escala de produgéo, exportagdo e conquista de
novos mercados.

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA

Todos os procedimentos realizados encontram-se de acordo com as normas e principios
éticos de experimentacdo animal, estabelecidos pela CAmara de Etica em Experimentagio
Animal da FMVZ/UNESP, sendo o experimento aprovado pela mesma (Protocolo n°
164/2008-CEUA) em 26 de agosto de 2008.
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