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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito de diferentes procedimentos de desinfeccdo alternativos a
fumigacdo com formaldeido sobre a enumeragdo e isolamento de micro-organismos da
superficie casca do ovo, qualidade da casca, rendimento de incubagdo, qualidade de pintos
neonatos e a enumeracéo e isolamento de micro-organismos do saco vitelinico de pintos de
um dia. Um total de 10.080 ovos férteis de matrizes pesadas de 70 semanas de idade da
linhagem Cobb, coletados diretamente dos ninhos, foram distribuidos de forma aleatoria em
delineamento em blocos ao acaso, onde a coleta foi considerada o bloco, entre 0s seguintes
tratamentos: fumigacdo com paraformaldeido (4,689/m3/30 min; FF), fumigacdo com
o0zdnio (5-15ppm/30 min; FO), irradiacdo de luz UV-C (254nm; 8,09 mW/cm?; 120s; UV-
C), pulverizacdo com perodxido de hidrogénio (3%; 0,69ml/ovo; H20>), pulverizacdo com
acido peracético (0,3%; 0,69ml/ovo; PAA), pulverizacdo com agua (0,69ml/ovo; controle
umido; CU) e sem desinfeccdo (controle seco; CS). Oito amostras compostas de quatros
ovos cada foram coletadas para contagem de micro-organismos aerdbicos totais,
Enterobacteriaceae e bolores e leveduras presentes na casca dos ovos ap6s a desinfeccdo em
cada tratamento. Um total de 28 ovos por grupo foi coletado para avalia¢bes da espessura e
resisténcia da casca. Ao todo, 924 ovos de cada tratamento foram incubados, em 12 bandejas
de 77 ovos cada, para avaliagdo dos percentuais de perda de peso dos ovos durante a
incubacdo, eclodibilidade, eclodibilidade de ovos férteis, mortalidade embrionaria (inicial,
intermediaria e final), peso dos pintos e percentual de pintos vendaveis ao nascimento. A
avaliacdo das contagens de micro-organismos aerobicos totais e Enterobacteriaceae no saco
vitelinico foram realizadas em 13 pintos de um dia de idade, oriundos de cada tratamento.
Utilizou-se metodologia dependente de cultivo para a enumeracao e o isolamento dos micro-
organismos da casca do ovo e do saco vitelinico de pintos de um dia de idade, seguida de
identificacdo por espectrometria de massa (MALDI-TOF). Os ovos dos grupos desinfetados
com &cido peraceético e UV-C apresentaram reducao significativa (p=0,002) das contagens
de micro-organismos aerdbicos totais quando comparados ao grupo controle seco. A
contagem de Enterobacteriaceae foi menor (p<0,05) para os ovos desinfetados com acido
peracético quando comparado aos grupos controles. Com relacdo a contagem de bolores e
leveduras, ndo foi encontrada diferenca (p>0,05) entre os tratamentos. As demais variaveis

de qualidade de casca, rendimento de incubacéo, qualidade de pintos e contagem bacteriana



do saco vitelinico 24 horas ap6s o nascimento ndo foram afetadas pelos tratamentos
(p>0,05). O filo Proteobacteria foi dominante tanto na superficie da casca do ovo quanto no
saco vitelinico. Foram identificados 19 géneros de bactérias na superficie da casca e o género
Staphylococcus (18%) apresentou maior frequéncia relativa. No saco vitelinico, 12 géneros
de bactérias foram isolados e identificados, sendo a bactéria do género Escherichia (32,6%)
a de maior frequéncia relativa. Por reduzir a contagem microbiana na casca dos ovos, néo
prejudicar a eclodibilidade e a qualidade da casca, o acido peracético e a luz UV-C podem

ser recomendados para desinfeccdo de ovos férteis.

Palavras-chave: acido peracético, eclodibilidade, enumeragdo e isolamento de bactérias,
MALDI TOF, UV-C



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of different disinfection procedures
alternative to fumigation with formaldehyde on the enumeration and isolation of eggshell
surface microorganisms, eggshell quality, hatching parameters, neonate chick quality and
enumeration and isolation of microorganisms of the yolk sac of day-old chicks. A total of
10,080 hatching eggs were collected from a 70-wk-old commercial broiler breeder flock and
distributed in a completely randomized block design with seven treatments: fumigation with
paraformaldehyde (5.03g/m3/30 min; FF), fumigation with ozone (5-15ppm/30 min; FO),
ultraviolet light-C irradiation (8.09 mW/cm2; 120 s; UV-C), hydrogen peroxide spraying
(3%; 0.69 mL/egg; H202), peracetic acid spraying (0.3%; 0.69mL/egg; PAA), water
spraying (0.69mL/egg; water control - WC), and without disinfection (dry control - DC).
Eight samples (pool of four eggs each one) from each treatment were collected to enumerate
the presence of Enterobacteriaceae, total aerobic microorganisms, and mold and yeasts on
the eggshell after the disinfection procedure. A total of 28 eggs per group were collected to
evaluate the eggshell strength and thickness. A total of 924 eggs per treatment were placed
in twelve 77-egg trays to evaluate eggs weight loss during incubation, hatchability,
hatchability of fertile eggs, embryo mortality (initial, middle, and late), chick weight and
percentage of saleable chicks at hatching. The counts of Enterobacteriaceae and total aerobic
microorganisms present in the yolk sac were performed in thirteen day-old chicks originated
from each treatment. Culture-dependent methodology was carried out for enumeration and
isolation of the microorganisms on eggshell surface and yolk sac in one-day-old chicks,
followed by identification by mass spectrometry (MALDI-TOF). Spraying eggs with PAA
and UV-C significantly reduced aerobic microorganisms plate counts compared to the DC
group. In addition, eggs disinfected with PAA had lower Enterobacteriaceae counts than
those from DC and WC groups. Eggshell quality, incubation parameters, chick quality, and
microbiological counts for yolk sac did not differ (p>0.05) among treatments. The
Proteobacteria phylum was dominant either on eggshell surface or in the yolk sac. Nineteen
genera of bacteria were identified on eggshell surface and the genus Staphylococcus (18%)
had the highest relative frequency. In the yolk sac, 12 genera of bacteria were identified and
the bacterium of the genus Escherichia (32.6%) had the highest relative frequency. This



study demonstrated the potential for the application of PAA and UV-C for eggshell
disinfection.

Key-words: bacterial enumeration and isolation, hatchability, MALDI TOF, peracetic acid,
uv-C
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INTRODUCAO

A obtencédo de um alto rendimento de incubacéo e de pintinhos de qualidade sdo
alguns dos objetivos principais do sistema produtivo de frangos de corte quando se
almeja boa produtividade e rentabilidade. No entanto, a contaminacao do ovo fértil por
micro-organismos apds a postura é capaz de afetar negativamente o sucesso desse
processo.

Micro-organismos podem penetrar o ovo fértil e contaminar ndo somente um
unico embrido, mas diversos outros ovos e/ou pintinhos durante o processo de incubacgéo
e/ou nascimento. Essa fonte de contaminacdo pode ser levada para a granja de destino
das aves e representar um risco significativo para a seguranga do alimento (Berrang et
al., 1999). Alem disso, a contaminacdo do ovo pode comprometer a eclodibilidade ou
promover o nascimento de pintos de baixa qualidade, que possuem pior desempenho e
séo considerados uma das principais causas de mortalidade na primeira semana de vida
das aves.

A elaboracdo de um eficiente programa de biosseguridade pode minimizar o
nascimento de pintos de baixa qualidade. Fasenko et al. (2009) afirmaram que a reducao
da contaminacdo microbiana na casca do ovo auxilia na diminuicdo da infeccdo
bacteriana de embriGes em desenvolvimento e em pintinhos neonatos, o que demonstra
a importancia da desinfeccdo dos ovos. De acordo com Bailey et al. (2001), a
necessidade de se realizar a desinfeccdo de ovos férteis € relatada desde 1908, quando
utilizou-se a fumigacdo com formaldeido para o controle da populacdo microbiana,
pratica ainda realizada nas granjas.

No entanto, desde que a Occupational Safety and Health Administration
(OSHA) reconheceu o potencial carcinogénico do formaldeido e, em 1991, publicou um
regulamento reduzindo o nivel de exposicdo admissivel do trabalhador para o
formaldeido de 1 ppm para 0,75 ppm, para a média ponderada de 8 horas, a industria
avicola empenha-se na busca por desinfetantes alternativos.

Além disso, estudos cientificos sobre a diversidade da microbiota da casca do
ovo na literatura cientifica sdo escassos (Haines, 1938; Board e Tranter, 1995 e Olsen
et al., 2017). Conhecer os principais micro-organismos presentes na casca do ovo é
extremamente importante, tendo em vista que, cada desinfetante possui um modo de

acdo que pode ser mais eficiente sobre determinado grupo de micro-organismos. Os
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métodos tradicionais para identificacdo de bactérias envolvem o cultivo e isolamento
em meios seletivos seguido de testes bioquimicos, o que torna o processo longo e menos
preciso (Carbonelle et al., 2011). Portanto, o estudo de novas técnicas de identificacao
gue sejam mais rapidas e baratas torna-se relevante.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da desinfecgéo
de ovos férteis de matrizes velhas com formaldeido e outros procedimentos alternativos
de desinfeccdo (gas ozonio, radiacdo de luz UV, pulverizagdo com peroxido de
hidrogénio e &cido peracético) sobre a contagem microbiana da casca, qualidade da
casca, rendimento de incubagdo, qualidade de pintos neonatos e contaminagao
microbiana do saco vitelinico de pintos de um dia de idade. Além disso, este trabalho
também objetivou identificar a comunidade bacteriana da superficie da casca do ovo e
do saco vitelinico de pintos 24 horas ap6s o nascimento, utilizando-se metodologia
dependente de cultivo, seguida de identificagdo por espectrometria de massa por

ionizacao e dessorgéo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS).
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CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA

1. Formacéo do ovo

O ovo é a fonte de nutrientes para o desenvolvimento do embrido. A casca
permite a troca de gases e de &gua com o ambiente e fornece protecdo ao embrido contra
agentes fisicos e microbianos.

O ovo da galinha consiste de uma célula reprodutiva (disco germinativo) muito
semelhante aquela encontrada nos mamiferos. Contudo, a célula é localizada na
superficie da gema e cercada pelo albumen, membranas da casca, casca e cuticula. O
sistema reprodutivo da galinha é composto pelo ovario e oviduto. Porém, somente o
ovario e oviduto esquerdo sdo desenvolvidos e funcionais. O ovério € responsavel pela
formacdo da gema e o oviduto pelas demais partes do ovo. O tempo necessario para
formacéo do ovo varia de 23 a 26 horas (Bell, 2001; Mine e Kovacs-Nolan, 2004).

As galinhas botam ovos sucessivamente ao longo dos dias, fato esse denominado
como sequéncia de postura. A sequéncia de postura é muito variavel, mas normalmente,
aves de postura podem botar 50 ovos sucessivamente durante o primeiro ciclo de
producdo. Apds o término da sequéncia, a galinha ndo ird ovular por um ou mais dias e,
entdo, outra sequéncia se inicia (Bell, 2001). De acordo com Presinger (2018), os
geneticistas tém desenvolvido programas de melhoramento cujo principal objetivo é
aumentar o numero de ovos/ave alojada, com isso as sequéncias de postura tém tornado-
se maiores. Presinger (2018) afirma que é esperado um aumento anual de dois a trés
ovos por ave em um ciclo de producéo de 13 meses. Essas galinhas tém se tornado tdo
produtivas que o autor apresenta o resultado de um estudo no qual 1.613 poedeiras foram
avaliadas individualmente durante 82 semanas de producgdo (21 a 102 semanas de
idade). Ao longo de 515 dias foram observadas varias sequéncias de postura cujo
intervalo (periodo sem ovo) entre essas sequéncias foi em meédia de apenas um a dois
dias. Contudo, a duragéo da sequéncia de postura foi muito variavel entre uma sequéncia

e outra e 180 dias foi 0 tempo méaximo que uma galinha permaneceu em postura.

1.1. Formacéo da gema
No ovario ocorre a formagdo das células germinativas primordiais que,

posteriormente, sdo transformadas em o6citos. Cada odcito torna-se um foliculo com o
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desenvolvimento das camadas da granulosa e da teca. Os constituintes da gema sao
produzidos no figado pela a¢do do estrdgeno e transportados via corrente sanguinea para
os foliculos (Mine e Kovasc-Nolan, 2004).

A gema ndo é a célula reprodutiva em si, mas € a fonte de alimento para sustentar
0 crescimento e o desenvolvimento do embrido. Quando a ave atinge a maturidade
sexual, o ovério e o oviduto passam por vérias mudangas. O hormonio foliculo
estimulante (FSH), produzido pela adeno-hipofise, € responsavel pelo aumento dos
foliculos ovarianos. Cerca de cinco a dez foliculos crescem em uma hierarquia, sendo
necessarios aproximadamente dez dias para uma gema completar seu crescimento.
Quando o foliculo atinge maturidade, a progesterona produzida pelo ovério faz com que
0 hipotalamo estimule a adeno-hipdfise a secretar o hormoénio luteinizante (LH),
responsavel pela ovulacao (Bell, 2001).

Ap06s a ovulacao, o infundibulo capta a gema onde provavelmente ela adquire a
membrana perivitelinica, sendo 15 minutos o tempo de percurso por essa regido,
aproximadamente. Em seguida, a gema segue para o magno para a formacéo do albimen
(Bell, 2001; Mine e Kovacs-Nolan, 2004).

1.2. Formagé&o do albumen

O albumen é produzido na regido do oviduto denominada magno e o tempo total
gasto para sua formacdo é de aproximadamente trés horas. O albumen é dividido em
quatro regides: o albimen fluido externo, o aloimen denso, o albumen fluido interno e
a chalaza. Os compostos com atividade antimicrobiana encontrados no albimen
(lisozima, avidina e conalbumina) concentram-se no albumen denso. A chalaza tem a
funcdo de manter a gema centralizada, o que impede a aderéncia do embrido na casca
permitindo seu desenvolvimento. Os albdmenes fluidos externo e interno possuem
pouca atividade antibacteriana e essa atividade estaria relacionada ao pH, ndo ideal para
o desenvolvimento bacteriano. No ovo recém-posto, o pH do albumen varia de 7,4 a 8,2
e, com o avancar do periodo de armazenamento, ele rapidamente aumenta para 9,02 9,5
devido a perda de gas carbdnico para o ambiente (Haines, 1938; Baker 1974; Lapao et
al., 1999; Silversides e Scott 2001; Barbosa, 2011).
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1.3. Formacéo da casca

O processo ciclico de formacdo da casca inicia sete horas ap6s a ovulagéo,
guando aumenta o transporte e a secrecdo de calcio no Utero e termina duas horas antes
da postura. O processo é finalizado quando sdo liberadas a progesterona e a
prostaglandina. A progesterona diminui a expressdo de RNAm para calbidina e finaliza
0 processo de calcificacdo e a prostaglandina promove a oviposicgéo (Ito et al., 2013).

A estrutura da casca é ordenada e dividida em camadas, resultando em uma
deposicdo sequencial de fracdo organica e mineral. A fracdo orgéanica corresponde a
3,5% da casca e consiste nas membranas da casca, nos sitios mamilares de nucleacédo e
na cuticula (matriz organica da casca). As membranas da casca sdo formadas no istmo
(porcéo mais estreita do oviduto, cujo tempo de passagem do ovo é de aproximadamente
75 minutos). A porcdo inorganica corresponde a 96,5% da casca e consiste nas camadas:
mamilar, palicada e de cristal vertical. Ela é formada no Gtero (processo que dura em
torno de 20 horas) e o seu principal componente ¢ a calcita — uma das trés formas do
carbonato de célcio e o restante carbonato de magnésio e fdsforo tricalcico (Barbosa,
2011; Ito et al., 2013).

O ion carbonato que compde o carbonato de célcio deriva do bicarbonato
plasmético ou de uma reacdo quimica mediada pela anidrase carbdnica. A formacéao do
ion carbonato, a partir de CO2 e H>O, é mediada pela enzima anidrase carbdnica,
encontrada na mucosa do Utero da galinha. A expressdo da anidrase carb6nica no utero
é modulada por esterdides, e € mais elevada durante a producdo sendo inexpressiva
durante a muda. O hidrogénio (H") liberado pela acéo catalitica da anidrase carbonica
induz a acidose metabolica e estimula a solubilizagdo do calcio na moela e intestino e,
consequentemente, estimula a expressdo de mRNA para calbindina (intestino, Gtero e
rins) durante o ciclo circadiano de sintese da casca. A calbindina facilita a absorcéo de
calcio. Em poedeiras que recebem niveis adequados de célcio e fosforo pela dieta, o
calcio utilizado para formacao da casca é proveniente predominantemente da absorcao
intestinal (Baido e Lucio, 2005; Ito et al., 2013).

Muitos fatores podem afetar a mineralizacdo e a qualidade da casca do ovo,
dentre eles podem ser citados: genética, ambiente, nutri¢do, status sanitario e idade da
galinha (Swiatkiewicz et al., 2015).

Diferentes linhagens de galinhas apresentam qualidades de casca distintas
devido as diferencas na capacidade de transporte e utilizacdo de nutrientes, podendo,
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desta forma, influenciar na qualidade da casca (Rezende e Rocha 2013). A selegéo
genética para qualidade do ovo se baseia fundamentalmente na espessura da casca, que
tem uma herdabilidade aproximada de 40%. No entanto, a selecdo para qualidade da
casca € inversamente proporcional a produtividade (Baido e Cancado, 1997).

A qualidade da casca do ovo pode ser alterada em lotes submetidos a alta
temperatura ambiente. A alta temperatura reduz a ingestéo de racéo, que pode resultar
em reducéo do peso corporal, da producdo, do tamanho e qualidade dos ovos (Rezende
e Rocha, 2013).

Baido e Cancado (1997) afirmaram que as enfermidades que alteram o
metabolismo ou provocam lesBes principalmente no intestino delgado, rins e Utero,
todos envolvidos no processo de formacdo da casca, direta ou indiretamente, podem
também prejudicar a sua formacao.

Ainda de acordo com Tumova e Goust (2012), a gravidade especifica da casca
do ovo diminui com o aumento da idade da galinha devido a redugdo da espessura e da
densidade da casca.

A cuticula é um complexo organico lubrificante presente na superficie mineral
da parte externa da casca. Ela é depositada pelas células epiteliais que revestem o Utero
da galinha durante a Gltima uma hora e meia antes da oviposicdo. Ela é constituida por
proteinas (principalmente glicoproteinas, 85 a 90%) associadas a uma porcdo de
polissacarideos (4%), lipidios (3%) e, no caso de ovos com casca marrom, pigmentos
de porfirina. Além disso, possui espessura variavel (até 12 um) e uma distribuicao
desigual na superficie da casca do ovo. A andlise de raios X de energia dispersiva da
cuticula demonstrou que ha fosforo e magnésio presentes nela. A maior parte do fosforo
encontrado estava na forma de fosfato néo cristalino, provavelmente como fosfoproteina
(Barbosa, 2011; Navarro et al., 2013).

O pigmento que confere a cor marrom a casca é a ooporfirina, uma mistura de
protoporfirina e coproporfirina secretada pelas células epiteliais uterinas. N&o se sabe
onde o pigmento é sintetizado, possivelmente na célula epitelial do Gtero. Ele é secretado
junto com a matriz da casca e cuticula, nas ultimas cinco horas do processo de formagéo
da casca (Ito et al., 2013).

A vagina ¢ a ultima porc¢do do oviduto e é conectada a cloaca. Ela é responsavel

pela passagem do ovo para a cloaca e deposi¢do da cuticula (Barbosa, 2011).
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1.4. Composi¢éo do ovo

As proporcGes de gema, albumen e casca encontradas no ovo sdo: 27,5 a 30%,
60 a 63% e 9 a 10%, respectivamente. Os principais componentes do ovo sdo: agua
(75%), proteinas (12%), lipidios (12%) sendo o restante constituido por carboidratos,
minerais e vitaminas (Mine e Kovacs-Nolan, 2004).

A gema é composta principalmente por lipidios (aproximadamente 65% da
matéria seca). Desses lipidios, 65% sdo trigliceridios, 29% fosfolipidios e,
aproximadamente, 5% colesterol (Anton et al., 2006). Os lipidios e demais constituintes
da gema sdo sintetizados no figado pela acdo do estrégeno e transportados ao sistema
reprodutivo. Os lipidios séo transportados pelas lipoproteinas (Bell, 2001).

As proteinas do albumen séo basicamente sintetizadas por células tubulares
glandulares distribuidas ao longo da parede do oviduto (magno). A biossintese das
proteinas € iniciada ap6s um estimulo hormonal. O estrogénio, horménio responsavel
por esse estimulo, induz a um aumento da expressao do mRNA para producdo de
ovalbumina. A ovalbumina é a principal proteina do aloimen, compreendendo 50% da
proteina total. Funcionalmente, ela é importante para gelificacdo, formacao de espuma
e propriedades emulsificantes da clara do ovo. A ovomucina, outra proteina do aloumen
(3,5%), é responsavel pela viscosidade (Mine e Kovacs-Nolan, 2004; Wellman-Labadie
et al., 2007). Na tabela 1 sdo apresentados os constituintes dos ovos e sua composi¢ao

quimica.
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Tabela 1. Composi¢do quimica do ovo de galinha

Constituinte | % (p/v)' | Principais componentes (% relativa, p/p)?
Casca 9-10 Sais inorganicos (96,5) Carbonato de calcio
(98,4)

Fosfato tricalcico (0,8)
Carbonato de magnésio
0,8)

Fracédo organica (3,5)

Alblmen 60-63 Proteina (9,7-10,6) Ovoalbumina (54)

Ovotransferrina (12)
Ovomucéide (11)
Ovomucina (3,5)
Lisozima (3,5)

Carboidratos (0,4-0,9)

Lipidios (0,03)

Cinzas (0,5-0,6)

Gema 27,5-30 Lipidios (32-35) Trigliceridios (66)
Fosfolipidios (29)
Colesterol (5,0)
Proteinas (15-16,6) Apovitelina (37)
Fosvitina (13,4)
Carboidratos (0,2-1)
Cinzas (1,1)

Fonte: Adaptado de Kovacs-Nolan, 2004; Anton et al., 2006.
! Porcentagem em massa/volume (p/v)
2Porcentagem em massa (p/p)

1.5. Compostos antimicrobianos presentes no ovo

O ovo apresenta uma série de barreiras complexas defensivas contra os micro-
organismos invasores. Os micro-organismos diferem entre si em sua habilidade de
escapar dos mecanismos de defesa do ovo, tornando-se capazes de multiplicar em seus
diferentes constituintes do ovo (Mine et al., 2003).

A casca do ovo é a primeira barreira fisica contra a penetragdo de micro-
organismos. A cuticula, constituinte mais externo da casca, previne a entrada de micro-
organismos ao vedar parcialmente os poros da casca. Contudo, ela permite a troca de
gases e evita a perda excessiva de umidade do ovo, fatores importantes para o
desenvolvimento do embrido (Barbosa, 2011). De acordo com Mine et al. (2003), a
fracdo soltuvel da matriz proteica da casca possui atividade antimicrobiana contra

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Pseudomonas aureginosa.
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A lisozima é uma enzima presente no albimen que atua promovendo a hidrélise
das ligagBes glicosidicas PB1,4 entre residuos do acido N-acetilmurdmico e N-
acetilglucosamina, componentes do peptidoglicano presentes na parede celular de
bactérias Gram-positivo. Além disso, possui atividade contra bactérias mesofilicas e
termofilicas formadoras de esporos, como por exemplo Bacillus. A lisozima representa
3,5% da proteina total presente no albumen (Anton et al., 2006; Wellman-Labadie et
al., 2007). De acordo com Baker (1974), esse seria 0 principal motivo para o ovo nao se
deteriorar como os outros alimentos. Grandes concentracdes de lisozima também podem
ser encontradas na membrana interna da casca do ovo.

A ovotransferrina ou conalbumina é uma glicoproteina pertencente ao grupo das
transferrinas que corresponde a 10% da proteina total do albiumen e possui agédo
bacteriostatica. O mecanismo de acdo da conalbumina baseia-se na capacidade de
ligacdo reversivel ao ferro tornando-o indisponivel para o crescimento bacteriano. Cada
molécula de ovotransferrina se liga a dois ions ferro. Bactérias do género Pseudomonas
e Escherichia coli demonstraram ser mais sensiveis a acdo da conalbumina do que
Staplylococcus aureus, Proteus e Klebsiella. A conalbumina também demonstrou efeito
antifingico ndo s6 por indisponibilizar o ferro, mas também por um mecanismo
complexo de interacdo entre as proteinas e as células fungicas ainda ndo estabelecido
(Mine e Kovacs-Nolan, 2004, Wellman-Labadie et al., 2007).

A avidina é uma glicoproteina presente no aloimen (0,05%) com uma estrutura
tetramérica que se liga a biotina impossibilitando seu uso pelas bactérias. Cada molécula
de avidina se liga a quatro moléculas de biotina. Trata-se de uma ligacdo forte e
altamente especifica. A atividade antimicrobiana da avidina mostrou-se eficiente contra
bactérias Gram-positivo e Gram-negativo como: Staphylococcus aureus, Eschrichia
coli e Klebsiella pneumoniae (Mine e Kovacs-Nolan, 2004).

Alguns tipos de imunoglobulinas como IgA e IgM podem ser encontradas no
albumen, enquanto o IgY esta presente na gema. O albdmen também possui alguns
inibidores de proteases (ovomacroglobulina e cistatina) que tém papel importante na
defesa antimicrobiana (Mine e Kovacs-Nolan, 2004).

A fosvitina € uma proteina presente na gema que por possuir grande quantidade
de residuos de serina fosforilados se liga ao ferro tornando-o indisponivel para as

bactérias. Noventa e cinco por cento do ferro presente no ovo esta na gema e esta ligado
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a fosfovitina, no entanto, este mineral € de baixa biodisponibilidade (Mine e Kovacs-
Nolan, 2004; Wellman-Labadie et al., 2007).

2. Microbiologia da casca do ovo

No momento da postura, aproximadamente 90% dos ovos sdo livres de micro-
organismos. A contamina¢do do ovo pode ocorrer por trés possiveis rotas: a
transovariana (a gema é infectada enquanto ainda se encontra no ovario), a transovidutal
(a membrana vitelina e o albumen sdo contaminados enquanto passam pelo oviduto) e
a trans-casca (ocorre quando as bactérias presentes na superficie externa da casca do
0vo passam através dos poros e membranas da casca contaminando o contetdo interno)
(Board e Tranter, 1995).

Os ovos sdo mais vulneraveis a contaminacéo trans-casca imediatamente apds
a postura na presenca de liquidos e diferenca de temperatura. A alta temperatura do
corpo da galinha (x42°C) associada a menor temperatura do ambiente provoca uma
contra¢do dos componentes internos do 0vo e 0s Micro-organismos sao entdo “sugados”
para dentro devido a uma diferenca de pressdo. Assim, apOs a postura qualquer
superficie que entre em contato com o ovo pode ser uma fonte de contaminacéo (Berrang
et al., 1999). Apos atravessar a casca do ovo fértil e suas membranas ndo ha como
impedir a passagem de micro-organismos contaminantes para o albimen, a gema e o
embrido em desenvolvimento (Cox et al., 2000).

A maioria das bactérias penetra a casca do ovo através dos poros, principalmente
na regidao basal (onde esta situada a camara de ar) ou regido equatorial, onde é
encontrada a maior quantidade dos poros. (Baker, 1974; Board e Tranter, 1995).

Gentry e Quarles (1972) desenvolveram um método para determinar a
guantidade de bactérias presentes na superficie da casca do ovo utilizando lavagem dos
ovos em sacos de polietileno estéreis com solugdo salina tamponada fosfatada (PBS).
As amostras foram plaqueadas em agar triptose e incubadas a 37°C por 48 horas. Os
autores dividiram os ovos em trés grupos: limpos, com linhas fracas de sujeira
proveniente do ninho e com manchas de sujeira proveniente de material fecal. As
contagens bacterianas foram: 3,2 x 10%, 2,7 x 10* e 4,1 x 10° unidades formadoras de
col6nia - UFC/ovo para o primeiro, segundo e terceiro grupo de ovos respectivamente.
De acordo com Board e Tranter (1995), a quantidade de bactérias presente na casca do

ovo pode ser muito variavel, de centenas a milhdes.
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Com o objetivo de identificar a microbiota presente na superficie da casca do
ovo, Haines (1938) selecionou aleatoriamente 100 colénias de bactérias provenientes
das placas utilizadas para contagem (agar nutriente e agar malte) e realizou testes
morfologicos e bioquimicos para determinar 0s géneros desses micro-organismos. Esse
estudo fornece uma ideia da microbiota presente na casca do ovo que esta apresentada
na tabela 2.

Tabela 2. Composicao aproximada da microbiota obtida pela lavagem da casca do ovo

Género Percentual Género Percentual
encontrado (%) encontrado (%)

Achromobacter 19 Bacillus 24
Pseudomonas 6 Micrococcus 18
Alcaligenes 4 Staphylococcus 5
Flavobacterium 3 Coliformes 4
Proteus 1 Leveduras 4
Aerogenes 1 Actinomyces 3
Sarcina 2 N&o identificados 6

Fonte: Adaptado de Haines, 1938.

Board e Tranter (1995), em um estudo semelhante, isolaram 16 géneros de
bactérias provenientes da casca do ovo (Tabela 3). O resultado foi similar ao encontrado
por Haines (1938), demonstrando que ao longo do tempo ndo houve mudancas no perfil
bacterioldgico da casca.
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Tabela 3. Tipos de micro-organismos presentes na casca de ovos de galinhas
Género Frequéncia de ocorréncia?
Streptococcus +
Staphylococcus +
Micrococcus ++
Sarcina
Arthrobacter
Bacillus
Pseudomonas
Acinetobacter
Alcaligenes
Flavobacterium
Cytophaga
Escherichia
Aerobacter
Aeromonas
Proteus
Serratia

4 Presenca: +ocasionalmente, +na maioria dos ovos, mas em pouca quantidade, e ++

sempre presente e em grande quantidade. Adaptado de Board e Tranter (1995).

I+

+ H + + + + + + + + + +

De acordo com Board e Tranter (1995), as principais fontes de contaminacéo da
casca do ovo s&o a poeira, a cama e as excretas.

Mine et al. (2003) afirmaram que comparativamente com a quantidade de
bactérias Gram-positivo encontradas na casca do ovo, as bactérias Gram-negativo
representam uma pequena fracdo, fato este que contradiz Haines (1938) e Board e
Tranter (1995), ja que a proporcdo de bactérias Gram-positivo e Gram-negativo
encontradas na superficie da casca do ovo foi similar. Mine et al. (2003) justificaram
gue a menor quantidade de bactérias Gram-negativo presentes na casca do ovo se deve
a motilidade e tendéncia desse grupo de bactérias ndo se agrupar, o que permite a estes
micro-organismos alcancarem o interior do ovo com mais facilidade causando
deterioracdo. Contundo, as bactérias Gram-positivo sobrevivem mais na superficie da
casca do ovo por serem resistentes a dessecacdo e devido a espessura e composicao de
suas paredes celulares.

A deterioracdo dos ovos estd normalmente relacionada a contaminacéo por
bactérias Gram-negativo pertencentes a mais de um género. E raro o envolvimento de
bactérias Gram-positivo nesse processo. Os contaminantes do albimen e da gema mais

comuns sdo Pseudomonas, Proteus, Alcaligenes, Escherichia e Serratia. De forma
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geral, sdo bactérias pouco exigentes nutricionalmente que apresentam alguma
habilidade de crescer em baixas temperaturas. Fungos parecem ser menos importantes
que bactérias na deterioracdo dos ovos e estdo relacionados com condicdes de
armazenamento em que ha alta umidade. As hifas podem penetrar os poros da casca
colonizando a membrana da casca e causando a gelatinizacdo do albumen (Board e
Tranter, 1995). As alteragcOes encontradas na deterioracdo dos ovos e sua classificagao
de acordo com Board e Tranter (1995), estdo apresentadas na tabela 4. A figura 1 ilustra

como 0s ovos contaminados podem se apresentar:
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Tabela 4. Alteragdes ocorridas em ovos infectados com culturas bacterianas puras

Micro-organimo  Atributo metabolico Alteracédo Tipo de
1 2 3 4 5 6 deterioracéo

Proteus sp. + + - - - - Gema marrom escura de Negra tipo 2

aspecto granular;

albumen marrom escuro
Aeromonas + + + - - - Gema enegrecida e Negratipol
liquefaciens escura; albimen cinza

liquefeito
Enterobactersp.. (+) (+) + - - - Gema incrustada com Creme

material cremoso e

ocasionalmente

salpicada com pigmento

verde-oliva
Serratia (+) - + + - - Albdmen manchado de Vermelha
marcescens vermelho; gema envolta

em material cor creme
Pseudomonas + + - (+) - - Gemagelatinosaedecor Verde
maltophilia ambar com listras verde-

oliva; odor parecido com

améndoa
Pseudomonas + - + - + - Alblimen verde Rosa
fluorescens fluorescente a rosa; gema

envolta com material cor

creme
Pseudomonas - - - - + - Albdmen com pigmentos Verde
putida verdes fluorescentes fluorescente
Pseudomonas - - - - + - Alblmen com pigmentos Azul
aeruginosa azuis fluorescentes fluorescente
Flavobacterium - - - + - - Pigmentacdo amarela Amarelo
Cytophaga formada na membrana

no local de crescimento

microbiano
Outros - - - - - + Apesarde largas Sem cor

Enterobacter e
Alcaligenes sp.

populacdes se
desenvolverem néo
existem alteracoes
microscopicas ha gema
e albumen

2 1, protedlise; 2, producdo de HsS; 3, lecitinase; 4, pigmento soltvel; 5, pigmento
insoluvel; e 6, negativo em todos esses testes. Paréntesis indicam que apesar do
organismo possuir esse atributo, ndo existe evidéncia que isso contribua para a
deterioracdo de um ovo. Adaptado de Board e Tranter (1995).
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Figura 1. Amostras de ovos contaminados encontrados no momento do
embriodiagnostico
Fonte: Arquivo pessoal.

Além dos agentes citados, varios sorovares de Salmonella podem ser
encontrados na superficie da casca do ovo por serem micro-organismos comensais do
trato gastrointestinal das galinhas (Baker, 1974). De acordo com Cox et al. (2000),
bactérias do género Salmonella podem contaminar os ovos férteis por duas vias: vertical
(quando a galinha esta infectada) e horizontal (quando a bactéria penetra a casca do ovo
ap6s a postura). A contaminacdo das galinhas com Salmonella Enteritidis (10°) nio
afetou a producéo de ovos, e todas as amostras de excretas testadas foram negativas, no
entanto, em 10% das gemas de ovos amostradas foram encontradas bactérias do género
Salmonella. Quando se examina a contaminagdo dos ovos por Salmonella Enteritidis
em galinhas naturalmente infectadas a incidéncia € baixa (0,065% - duas amostras em
16.000 ovos) (Poppe et al., 1992).

De acordo com Wells et al. (2011), a presenca de bactérias patogénicas possui
impacto maior na contaminagéo interna do ovo e, consequentemente, na eclodibilidade.
Métodos moleculares tém sido utilizados para a identificacdo de bactérias presentes na
superficie da casca do ovo. De Reu et al. (2006a) realizaram o sequenciamento do gene
16S rRNA de colonias de bactérias provenientes da lavagem (10ml de diluente/ovo) dos
ovos considerados limpos e sujos de poedeiras comercias criadas em aviario
convencional. O meio de cultura utilizado para o cultivo das bactérias foi o agar

nutriente. O sequenciamento revelou que as principais espécies de bactérias encontradas
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na casca de ovos limpos e sujos foram Staphylococcus linens e Staphylococcus
equorum.

Olsen et al. (2017) determinaram o microbioma da casca do ovo de matrizes
pesadas (linhagem Ross 308) antes e apds a desinfeccao, utilizando extragdo do DNA,
amplificacdo e sequenciamento do gene que expressa a proteina 16S rRNA. As amostras
foram coletadas por meio de “swabs” de ovos limpos e sujos em quatro diferentes
tempos: antes da desinfeccédo, apds a desinfeccdo na fazenda com formaldeido (40mL)
a 40% e permanganato de potassio 20g/m® por 20 minutos, apds a desinfeccdo no
incubatério com o mesmo desinfetante na mesma concentracdo e tempo realizados na
fazenda e apds a desinfeccdo com uma solucdo de aménia quaternaria e glutaraldeido
(0,5%) no momento da transferéncia, que foi no 18° dia de incubacdo. Foram também
realizados cultivos em &gar sangue por 24 horas a 37°C para determinacdo da contagem
microbiana total. De acordo com o0s autores, a contagem microbiana é importante para
avaliar a eficacia da desinfecgdo, pois o método utilizado para a caracterizagdo do
microbioma da casca do ovo detecta 0 DNA de bactérias viaveis e ndo viaveis.

A contagem microbiana dos ovos sujos antes da desinfeccdo foi 1,6 x10°
UFC/ovo e nos ovos limpos 7,8x10* UFC/ovo. Inicialmente, a carga microbiana dos
ovos sujos foi maior do que aquela dos ovos limpos; porém apds a aplicacdo dos
processos de desinfecgdo ndo houve diferenca entre as cargas microbianas. A maioria
das bactérias encontrada nos ovos sujos e limpos antes da desinfec¢do pertenciam aos
filos Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria. No entanto, 0s 0vos sujos
apresentaram uma microbiota menos diversa com presenca de mais bactérias
patogénicas quando comparada com a microbiota dos ovos limpos. Em ambos os tipos
de ovos foram observadas redugdes de bactérias da familia Clostridiale e aumento de
bactérias da familia Lactobacilliae apds os procedimentos de desinfeccdo, mas a maioria
das bactérias ainda pertencia ao filo Firmicutes. De acordo com 0s autores, houve
grande variagcdo no microbioma da casca de ovos pertencentes a0 mesmo grupo de
amostras (ovos limpos e ovos sujos no mesmo momento da amostragem), o que pode
sugerir que 0s ovos se contaminam inicialmente na cloaca e isso varia de galinha para
galinha (Olsen et al., 2017).
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3. Desinfecgdo de ovos ferteis

A desinfeccdo eficiente dos ovos férteis e adequadas condigdes higiénicas no
incubatdrio auxiliam no fornecimento de produtos avicolas de maior qualidade
(Musgrove et al., 2014). Varias bactérias, incluindo as espécies de Salmonella
patogénicas para 0 homem, possuem a capacidade de penetrar a casca de um ovo fértil
e suas membranas. Como consequéncia, pode haver reducdo da eclodibilidade e
contaminacdo dos pintinhos, ndo s6 daquele pintinho proveniente do ovo contaminado,
mas dos outros que estdo dividindo o mesmo nascedouro (Berrang et al., 1999). Por
iss0, a utilizacdo de ovos férteis de alta qualidade é fundamental para que o incubatorio
obtenha altos niveis de eclosdo e pintos de qualidade (Cony et al., 2008). De acordo
com Tona et al. (2005), ovos férteis de qualidade sdo ovos limpos, sem deformacdes ou
trincas e provenientes de aves saudaveis.

ApOs a postura ocorre um processo de resfriamento dos ovos gerando uma
diferenga de pressdo entre 0 meio externo e interno do ovo e essa diferenga de pressao
provoca um fluxo natural de ar da superficie da casca do ovo para o interior. Este
fendmeno pode carrear bactérias e fungos através dos poros da casca e é por isso que 0
melhor momento de realizar a desinfeccdo dos ovos é logo apds a postura (Cony et al.,
2008), de preferéncia, nas primeiras duas horas apds a postura.

A principal fonte de contaminacdo dentro do incubatério sdo 0s ovos sujos
provenientes de granjas com precaria condicdo sanitaria. A temperatura (37,5-37,8°C)
e a umidade (55-60%) usadas para a incubacdo dos ovos sdo fatores que favorecem a
proliferacdo desses micro-organismos, o que reforca a importancia da desinfeccdo dos
0Vv0s nas granjas (Samberg e Meroz, 1995).

Rehkopf et al. (2017) inocularam ovos com Salmonella Typhimurium e
armazenaram esses ovos a 18°C por até sete dias. Em metade dos ovos nao foi realizado
processo de desinfecgcdo e a outra metade os ovos foi desinfetada com perdxido de
hidrogénio (3,2%) e UV-C (10 mW/cm? por aproximadamente 40 segundos) e a
contagem microbioldgica foi avaliada. As amostras foram coletadas por meio da
lavagem da superficie da casca do ovo nos dias zero, um, dois, trés, cinco e sete de
armazenamento. A contagem de Salmonella foi maior até o terceiro dia de
armazenamento no grupo de ovos que ndo foi desinfetado. A partir do quinto dia ndo foi
encontrada diferencga entre os tratamentos. De acordo com o0s autores, estes resultados

demonstram a importancia de realizar a desinfec¢do dos ovos logo apos a postura. Além
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disso, os autores destacam a importancia de avaliar a contaminagdo do ovo por
Salmonella ndo s6 na superficie da casca do ovo, mas também nas membranas, no
albumen e na gema, pois a contagem microbioldgica do grupo néo tratado diminuiu ao
longo do tempo, o que pode ter ocorrido devido a passagem da bactéria para o interior
do ovo.

Apos a postura, qualquer superficie que entre em contato com a casca do ovo
como o ninho, os pentes, as maos dos funcionarios, pode servir de veiculo de
transmissdo de micro-organismos, o que determina a heterogeneidade da microbiota
(Staldeman e Cotterill,1995).

Algumas estratégias podem ser utilizadas pela granja para reduzir a
contaminacdo microbiana na superficie da casca do ovo, como: o0 nimero de coletas dos
ovos, o material utilizado no ninho e sua substituicdo quando necessario, a qualidade da
cama, 0 manejo das aves quando iniciam a postura e a desinfec¢do dos ovos logo apos
a coleta. Além disso, apds a desinfeccdo é importante controlar a temperatura e a
umidade durante o transporte dos ovos ao incubatdrio e na sala de armazenamento de
ovos para evitar a condensacdo da superficie da casca do ovo e, com isso, a re-
contaminacdo. Mesmo com um bom protocolo de desinfecgdo e um adequado manejo
dos ovos na granja ainda havera ovos contaminados.

De acordo com Berrang et al. (1997), ap6s a desinfeccdo, os ovos devem ser
tratados cuidadosamente a fim de evitar a contaminacdo cruzada, que pode ocorrer
durante o transporte até o incubatério ou dentro da incubadora. Os autores observaram
que a contagem microbiana da casca do ovo ndo alterou ao longo da idade da galinha
(29 a 59 semanas) e esse resultado foi justificado pelo método de coleta utilizado na
fazenda (automatica) e a boa qualidade da casca dos ovos.

Berrang et al. (1997) compararam as contagens de bactérias aerdbicas totais e
Enterobacteriaceae entre ovos limpos e ovos sujos (sujos de cama e/ou fezes) apos
processo de lavagem e desinfeccdo em maquina comercial (cloro e amdnia quaternaria)
e ndo encontraram diferencas significativas. Contudo, os ovos sujos passaram pela
maquina trés vezes (na primeira vez foram lavados somente com cloro) e os autores nao
avaliaram a cuticula da casca desses ovos e nem o rendimento de incubacdo, pois a
lavagem dos ovos retiraria essa camada da casca.

O objetivo da desinfecgdo de ovos férteis € basicamente reduzir a contagem

microbiana da superficie da casca e, assim, diminuir os efeitos adversos da
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contaminacgdo, provocando danos minimos ao desenvolvimento do embrido (Cardici,
2009). A escolha de um desinfetante para ser usado em um programa de desinfeccéo
deve levar em consideracdo ndo somente a capacidade do produto em eliminar micro-
organismos, mas também o custo, a praticidade e a seguranca do trabalhador (Berrang
et al., 2000; Cony et al., 2008).

Os desinfetantes podem atuar em trés regides da célula bacteriana: a parede
celular, a membrana citoplasmaética e o citoplasma. A absorcdo e progressdo do
desinfetante nos alvos da célula bacteriana sdo influenciadas por fatores como:
concentragcdo, formulacdo, pH e temperatura. Portanto, fatores externos podem
influenciar o grau da injdria celular bacteriana sem necessariamente haver alteragao do
mecanismo de acdo (Denyer e Stewart, 1998).

De acordo com Cony et al. (2008), os métodos de desinfeccdo de ovos
comumente utilizados na industria sdo: a fumigacdo (formaldeido associado ao
permanganato de potassio ou paraformaldeido), a pulverizacdo e a imersdo. Em ovos
destinados para o consumo, compostos a base de cloro e de amonia quaternaria sdo mais
utilizados para desinfeccdo (Al-Ajeeli et al., 2016). No entanto, em grande parte da
avicultura industrial no Brasil, para a desinfeccdo de ovos férteis logo apds a postura
sdo utilizados compostos pertencentes a classe dos aldeidos, sendo o mais utilizado o
formaldeido. O formaldeido é um agente irritante para olhos, nariz e garganta com
propriedades carcinogénicas (Samberg e Meroz, 1995). Efeitos adversos a salde do
trabalhador associado ao uso de formaldeido (tanto como agente fumigante ou
pulverizante) tém levado a busca por novos desinfetantes (Berrang et al., 2000).
Portanto, os seguintes topicos dessa revisdo de literatura abordam as caracteristicas e 0s
efeitos do principal desinfetante utilizado em ovos férteis assim como as caracteristicas

e os efeitos de alguns produtos com potencial para substitui-lo.

3.1. Formaldeido (CH20)

O formaldeido é um excelente agente antimicrobiano. Porém, é tdxico e, por
isso, pode prejudicar seriamente o desenvolvimento do embrido se aplicado de forma
incorreta. De acordo com Gholami-Ahangaran et al. (2016), o formaldeido até o
momento € o principal e mais efetivo desinfetante para reducdo da contaminagdo da
casca de ovos férteis. A atividade bactericida e fungicida do formaldeido se deve a sua
habilidade de se ligar aos grupamentos amida e amino das proteinas dos micro-
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organismos e aos atomos de nitrogénio das bases purinas e pirimidinas do DNA e do
RNA (Cardici, 2009). Além disso, € um desinfetante barato, acessivel que quando
utilizado de forma inapropriada pode causar morte embrionaria. No entanto, a utilizacao
de formaldeido tem sido associada aos seus efeitos citotoxicos que causam reacoes
inflamatorias, necrose e mutacdes nas células do sistema respiratério das pessoas
responsaveis pela manipulacdo do produto (Gholami-Ahangaran et al., 2016).

A acdo do formaldeido é influenciada por fatores como concentracao, tempo de
exposicdo, temperatura, umidade e quantidade de matéria organica na casca do ovo. A
concentracdo efetiva de formaldeido depende da temperatura da cAmara de fumigacéo.
Temperaturas maiores (37,5°C) necessitam de uma concentracdo menor de formaldeido
por m3. A temperatura que usualmente é utilizada para fumigacio é 25°C. Se o
formaldeido € utilizado na forma de gas, a umidade relativa do ar influencia sua acgéo,
pois as particulas de gas sdo carreadas pelas gotas de agua. A umidade relativa do ar
deve ser mantida em 75% ou mais para uma desinfeccdo eficiente (Cardici, 2009;
Branco, 2017).

Na industria avicola brasileira, as principais formas de utilizacdo do formaldeido
para desinfeccdo de ovos férteis sdo o formaldeido liquido a 37% e sua forma
polimerizada, o paraformaldeido (Branco, 2017). Ele € um gés ou um liquido incolor,
de odor intenso e caracteristico. De acordo com Samberg e Meroz (1995), a
concentracdo de formaldeido para desinfeccdo de ovos férteis recomendada é de 10,5-
13g/m?.

Whistler e Sheldon (1989) avaliaram o efeito da desinfeccéo de ovos férteis com
ozonio e formaldeido sobre a contagem de bactérias aerébicas totais, a condutancia da
casca e a eclodibilidade sobre o nimero de ovos férteis. O diferencial desse trabalho
deve-se ao fato de os pesquisadores terem avaliado um parametro de qualidade da casca
do ovo e de rendimento de incubagdo concomitante com a avaliagdo microbiologica. A
concentracdo de ozonio média utilizada foi de 3,0% (peso/peso) e a fumigacdo com
formaldeido foi realizada na seguinte proporcdo: 119,8 ml de formaldeido misturado
com 59,99 de permanganato de potassio (trés vezes) em uma camara com 2,83m3. A
desinfeccdo com o0zonio e formaldeido reduziram (p<0,05) a contagem de bactérias
aerobicas totais em 2,5 logs e 3 logs, respectivamente. A condutancia da casca nao foi

alterada (p>0,05) pelos tratamentos. No entanto, os ovos desinfetados com 0z6nio
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apresentaram menor eclodibilidade (p<0,05) quando comparado com os ovos dos
tratamentos controle e formaldeido.

Cony et al. (2008) realizam a desinfeccdo dos ovos férteis por imersdo, cujos
principios ativos utilizados foram os seguintes: amonia, amo6nia e glutaraldeido,
clorexidina, amonia e ureia, fenol e formaldeido (sublimacédo). Logo apds a desinfec¢do
foi feita a avaliagdo microbioldgica da casca do ovo. Ndo foram encontradas diferencas
estatisticas entre os desinfetantes para a contagem de mesofilos totais, leveduras,
Pseudomanas sp. e Aspergillus sp. A porcentagem de ovos contaminados e a
eclodibilidade ndo diferiu (p>0,05) entre os tratamentos. No embriodiagnoéstico, a
mortalidade embrionéria entre quatro a sete dias foi maior (p<0,05) no tratamento com
formaldeido e menor no tratamento com amonia, sendo que os demais desinfetantes

foram estatisticamente semelhantes aos tratamentos com amonia e com formaldeido.

3.2.UV-C

A radiacdo ultravioleta é composta por comprimentos de onda eletromagnéticas
que variam de 100 a 400nm, sendo sdo elas: UV entre 100 a 200nm, UV-C entre 201 a
280 nm; UV-B entre 281 a 315 nm e UV-A entre 316 a 400nm. A atuacdo germicida
ocorre em maior intensidade entre os comprimentos de onda 245 a 285nm. Essa ac¢ao
germicida se deve a ruptura das moléculas de DNA dos micro-organismos (Branco,
2017).

A exposicdo dos ovos a luz UV-C por 30 e 60 segundos foi capaz de reduzir
significativamente a contagem de bactérias aerébias totais quando comparada com as
contagens dos ovos ndo submetidos a exposi¢do. Durante a exposicao, os ovos foram
rotacionados (nove vezes por minuto) e a intensidade da lampada UV-C era de
7,35mW/cm?. A exposicdo por 60 segundos reduziu de 2 a 3 log UFC/ovo enquanto a
exposicdo por 30 segundos reduziu de 0,8 a 2 log UFC/ovo (Chavez et al., 2002).

Chavez et al. (2002) realizaram um segundo experimento no qual foram testados
diferentes tempos de exposi¢do dos a luz UV-C (0, 12, 36 e 48 segundos) e diferentes
intensidades (6,55 mW/cm? e 7,35mW/cm?. Os resultados mostraram que a exposicio
dos ovos a uma luz UV-C de alta intensidade e com tempos de 36 ou 48 segundos é
suficiente para reduzir a contagem de bactérias aerdbias totais.

De acordo com De Reu et al. (2006Db), a desinfeccéo dos ovos com radiacdo UV-
C (10mW/cm?) por aproximadamente cinco segundos reduziu a contagem de bactérias
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aerobias totais na casca dos ovos limpos, 0 que ndo ocorreu com 0s 0vos sujos. Os
autores acreditam que a matéria organica presente na casca dos ovos sujos atuou como
uma barreira contra a penetracdo dos raios UV-C, o que prejudicou seu efeito germicida.
Os pesquisadores, no mesmo estudo, encontraram reducdo significativa na contagem de
bactérias aerobicas totais provenientes da casca de ovos inoculados com Escherichia
coli (5,5x10* UFC/ovo) e Staphylococcus aureus (4,3x10* UFC/ovo), quando estes
foram submetidos ao processo de desinfeccdo com UV-C por cinco e 19 segundos.
Algumas amostras foram inoculadas internamente (albimen) com os mesmos micro-
organismos descritos e desinfetados. A radiacdo UV-C néo foi capaz de penetrar a casca
do ovo e reduzir a contagem microbiol6gica no albdmen.

A associacdo de peroxido de hidrogénio com a radiacdo de luz UV-C para a
desinfeccdo de ovos tem sido avaliada recentemente (Gottselig et al., 2016; Rehkopf et
al. 2017). Como ambos agentes possuem mecanismo de acdo semelhante baseado na
geracdo de espécies altamente reativas ao oxigénio, quando usados em combinacéo
atuam de modo sinérgico. A luz UV-C provoca fotolise das moléculas de perdxido de
hidrogénio, o que resulta na liberacdo de radicais hidroxila. Os pesquisadores tém
denominado esse método como processo oxidativo avancado (Rehkopf et al., 2017).

Gottselig et al. (2016) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar o efeito
do uso de diferentes intensidades da luz UV-C (1,3; 8 e 14 mW/cm?), diferentes tempos
de desinfeccdo (15, 30, 45 e 60 segundos), diferentes materiais da bandeja na qual os
ovos foram colocados para desinfeccdo com UV-C (plastico ou de metal) e a
necessidade de rotacdo ou ndo dos ovos durante a exposicdo a luz UV-C sobre a
contagem de micro-organismos aerébios totais. A desinfecgdo com UV-C era realizada
em associacgdo a outro método de desinfeccdo: pulverizacéo de uma solucéo de peroxido
de hidrogénio a 3% (0,75ml por ovo) que poderia ser realizada em um, dois ou quatro
ciclos. Com tantas varidveis, os autores realizaram uma série de experimentos para
conseguir responder a todos os questionamentos. De acordo com 0s autores, existe
interacdo entre o material da bandeja e a intensidade da luz UV-C. Se for utilizada uma
luz de baixa intensidade (1,3 mW/cm?) o melhor material é a bandeja de metal. Contudo,
em outras intensidades de luz UV-C o material da bandeja ndo interferiu na contagem
de micro-organismos aerobios totais. O numero de ciclos que apresentou menor
contagem de micro-organismos foi dois e quatro ciclos sem diferenca entre eles. Os
diferentes tempos de exposi¢do & UV-C e a rota¢do ou ndo dos ovos dentro da camara
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UV ndo interferiu na contagem de micro-organismos aerobios totais, no entanto, foram
diferentes do grupo controle (sem desinfeccéo).

De acordo com Rehkopf et al. (2017), a desinfeccdo de ovos ferteis com H20-
(3,2%) em associacio com a luz UV-C (10mW/cm? por 40 segundos) reduziu a
contagem de Salmonella na superficie da casca do ovo em até 7 logio UFC/ovo. Antes
da realizacdo da desinfeccdo, os ovos foram inoculados com Salmonella Typhimurium.
A contagem foi realizada no dia da incubac&o (0), no quarto e no décimo primeiro dia
apos a incubacdo. A contagem de Salmonella na casca dos ovos que ndo foram
desinfetados diminuiu ao longo do tempo e ndo foi encontrada diferenca entre os ovos
tratados e ndo tratados no 11° dia de incubagdo. No dia do nascimento e ap6s 14 dias,
apenas 5 % e 10%, respectivamente das aves provenientes dos ovos nao desinfetados
apresentaram Salmonella no trato gastrointestinal.

A radiacdo UV destaca-se por ser um dos poucos meios de desinfeccdo que ndo
gera residuo ao meio ambiente e parece ser eficaz em reduzir a contagem microbiana de

produtos quando aplicada corretamente.

3.3. Ozbnio (0O3)

O ozonio é formado naturalmente na estratosfera em pequenas quantidades pela
acao da radiacdo UV solar sobre o oxigénio (Kim et al.,1999). De acordo com Braun et
al. (2011), o oz6nio (O3) é reconhecido como um agente antimicrobiano (atuando contra
bactérias Gram-positivo e Gram-negativo, bactérias formadoras de esporos além de
fungos e virus) e seu potencial de aplicagdo tem sido avaliado pela indUstria alimenticia,
para desinfeccdo de ovos férteis, de incubadoras e de carcacas de frangos. Em 2001, o
Food and Drug Administration (FDA) aprovou o 0z6nio como agente antimicrobiano
para ser utilizado em alimentos. No entanto, sua aplicacdo pratica tem se restringido a
desinfeccé@o de 4gua de piscina, agua potavel e aguas residuais.

O oz06nio é uma substancia que possui baixa toxicidade e é de facil manipulagéo.
Ele é rapidamente decomposto em oxigénio e em outras substancias biodegradaveis e
por isso ndo gera residuo para o meio ambiente. Na forma gasosa, ele possui uma meia
vida de aproximadamente 20 minutos. A atividade antimicrobiana do o0z6nio é
proporcional a umidade relativa do ar: quanto maior a umidade relativa do ar maior a

atividade antimicrobiana do ozdnio. A necessidade de uma alta umidade relativa do ar
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para um bom processo de desinfeccdo pode estar associado a formacdo de radicais
hidroxilas e peroxidos (Moat et al.,2009; Braun et al., 2011).

O o0zbnio € um agente oxidante com potencial de oxidacdo maior do que do cloro.
O modo de acdo do ozdnio como desinfetante depende do meio em que 0 micro-
organismo esté presente e baseia-se na liberacdo de radicais livres que atuam sobre as
ligacBes duplas das lipoproteinas e a camada de lipopolissacarideos das bactérias Gram-
negativo. Como consequéncia, ha uma alteracdo da permeabilidade celular o que
eventualmente pode provocar o rompimento da célula. A viabilidade de Escherichia coli
ndo foi afetada quando exposta ao o0zénio (600ppm) por 1 a 5 minutos, mas houve
alteracdo da permeabilidade celular. Quando a exposicdo foi prolongada (até 30
minutos) a viabilidade celular diminuiu com degradacdo progressiva das proteinas
intercelulares (Kim et al., 1999).

A desinfec¢do da superficie de uma incubadora com o0z6nio (1,41 a 1,68%) e
90% de umidade relativa do ar por 37 minutos foi avaliada com relagdo a contagem
microbioldgica. Bactérias de quatro diferentes espécies (Escherichia coli, Salmonella
enterica sorovar Typhimurium, Pseudomonas fluorescens e Proteus sp.) foram
plagueadas em meio de cultura PCA (plate count agar). Estas mesmas placas foram
distribuidas abertas em todas regides da incubadora (porta, chao, paredes laterais e teto).
Ap0s o processo de desinfeccdo, as placas foram incubadas por 48 horas a 37°C para
posterior contagem das col6nias. A desinfeccdo com ozdnio reduziu a contagem de
todas as espécies de bactérias avaliadas comparadas com o tratamento controle — sem
desinfecc@o (Whistler e Sheldon, 1989).

No trabalho de Braun et al. (2011), o 0z6nio na forma de gés foi capaz de reduzir
a contagem de Salmonella Enteritidis (SE) na casca do ovo. Os autores avaliaram 0
efeito da desinfec¢do de ovos férteis com ozénio em diferentes tempos de exposi¢do
(60, 90, 120 e 180 minutos), diferentes concentracdes (0,5%, 1%, 3% e 5% - peso/peso)
e duas diferentes umidades relativas do ar (30 e 70%). A umidade relativa do ar de 70%
promoveu reducdo de SE na casca. A concentracdo de 1% de oz6nio por 120 minutos
com 70% de umidade relativa do ar eliminou a contaminacdo na casca do ovo por SE
(102 — 10* UFC/ovo). O maior tempo de exposi¢do (180 minutos) no resultou em maior
taxa de reducdo. Entretanto, um alto tempo de exposic¢ao (180 minutos) associado a uma
alta concentragdo (3%) resultou na eliminacdo de SE na casca do ovo, mas foram
encontrados danos no DNA do embriéo.
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3.4. Perdxido de Hidrogénio (H20z2)

De acordo com Mattos et al. (2003), o H202 é um dos oxidantes mais versateis
que existe. Ele é um liquido incolor, de odor caracteristico e termodinamicamente
instavel (a taxa de decomposicdo aumenta 2,5 vezes para cada 10°C de incremento na
temperatura) decompondo-se em &gua e oxigénio. O potencial redox, ou seja, a
espontaneidade ou tendéncia de uma espécie quimica adquirir elétrons e desse modo ser
reduzida, do H20. ¢ 1,76V (potencial redox do &cido peracético é 1,81V e do ozonio é
2,01V), o que o caracteriza como um oxidante relativamente poderoso (Finnegan et al.,
2010).

O mecanismo de acdo dos agentes biocidas depende de sua natureza quimica.
De uma forma geral, os agentes oxidantes possuem baixo peso molecular e sdo capazes
de penetrar a membrana e a parede celular dos micro-organismos permitindo-o interagir
com os componentes intracelulares (Mattos et al., 2003). A reagdo do ion superoxido
com o H>O> forma o radical hidroxila, que é altamente reativo. Sendo assim, o radical
hidroxila pode atacar a membrana lipidica, 0 DNA e outros componentes celulares dos
micro-organismos alterando a sintese proteica, permeabilidade e multiplicacdo celular,
0 que causa morte celular (Sander e Wilson, 1999).

Bailey et al. (2001) avaliaram a eficacia de uma solucdo de H20> (1,4%) quando
exposta a dois diferentes contaminantes organicos (suspenséo de fezes ou suspenséo de
gema e de albumen) na eliminacédo de Salmonella Typhimurium (inoculada na amostra
composta da solugdo de H.O> e contaminante). De acordo com o0s autores, a importancia
de avaliar a acdo do desinfetante frente a estes contaminantes seria simular o que
aconteceria a campo e, assim, determinar se o desinfetante teria acdo na presenca de
materia organica. A presenca das fezes reduziu a capacidade da solucdo de H.O>
eliminar Salmonella Typhimurium. No entanto, o0 mesmo néo foi observado quando os
materiais contaminantes eram a gema e o albumen. O armazenamento da solu¢do em
temperatura ambiente por 24 ou 48 horas ndo reduziu sua eficAcia em eliminar
Salmonella Typhimurium.

A desinfeccdo de ovos férteis inoculados com Salmonella Typhimurium
(4,1x10* UFC/ovo) com uma solucdo de H.O; 1,4% foi eficiente em reduzir a
contaminacdo da superficie da casca do ovo. Dos 80 ovos amostrados e analisados,
apenas um apresentou crescimento de micro-organismos em agar verde brilhante com
sulfadiazina incubado a 37°C por 24 horas (Buhr et al., 2013).
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Um estudo foi realizado por Keita et al. (2016) com o objetivo de pesquisar
desinfetantes alternativos ao formaldeido. Foram testados diferentes produtos: HOa,
dicloroisocianurato de sodio (DS) e adgua eletrolisada oxidante (AEO). Além de avaliar
o efeito desses desinfetantes sobre a carga microbiana na casca (micro-organismos
aerobicos totais), eclodibilidade e desempenho zootécnico dos frangos, os autores
avaliaram o efeito residual dos produtos no ambiente. O intuito de investigar o efeito
residual se deve a preocupacdo com a saude do trabalhador. Nenhum dos métodos de
desinfeccdo foi aplicado diretamente sobre os ovos, como a pulveriza¢do ou a imerséo,
e sim realizada desinfeccdo do ambiente (denominada desinfecgdo aérea pelos autores)
que diferiu de acordo com o produto utilizado. Os métodos de desinfec¢édo utilizados
foram: para o H202 a 6%, o formaldeido (23%) e a AEO (300-400 ppm de cloro) a
nebulizacdo; para o H20O2 30% a vaporizacdo (aparelho gerador de H20, na forma de
gas) e para o DS (1500 ppm) a termonebulizacdo. O Unico tratamento que apresentou
nivel de desinfetante no ambiente acima do permitido pelo Ministério do Trabalho
Francés foi 0 H202a 6%. O mesmo ndo ocorreu com o H2O2 a 30%, provavelmente pela
diferenca no método de aplicacdo. O formaldeido, o H.O2 a 30% e o DS reduziram a
contagem de micro-organismos totais da superficie da casca do ovo. A ecloséo total,
eclosdo sobre o nimero de ovos férteis e a porcentagem de pintos vendaveis foi maior
nos ovos desinfetados com H20. a 30%. O peso corporal dos frangos aos 11, 21 e 28

dias e a conversdo alimentar ndo diferiram entre os tratamentos.

3.5. Acido peracético (APA)

O acido peracético ou &cido peroxiacético (APA) é um forte agente oxidante e
desinfetante. Seu potencial de oxidacao é maior do que o potencial de oxidagao do cloro
e do dioxido de cloro. O APA esta comercialmente disponivel na forma de uma mistura
equilibrada contendo acido acetico, peroxido de hidrogénio, acido peracético e agua de
acordo com a equacdo: CH3CO2H + H202, - CH3COsH + H20, em que CH3CO-H
representa acido acético; H.O; perdxido de hidrogénio e CH3sCOsH: acido peracético.

De acordo com Kitis (2004), o APA ¢é um agente antimicrobiano mais efetivo
que o H203, pois é altamente eficiente em baixas concentracdes e atua contra um amplo
espectro de micro-organismos. O APA combina as caracteristicas do oxigénio ativo
proveniente do perdxido dentro de uma molécula de acido acético pertencendo a classe
dos peréxidos.
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Ele é um liquido incolor, soluvel em &gua, com odor forte, sem capacidade de formar
espuma e com pH menor que 2.

O APA ¢ consideravel menos estavel que H202. Uma solugéo de APA 40% perde
de 1 a 2% de seus ingredientes ativos por més enquanto uma solugdo de H20, (30 a
90%) perde menos de 1% por ano. No geral, as solu¢des comerciais de APA disponiveis
possuem uma concentracgao de 10-15%. A eficiéncia de desinfecgdo com APA pode ser
ordenada da seguinte forma: bactericida > viricida > esporocida. O modo de acdo do
APA como agente antimicrobiano baseia-se na formacao de espécies ativas de oxigénio.
Basicamente, ele pode provocar uma alteracdo da funcdo da membrana citoplasmatica
lipoproteica ou a ruptura da parede celular bacteriana. Por essa atuagdo nas membranas
lipoproteicas 0 APA pode ter maior acdo em contra bactérias Gram-negativo (Kitis,
2004).

O APA tem sido estudado para desinfeccdo de aguas residuais assim como o
ozonio e a radiacdo UV, desinfeccdo de instrumentos odontoldgicos e na industria
alimenticia e de bebidas. Para uma desinfeccéo eficiente com APA a dosagem é o fator
mais importante do que o tempo de exposicdo. A presenca de matéria organica pouco
interfere em seu modo de acdo e quando degradado ndo gera residuo toxico para o
ambiente (Kittis, 2004; Luukkonen et al., 2014). O APA foi aprovado para ser utilizado
na desinfecgdo de frutas e vegetais sem a necessidade de enxague e para a lavagem de
ovos (FDA, 2018).

Scur et al. (2014) realizaram um teste de eficacia de varios desinfetantes (APA,
hipoclorito de sddio, am6nia quaternaria, acidos organicos, iodo e glutaraldeido) sobre
uma suspensdo de Salmonella Enteritidis e Pseudomonas aeruginosa. O tempo de
contato da suspensdo com o desinfetante foi de 20 minutos e parte das amostras foram
desafiadas com a presenca de matéria orgénica. As concentragdes utilizadas foram: a
recomendada pelo fabricante, a metade e o dobro. Na presenca de matéria organica, o
uso APA e acidos organicos resultaram nas menores contagens bacterianas e, por isso,
apresentaram maior eficacia no controle de Salmonella Enteritidis e Pseudomonas
aeruginosa. Na auséncia de matéria organica, o APA reduziu 100% as contagens para
ambas as suspensoes de bactérias testadas.

Al-Ajeeli et al. (2016) avaliaram o efeito do uso de desinfetantes em ovos de
consumo na contagem de bactérias aerdbias totais e de Salmonella Enteritidis na

superficie da casca do ovo. Os desinfetantes utilizados foram: cloro (100 ppm), amonia
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quaternéria (200 ppm), acido peracético (135 ppm) e 4gua oxigenada (3,5%) associada
a luz ultravioleta (UV-C/8 a 12 mV/cm?). Os ovos passaram por uma cimara onde 0s
desinfetantes foram aspergidos sobre 0s ovos por cinco segundos. O equipamento possuli
duas cdmaras para aspersao e em todos os tratamentos os ovos foram aspergidos duas
vezes. Foram coletadas amostras no dia da desinfeccao, apos sete e 14 dias. Os ovos
ficaram armazenados a 4°C. A desinfec¢do dos ovos com &gua oxigenada + UV-C
apresentou a maior reducdo na contagem de micro-organismos aerdbios totais na
superficie casca do ovo comparada aos outros tratamentos em todos 0s tempos
amostrados. A utilizagdo do APA + UV-C ndo apresentou vantagem comparada a
utilizacdo do APA sozinho. Para os ovos que foram inoculados com Salmonella
Enteritidis todos os métodos de desinfeccdo reduziram a contagem de Salmonella
Enteritidis abaixo de nivel de deteccdo imediatamente apos o tratamento.

Ovos comerciais inoculados com Escherichia coli (4,64 log UFC/ml) foram
avaliados quanto ao procedimento de desinfeccdo com cloro (200mg/kg) e APA
(100mg/kg) por imersdo durante 2,5 minutos. Apos a imersdo na solucao desinfetante,
os ovos foram transferidos para uma solucéo estéril de agua peptonada 0,1% (100ml) e
dessa solucéo foi retirado 1ml para o pré-enriquecimento. Em seguida, a amostra foi
plagueada em &gar eosina azul de metileno e incubada a 37°C por 24 horas. Ambos 0s
desinfetantes eliminaram em 100% Escherichia coli inoculada por imerséo nos ovos.
No entanto, de acordo com os autores, 0 APA demonstrou ser mais eficiente que o cloro,
pois foi utilizada metade da dose para desinfeccdo quando comparado com o cloro
(Vinayananda et al., 2017).

Climaco et al. (2018) submeteram ovos férteis de matrizes pesadas com 42
semanas a diferentes procedimentos de desinfeccdo e avaliaram seus efeitos na
contagem microbiana e qualidade da casca do ovo. Os tratamentos consistiam de cinco
procedimentos de desinfeccdo: fumigacdo com paraformaldeido (13,33 g/m?),
fumigacdo com ozénio (5-10 ppm), irradiagdo com luz UV-C (6,36 mW/cm?),
pulverizagdo com perdxido de hidrogénio (1,56%) e pulverizacdo com &cido peracético
(0,13%), além de dois tratamentos controles: Umido e seco. A desinfeccdo com
paraformaldeido e UV-C reduziu significativamente a contagem de micro-organismos
aerobicos totais da superficie da casca do ovo e nenhum dos tratamentos influenciou a

espessura e resisténcia da casca.
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4. Aplicacao da espectrometria de massa por ionizacgao e dessorgéo a laser assistida
por matriz (MALDI-TOF MS) na identificagdo de micro-organismos

Os meétodos tradicionais para identificacdo de micro-organismos baseiam-se
inicialmente na coloracao pelo Gram seguido dos testes catalase e oxidase. Logo apds,
testes bioquimicos e soroldgicos (fenotipicos) sdo aplicados para completar a
identificacdo. Em funcdo desses testes, € necessario o cultivo e isolamento das bactérias
em meios seletivos, 0 que torna o processo longo até a obtencgéo do resultado final, sendo
que, em certas ocasifes ndo é possivel determinar a espécie da bactéria presente na
amostra (Carbonelle et al., 2011).

A partir disso, surge a necessidade do desenvolvimento de técnicas capazes de
identificar micro-organismos de forma répida e precisa. A utilizacdo de métodos
moleculares para a identificacdo de micro-organismos nas duas Ultimas décadas cresceu
muito. Esses métodos permitem uma identificacdo rapida e precisa, sendo alguns
exemplos: a Polymerase chain reaction (PCR) (Carbonelle et al., 2011) e
sequenciamento de genes como 16S e 23S rRNA. No entanto, as técnicas moleculares
exigem méo-de-obra qualificada e possuem custo maior.

Microbiologistas tém despertado interesse pela analise protedmica por permitir
uma identificacdo rapida, barata e confiavel de bactérias na rotina laboratorial. Com a
revolucdo da espectrometria de massa ao longo dos anos, o sequenciamento dos
produtos proteicos (obtidos diretamente das coldnias), expressos a partir do genoma das
bactérias, ganhou destaque na microbiologia para potencial uso em: estudos
epidemioldgicos, identificagdo de micro-organismos que habitam um determinado
ecossistema, deteccdo de patdgenos de origem alimentar e hidrica, dentre outros (Fox,
2006; Benagli et al., 2011; Singhal et al., 2015).

4.1 Principio da técnica

A espectrometria de massas é uma técnica analitica na qual os compostos sdo
ionizados transformando-se em moléculas carregadas em que a propor¢ao massa e carga
é medida. A ionizagdo e a dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI) foi
desenvolvida na década de 1980, o que aumentou a aplicacdo da espectrometria de

massas em grandes moléculas, como as proteinas (Shinghal et al., 2015). No entanto, de
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acordo com Carbonelle et al. (2011), o primeiro relato de identificagdo bacteriana
baseada na técnica MALDI-TOF foi em 1996.

Para a analise por MALDI, a amostra precisa ser misturada ou revestida por um
composto organico absorvente de energia, chamado matriz (acido cindmico ou um
derivado do acido benzoico). A amostra com a matriz cristalizada €, entdo, ionizada por
um feixe de laser. A dessorcdo e a ionizagdo com o laser geram ions individualmente
protonados que serdo acelerados (pelo campo eletromagnético) a um potencial fixo onde
serdo separados de acordo com a propor¢cdo de sua massa e carga. As moléculas
carregadas sdo detectadas e medidas usando diferentes analisadores de massas; porém,
para aplicagdo microbioldgica o mais utilizado é o tempo de voo (time of flight - TOF).
Durante a analise MALDI-TOF, a propor¢do massa/carga de um ion é avaliada pelo
tempo que ele gasta para percorrer o tubo. Baseado na informacao do TOF, um espectro
caracteristico chamado peptide mass fingerprint (PMF) é gerado. A identificacdo do
micro-organismo é feita por um software que compara o PMF da amostra com o PMF
contido em um banco de dados e um valor numeérico (escore) é gerado com base nas
similaridades entre o espectro da amostra e o do banco de dados. Este escore informa a
validade da identificacdo. Se o escore for acima de 2,0 é considerada uma identificacdo
valida ao nivel de espécie. Se este valor for entre 1,7 e 2,0 tem-se uma identificagdo
valida ao nivel de género. A analise MALDI-TOF é uma técnica rapida, confiavel e de
baixo custo para a identificacdo de bactérias (Wieser et al., 2011; Shinghal et al., 2015).

A figura 2 apresenta o esquema do mecanismo de funcionamento do MALDI-TOF MS.
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Figura 2. Representacao esquematica do mecanismo de funcionamento do MALDI-TOF
MS. Uma vez que as amostras adequadamente processadas sao adicionadas a placa,
coberta com matriz e seca, a amostra é bombardeada pelo laser. Este bombardeamento
resulta na sublimac&o e ionizacdo da amostra e matriz. Os ions gerados séo separados
com base em sua relagdo massa-carga ao longo de um tubo, sendo medido o tempo gasto
para percorré-lo — TOF. Uma representacdo espectral desses ions é gerada e analisada
pelo software, gerando um perfil. Este perfil é posteriormente comparado com perfis
depositados em um banco de dados, gerando uma identificacdo para a bactéria contida
na amostra.

Fonte: Adaptado de Clark et al. (2013)

De acordo com Carbonelle et al. (2011), uma mesma espécie pode apresentar
espectros de massas distintos dependendo de condi¢6es de cultivo ou quando diferentes
métodos de extracdo sdo aplicados. No entanto, Wieser et al. (2011) afirmam que, de
acordo com a faixa de tamanho das proteinas que sdo identificadas (2 a 20kDa), elas sdo
em grande parte proteinas ribossomais que possuem a caracteristica de se ionizarem
bem, fornecendo um espectro preciso e pouco sdo influenciadas pelas condicGes de

cultivo.

4.2 Aplicacéo da tecnica MALDI-TOF MS na avicultura
A técnica MALDI-TOF MS tem sido empregada na avicultura em uma variedade
de estudos, como: na identificacdo e quantificacdo de coccidiostasticos na racdo de

frangos (Wang e Sporns, 2000), na identificacdo das proteinas do plasma seminal de
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galos (Marzoni et al., 2013), no estudo do perfil das proteinas encontradas na membrana
da casca do ovo feértil (Rath et al., 2017), e mais recentemente, na identificacdo de
bactérias a partir de diferentes amostras (Holl et al., 2016; Karunarathna et al., 2017;
Shell et al., 2017). A seguir, sdo apresentados alguns trabalhos em que a técnica
MALDI-TOF foi empregada em estudos microbioldgicos.

Holl et al. (2016) determinaram 0s micro-organismos deteriorantes da carne do
peito de frango sem pele, embalado em atmosfera modificada (baixa concentracdo de
oxigénio e alta concentracdo oxigénio) por meio da técnica MALDI-TOF MS. Os
autores estudaram também a dindmica de crescimento desses micro-organismos ao
longo dos dias de armazenamento (até 14 dias) e em duas temperaturas (4 e 10°C). A
microbiota autdctone foi influenciada pela atmosfera em que a carne foi embalada assim
como pela temperatura e periodo de armazenamento. Nesse estudo, Bronchothrix
thermosphacta e Carnobacterium sp. foram as bactérias mais abundantes quando a
carne foi armazenada a 4°C e embalada em atmosfera com alta concentragéo de Oz A
10 °C, nestas mesmas condic¢des, observou-se uma deterioracdo mais rapida da carne
com producdo de odores fortes causados principalmente pelas bactérias dos géneros
Pseudomonas e Serratia. J4 as carnes embaladas em atmosfera modificada com baixa
concentracdo de O e refrigeradas a 4°C, a microbiota predominante foi composta por
Carnobacterium sp., Serratia sp. e Yersinia sp. e, adicionalmente, Hafnia alvei quando
armazenadas a 10°C.

A técnica MALDI-TOF foi utilizada em um estudo por Karunarathna et al.
(2017) para a identificacdo de bactérias provenientes de ovos ndo eclodidos de trés
incubatorios no Canada. De 889 col6nias bacterianas submetidas a analise, 83,13 %
(739/889) foram identificadas ao nivel de género e 67,15% (597/889) ao nivel de
espécie. Nesse trabalho, 16% (150/889) ndo foram identificadas, mesmo quando com a
realizacéo da extracdo com &cido formico. A maioria das bactérias isoladas pertenciam
ao género Enterococcus (29,71%) seguida por Escherichia coli (19,46%). A espécie
predominante de Enterococcus foi E. faecalis. Também, neste trabalho, foi realizada a
comparagao da técnica MALDI-TOF com a técnica de sequenciamento da 16s rRNA
para 20 amostras, cujo resultado foi 100% de compatibilidade.

Shell et al. (2017) coletaram 110 amostras provenientes de aves aparentemente
saudaveis (31 swabs de cloaca), clinicamente doentes (49 swabs de cloaca) e de aves
mortas que apresentavam congestao hepatica e hepatomegalia (30 amostras de figado e
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coragdo). As amostras seguiram o procedimento padrdo para isolamento (pré-
enriquecimento, enriquecimento e cultivo em meio seletivo) e identificagdo de
Escherichia coli e Salmonella (provas bioquimicas e soroldgicas), conforme descrito
pelos autores. Nesse trabalho, o objetivo dos autores foi comparar esse método
tradicional para identificacdo de E. coli e Salmonella com a técnica MALDI-TOF (pela
extragdo com acido formico). De todas as amostras positivas para E. coli (33), a técnica
MALDI-TOF sé ndo conseguiu identificar duas amostras, 0 mesmo ocorreu para as
amostras positivas para Salmonella (26), com uma taxa de recuperacédo de 93,9 e 92,3%,

respectivamente.
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CAPITULO 11 - An evaluation of alternative methods for sanitizing
hatching eggs

ABSTRACT Different sanitization methods were evaluated as alternatives to
formaldehyde fumigation for the reduction of eggshell and yolk sac microbiological
counts (n=56), improvement of eggshell quality (n=196), incubation parameters
(n=6468) and day-old chick quality(n=91). A total of 10,080 hatching eggs were
collected from a 70-wk-old commercial broiler breeder flock and distributed in a
completely randomized block design with seven treatments: fumigation with
paraformaldehyde (4.63g/m®30 min; FF), fumigation with ozone (5-15ppm/30 min;
FO), ultraviolet light-C irradiation (8.09 mW/cm?; 120 s; UV-C), hydrogen peroxide
spraying (3%; 0.69 mL/egg; H20>), peracetic acid spraying (0.3%; 0.69mL/egg; PAA),
water spraying (0.69mL/egg; water control - WC), and without disinfection (dry control
- DC). Spraying eggs with PAA and UV-C significantly reduced aerobic
microorganisms plate counts compared to the DC group. In addition, eggs disinfected
with PAA had lower Enterobacteriaceae counts than the DC and WC groups. Eggshell
quality, incubation parameters and microbiological counts for yolk sac did not differ
(P>0.05) among treatments. This study demonstrated the potential for the application of
PAA and UV-C for eggshell disinfection instead of formaldehyde; however, an
electronic microscopic evaluation of the eggshell is necessary to determine if these
methods cause any damage to the cuticle.

Key-words: bacterial enumeration, eggshell quality, hatchability
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INTRODUCTION

Increased demand for antibiotic-free broiler production represents one of the
greatest biosecurity challenges for the broiler industry. According to Board and Tranter
(1995), the number of eggshell bacterial can vary widely, from hundreds to millions of
bacteria/eggshell, with the main contamination sources being: dust, litter and excreta.
Reducing microbial contamination on eggshells may help reduce bacterial infection in
developing embryos and neonatal chicks (Fasenko et al., 2009). Therefore, efficient
cleaning and disinfection programs are fundamental to good performance in the poultry
industry, especially when antibiotic-free broiler production has been applied.

According to Bailey et al. (2001), the need to disinfect fertile eggs has been
acknowledged since 1908 when fumigation with formaldehyde was used to control
microbial populations. However, since the publication of the effects of repeated or
prolonged exposure to formaldehyde in 1991 by the Occupational Safety and Health
Administration (OSHA), several studies have endeavored to find alternative
disinfectants. Any such alternative disinfectant should be environment-friendly and not
hazardous to human health. The ultraviolet light C (UV), hydrogen peroxide (H202),
ozone (Os3), and peracetic acid (PAA) treatments used in the current study meet these
requirements. The treatment of UV and H20: used separately or in combination have
been shown to decrease bacterial counts on the eggshell surface (Chavez et al., 2002;
De Reu et al., 2006; Buhr et al., 2013; Gottselig et al., 2016; Keita et al., 2016; Rehkopf
et al., 2017). On the other hand, using Oz as an eggshell sanitizer has also been shown
to reduce microbial counts, but the effects on hatchability need to be reassessed
(Whistler and Sheldon, 1989; Braun et al., 2011). Treatment with PAA has been applied

mainly to the disinfection of commercial eggs (Al-Ajeeli et al., 2016; Vinayananda et
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al., 2017), and studies evaluating its impact on bacterial count, hatchability and eggshell
quality have become necessary.

There is a lack of published research on the combined effects of alternative
disinfectants on microbial count, eggshell quality, and hatchability concomitantly,
which was the aim of the present study. In addition, this study involved eggs from an
old broiler breeder flock in which is expected a high level eggshell contamination, thus
increasing the bacterial challenge. Therefore, the purpose of this research was to
evaluate the efficacy of alternative methods (O3 fumigation, UV radiation, H2O>, and
PAA spraying) of sanitizing hatching eggs, in comparison to formaldehyde, in the
reduction of eggshell microbiological count, and to assess their effects on eggshell
quality, hatching results, neonatal chick quality, and microbial contamination of the yolk

sac of one day-old chicks.

MATERIALS AND METHODS

All the practices regarding animal management were approved by the Ethics
Committee on Animal Use (CEUA) at the Universidade Federal Minas Gerais, under
the protocol number 300/2016.
Egg Collection

A total of 10,080 hatching eggs were collected from a 70-wk-old Cobb 500
commercial breeder flock. The eggs originated from the second and third collections of
the day. Eggs that were laid overnight and had visible fecal, litter or egg contamination
were not used for the experiment. All eggs were collected directly from the nest with
disposable gloves. After collection, double yolked, deformed or cracked eggs were
excluded. The selected eggs were randomly assigned to disinfection treatments, for a

total of 1,440 eggs per treatment. A total of seven treatments, comprising of five
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different disinfection procedures and two controls, were employed: fumigation with
ozone (FO), fumigation with paraformaldehyde (FF), radiation with ultraviolet light C
(UV-C), spraying with hydrogen peroxide (H2032), spraying with peracetic acid (PAA),
spraying with water (WC), and without disinfectant (DC). The disinfection procedures
were performed in a separate room at the farm after each egg collection.
Disinfection Procedures

Ozone. Immediately after allocating the eggs among treatments, the eggs of the
ozone treatment were placed in plastic boxes and carried to the fumigation chamber
(8.64 m3). The eggs were disinfected with ozone gas (5-15 ppm for 30 minutes)
according to the directions of the manufacturer (Alvap Engenharia LTDA, Lajeado, Rio
Grande do Sul, Brazil) to achieve the desired concentrations. The gas was generated by
the passage of compressed oxygen through an ozone generator (Alvap, Lajeado, Rio
Grande do Sul, Brazil) and the gas levels inside the chamber were measured by an Ozone
Analyzer UV-100 (Eco Sensors, Santa Fe, New Mexico). The temperature and relative
humidity in the fumigation chamber were kept between 23 to 24°C and 65 to 70%,
respectively. After fumigation, the ozone inside the chamber was exhausted until the
concentration reached zero. The average total time of exhaustion was five minutes.

Paraformaldehyde. For the paraformaldehyde treatment, eggs were placed in
plastic boxes and disinfected in the same chamber (8.64 m®) used for ozone disinfection.
Therefore, this treatment was applied one hour later after collection than the other
treatments. Fumigation used a paraformaldehyde concentration of 4.63 g/m? (40 g of
paraformaldehyde prills were heated) for 30 minutes followed by a 10 min exhaust
period before opening the chamber. The setup ensured that the gas circulated throughout
the chamber, with temperature and relative humidity kept between 24.5 to 26°C and 65

to 70%, respectively.
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UV-C irradiation. The UV-C treatment was performed (Figure 1) using a
custom-built UV chamber, following Coufal et al. (2003) with modifications, with 16
germicidal UV-C lamps (30W, 90 cm, 254nm, HALOTECH). Eggs were placed in a
90-egg custom-built metal wire flat that was designed to minimize contact between the
egg and the wire. The eggs were exposed to UV light at a mean intensity of 8.09
mW/cm? for 120 seconds. The UV intensity was measured by a probe (THORLABS
S401C, Dachau, Germany) coupled to a digital optical power meter (THORLABS

PM100D, Dachau, Germany).

Figure 1. Diagram of custom-built chamber with 16 germicidal UV-C lamps.

Hydrogen Peroxide (H202). The H.O; treatment was applied to eggs by spraying
a fine mist of 3% (1280 ppm) H20. aqueous solution (Oxivir Five 16 Concentrate,
Diversey, Socorro, Sdo Paulo, Brazil) using a hand-held manual sprayer (0.69 ml/egg).
The temperature of the solution was recorded by a digital thermometer (Incoterm 5004,
Séo Paulo, S&o Paulo, Brazil) and was set at 21.5°C. In order to cover the entire surface
of the eggs with the solution, the trays with the eggs were placed on a flat surface and
sprayed in two steps: half the volume of the disinfectant solution was administered on
one side of the eggs, after which the eggs were turned manually, and the remainder of

the solution applied to the other surface.
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Peracetic acid (PAA). The PAA treatment was applied to eggs by spraying a fine
mist of 0.3% PAA (Divosan Forte, Diversey, Socorro, Sdo Paulo, Brazil) using a hand-
held manual sprayer. The solution was prepared immediately prior to use by mixing the
commercial product with water according to the directions of the manufacturer to
achieve the desired concentrations. The spray mode and volume were the same those
used in the hydrogen peroxide treatment. The temperature of the solution was recorded
by a digital thermometer (Incoterm 5004, Séo Paulo, S&o Paulo, Brazil) and ranged from
19.5°C to 20.5°C.

Without disinfection (water control). The same method used for spraying eggs
with H2O> and PAA was applied to the eggs of this treatment, although the eggs were
sprayed with water. The purpose of this treatment was to detect any mechanical effects
that could occur from the washing process. The temperature of the water was recorded
by a digital thermometer (Incoterm®5004, S&o Paulo, S&o Paulo, Brazil) and ranged
from 19.5°C to 20.5°C.

Without disinfection (dry control). The eggs of this treatment were kept in the
same room in which the other treatments were placed, but they were not submitted to

any disinfection procedure or sprayed with water.
Microbial Evaluation

Eggshell. Microbiological evaluation of the eggshell was performed using a
method adapted from Fasenko et al. (2009). One hour after disinfection, 16 eggs per
treatment per collection were sampled for eggshell microbiological counts for a total of
32 eggs per treatment. The eggs, collected with disposable gloves, were placed in sterile
plastic bags (four eggs per bag) and refrigerated at 4°C until being transported to the

laboratory (microbiological analyses were performed 24 hours after sampling). Each
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bag containing a pool of four eggs was aseptically reopened and the eggs transferred to
another sterile plastic bag, in which 250 mL of sterile phosphate-buffered saline (PBS)
was added. A rinse sample was obtained by massaging the bag for five minutes to
remove bacterial cells from the surface of the eggshells. One mL of the resultant rinse
solution was diluted serially using PBS. The samples were plated on PCA (Oxoid LTD.,
Basingstoke, Hampshire, England) for total aerobic microorganism counts, MacConkey
(BD Difcotm, Sparks, Maryland) for Enterobacteriaceae counts, and Acidified Dextrose
Potato Agar (PDA) (Himedia, Mumbai, Maharashtra, India) for molds and yeasts
counts. All plates, except PDA, were incubated at 37°C for 48 hours prior to counting
the resultant colonies. The PDA plates were incubated at room temperature for seven
days, after which the colonies were counted and, recorded, and log:o cfu/pool of the four

eggs calculated.

Yolk sac. Yolk sac microbiological evaluation was performed using a method
adapted from Sander and Wilson (1999). A total of 13 saleable chicks per treatment
were randomly chosen and transported to the laboratory for microbiological analysis.
At 24 hours post-hatch, the chicks were euthanized by cervical dislocation to aseptically
collect the yolk sac. One gram of yolk sac (only the yolk content) per chick was sampled
for serial dilution in PBS. A 100ul aliquot was plated on Plate Count Agar (PCA) for
total aerobic microorganismcounts and MacConkey for Enterobacteriaceae counts. All
plates were incubated at 37°C for 48 hours prior to counting the resultant colonies which

were the counted and recorded as logio cfu/yolk sac.

Eggshell Quality

Eggshell strength. To evaluate eggshell strength, 28 eggs were sampled per

treatment after disinfection. The method used is based on breaking force (kg), which is
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defined as the compression force required to fracture an eggshell at a constant
compression speed. A TA®XT 2 Texture Analyzer texturometer (Stable Micro Systems
Ltd., Hamilton, MA) was used for determining eggshell breaking strength according to
Stefanello et al. (2014). The method applied was the breakage force puncture test, which
measures the strength of impact to an egg by recording the force on the shell throughout
impact. The eggs were placed horizontally between a steel puncture probe (4 mm
diameter P4 DIA Cylinder) and a porcelain crucible. The distance between the punch
and the egg was 6 mm and the speed pre, during, and post-test was 3.0, 0.5, and 5.0
mm/s, respectively. The trigger force of the punch was 3.0 g. The eggshell was pressed
until a fracture occurred, and with the force necessary, recorded as kg/mm? being

indicative of resistance.

Eggshell thickness. To evaluate eggshell thickness, another 28 eggs were
sampled per treatment after disinfection. The eggshells were washed and dried at room
temperature for three days prior to measuring thickness in millimeters using a digital
micrometer (Mitutoyo, 0.001mm, Americana, S&o Paulo, Brazil) at three points: bottom
(blunt end), equatorial and apex (pointed end) which were then averaged.

Incubation and Hatching

One day after disinfection, the eggs were transported to the commercial hatchery.
During this storage period the eggs remained at 22 to 24°C with 55 to 60% humidity
overnight at the breeder farm. At the hatchery, all non-hatching eggs (dirty, double
yolked, misshapen, cracked and small) were removed and the remaining eggs were
placed in trays, with a capacity of 77 eggs each, according to the treatments. Each
treatment had 12 trays, six for the second collection of the day and six for the third
collection day, totalizing 924 eggs per treatment. The eggs remained under these

conditions in the storage room with the temperature ranging from 18 to 22°C for another
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day. Each tray was individually weighed prior to incubation. The eggs from the seven
treatments were randomly incubated together at 37.4°C (99.3°F) and relative humidity
set at 62% (84°F) in a multi stage incubator (Casp CMG 125E, Amparo, S&o Paulo,
Brazil), with a capacity of 124,416 eggs. Trays representing all treatment combinations
were equally distributed throughout all the areas of the machine to account for any
positional effects, such as those due to differences in air flow. Eggs were turned at an
angle of 45° at a frequency of 24 times a day. At the 14" day of incubation, all eggs
were candled to remove the infertile eggs and eggs with early embryonic mortality. The
eggs were transferred from the incubator to the hatcher (Casp 21E, Amparo, Séo Paulo,
Brazil) after 456 hours of incubation (19 days), at which time all of the trays were
individually weighed to measure egg weight loss during incubation. The eggs were
transferred from the trays to hatcher baskets, which were labeled according to
treatments. All hatcher baskets were randomly distributed inside the hatchery and kept
at an average temperature and a relative humidity of 36.6°C (98°F) and 65%,
respectively.

After 21 days of incubation, all hatched chicks were removed from the hatcher,
counted, weighed and placed in boxes properly identified according to treatments. Chick
quality was visually assessed, and chicks deemed not saleable according to the
commercial hatchery standards (chicks with unhealed navels, red hocks or obvious
abnormalities) were recorded. Unhatched eggs were counted, opened and examined
macroscopically to determine infertility percentage, percentage of embryonic mortality
[early (0 to 7 d), middle (8 to 14 d), and late (15 to 21 d plus pipped)], and hatchability
percentage of fertile and total eggs, and to record observations of cracked (data not

shown) and contaminated eggs. Hatchability was calculated as the number of chicks
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hatched per 100 eggs set or per 100 fertile eggs set. No disinfection was performed in
the incubator or in the hatcher during the experimental period.
Data Analysis

A complete randomized block design with seven treatments in two blocks
(collections as blocks) was used for the microbiological evaluation of the eggshell,
eggshell quality and incubation parameters. Analysis of the incubation parameters used
12 replications per treatment in which each tray of 77 eggs constituted a replicate. For
analysis of eggshell quality (strength and thickness), each egg was considered a
replicate. A completely randomized experimental design was used for bacterial
enumeration of yolk sac, with 13 replicates each, in which each chick was considered a
replicate. Data were subjected to analysis of variance using the general linear models
procedure of SAS software (SAS Inst. Inc., Cary, NC). Microbiological counts were
logio transformed while hatchability and fertile hatchability were arc sine transformed.
Means were tested for significant differences by Tukey’s test when the assumptions of
normality and homoscedasticity were met. When the test for normality distribution and
homogeneity of variance failed, the Kruskal-Wallis test was used. Statistical

significance for all tests was considered at P < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Eggshell Microbial Enumeration

Table 1 shows the results for total aerobic microorganism, Enterobacteriaceae

and molds and yeasts on eggshell for different disinfection treatments.
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Table 1. Counts of total aerobic microorganisms, Enterobacteriaceae, molds and yeasts
on eggshell surface according to disinfection processes.!

Treatment Total aerobic Enterobacteriaceae Molds and yeasts
microorganisms

(logio CFU/mL pool of four eggs )

Formaldehyde 1.85 +0.27% 1.21 £0.21% 1.47 +0.29
Os 2.33 +£0.22% 1.54 +0.16% 1.49 +0.36
Uv-C 1.64 £0.212 1.31 £0.11% 1.33£0.28
H20: 2.13 £0.13% 1.32+0.10% 1.19 +0.08
PAA 1.48+0.25° 1.000.00? 1.17+0.17
wC 2.28 £0.31%® 1.53 +0.15" 2.41 +0.32
DC 2.97+0.25° 2.00+0.23° 1.04+0.04
P value 0.002 0.003 0.10

! Data are given as treatment means +SE; Os= ozone fumigation; UV-C = ultraviolet light
radiation; H,O, = spraying with hydrogen peroxide; PAA = spraying with peracetic acid;
WC = water control; DC = dry control.

&b Means in a column not sharing a common superscript are significantly different by
Kruskal-Wallis test (P < 0.05).

These results are in agreement with the study of Board and Tranter (1995) who
reported that bacterial counts for eggshell surface can vary from hundreds to millions of
bacteria/eggshell. The low microorganism load demonstrates that the breeder farm has
a good hygienic status.

The aerobic microorganism populations on eggshells was reduced (P = 0.002;
Table 1) by UV-C and PAA when compared to DC, and were similar to the FF, FO,
H20., and WC treatments. These last four treatments, however, were also similar to the
DC treatment (Table 1). UV-C light radiation has been shown to be effective in reducing
microbial contamination of the surface of eggs (Chavez et al., 2002; De Reu et al.,
2006), which is reinforced by the present results. According to Cardici (2009), the

activity of any disinfection process that uses a vapor phase disinfectant (FF and FO), is
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influenced by relative humidity (RH) because the gas particles are carried by water
droplets. Thus, to reach a satisfactory reduction in microbial count on eggshells using
formaldehyde it is important to maintain a high RH (75% or more) during fumigation.
Likewise, Braun et al. (2011) reported that ozone disinfection is positively affected by
a high relative humidity. Although relative humidity inside the fumigation chamber
ranged from 65 to 70% during formaldehyde and ozone disinfection, these treatments
failed to achieve a significant reduction of the eggshell microbial count. Eggs
disinfected with H.O2 had a mean total aerobic microorganism count of 2.13 + 0.13 logzo
cfu/pool of four eggs. This result is consistent with Keita et al. (2016), who observed
that egg disinfection by nebulization with H.02 (6%) was not able to reduce the aerobic
microorganism population on eggshell. The total aerobic microorganism count was
significantly lower for the PAA treatment than for the DC treatment. Although, it is
considered a strong disinfectant with a wide spectrum of antimicrobial activity, few
studies on the application of PAA to hatching eggs are available in the literature (Kitis,
2004; Cox et al., 2007).

Counts of Enterobacteriaceae decreased significantly (P = 0.003; Table 1) after
disinfection with PAA, when compared with the WC and DC treatments, but did not
differ statistically from the other disinfection processes. The amount of Gram-positive
bacteria on eggshell surface is greater than that of Gram-negative bacteria (Mine et al.,
2003). Since Enterobacteriaceae are Gram-negative, and hygienic status of the breeder
farm was considered good, lower counts for this group of bacteria were expected. The
fact that eggs disinfected with PAA had lower bacterial counts for total aerobic
microorganism and Enterobacteriaceae compared to the control groups, highlights the
broad action spectrum of this disinfectant. No significant differences in eggshell counts

of molds and yeasts were observed among the treatments (P = 0.10; Table 1). According
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to Board and Tranter (1995), egg contamination with molds and yeasts is associated

with very humid environments, which was not the case in the present study.
Eggshell Quality

None of the treatments had an effect on eggshell thickness (P = 0.88; Table 2)

or strength (P = 0.76; Table 2).

Table 2. Eggshell thickness and strength of eggs submitted to different disinfection

processes.t

Treatment Eggshell thickness Strength
(mm) (kg/mm)
Formaldeyde 0.365+0.0032 4.44+0.130%
O3 0.365+0.003 4.19+0.135
uv 0.365+0.002 4.30+0.131
H20: 0.362+0.003 4.34+0.117
PAA 0.364+0.002 4.43+0.173
Water control 0.362+0.003 4.12+0.123
Dry control 0.360+0.002 4.28+0.133
P-value 0.88 0.76

! Data are given as treatment means +SE; Os= ozone fumigation; UV-C = ultraviolet
light radiation; H2O2 = spraying with hydrogen peroxide; PAA = spraying with peracetic
acid; WC = water control; DC = dry control.

2 No significant differences exist between means (P > 0.05) by Tukey’s or Kruskal-

Wallis test.

The absence of any significant differences for eggshell thickness indicates that
none of the tested procedures have negatively affected this variable. Since thickness is
directly related to eggshell strength (Roberts, 2004), the absence of any statistical

difference among treatments for strength was expected. According to Samiullah et al.
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(2013), it is difficult for bacteria to move across a good quality intact eggshell. However,
small defects in the eggshell may provide ways for the predominant bacterial species on
an eggshell to penetrate it and reach the contents of the egg (De Reu et al., 2006). A
reduction in eggshell thickness due to the action of the disinfectants could compromise
its resistance and lead to a higher incidence of breaks and/or bacterial penetration during
incubation, which could affect embryonic viability (Climaco, et al., 2018), although,
this was not observed in the present study. De Reu et al. (2006) evaluated correlations
between bacterial penetration of eggshell and various eggshell characteristics and
bacterial strains. The authors inoculated agar-filled eggs by immersion in PBS solution
containing the strains of bacteria selected for study and then measured eggshell
penetration on the 21 day (post-inoculation). No significant differences were observed
between eggshell thickness or number of pores and the presence or absence of eggshell

penetration by the bacteria.

Hatching Results
Initial egg weights (P = 0.39; Table 3) and final egg weights (P = 0.36; Table 3)

did not differ among treatments.
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Table 3. Egg weight before setting and during transfer, and percentage of egg weight
loss, for eggs submitted to different disinfection processes.!

Egg weight before

Treatment setting Egg weight during Egg weight loss?
) transfer(g) (%)

Formaldehyde 70.36+0.172 62.69+0.21% 10.91+0.132
O3 70.75£0.20 62.94+0.42 11.04+0.47
uv 70.60+0.14 63.08+0.16 10.63+0.16
H20- 70.30+0.17 62.73+£0.19 10.76+0.19
PAA 70.56+0.19 62.81+0.18 10.97+0.18
Water control 70.29+0.24 62.34+0.27 11.3040.13
Dry control 70.60+0.18 63.12+0.22 10.66+0.12
P-value 0.39 0.36 0.06

! Data are given as treatment means +SE; Os= ozone fumigation; UV-C = ultraviolet
light irradiation; H.O, = spraying with hydrogen peroxide; PAA = spraying with
peracetic acid; WC = water control; DC = dry control.

2Egg weight loss= [(initial egg weight — egg weight during transfer)/initial egg
weight]x100.

2 No significant differences exist between means (P > 0.05) by Tukey’s or Kruskal-

Wallis test.

The disinfection processes did not affect (P = 0.06; Table 3) percentage of egg
weight loss during incubation, with values ranging from 10.63% to 11.30%. This result
was expected, since all eggs were incubated in the same machine at the same
temperature, and transferred to the hatcher at the same time. However, the application
of sanitizers, especially by spray, could affect the cuticle and, consequently, eggshell
permeability and embryonic development (Brake and Sheldon, 1990). Eggshell

permeability can be measured by egg weight loss during incubation. Thus, according to
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our findings, it seems that the cuticle was not damaged by any of the disinfection
processes. Nonetheless, eggshell ultrastructure needs to be evaluated to be sure that the
cuticle is not being damage during these procedures.

Hatchability of total and fertile eggs were not affected by the disinfection
processes, nor the embryonic mortality (all stages) and percentage of contaminated eggs
(Table 4).

Table 4. Percentage of total hatchability, hatchability of fertile eggs, embryonic mortality and,

contaminated eggs for eggs submitted to different disinfection processes?

Treatment Hatch (%) Hateh Early Mid Dead  Late Dead
Fert?(%) Cont. (%)
Dead(%) (%) (%)

Formaldehyde  83.55+2.00% 86.42+1.93% 6.27+0.86% 0.32+0.17% 3.03+0.68% 2.05+0.57°2
O3 83.55+1.43 86.64+1.44 6.17+0.85 0.21+0.22 2.81+0.67 1.40+0.30
uv 85.38+1.59 87.57+£1.59 6.06+1.26 0.54+0.19 2.16+0.46 1.62+0.48
H.0> 84.30+£1.38 86.37+1.38 7.03+£0.77 0.11+0.11 2.05+0.56 2.16+0.60
PAA 86.13+1.14 88.23+1.14 6.71+0.73 0.32+0.17 1.95+0.41 1.95+0.54
Water control 84.40+1.50 86.46+1.46 6.17+0.97 0.10+0.11 2.05+0.46 2.70+0.60
Dry control 82.20+2.66 84.61+2.67 6.02+0.99 0.59+0.36 3.30+0.92 2.58+0.90
P-value 0.61 0.78 0.89 0.35 0.81 0.88

! Data are given as treatment means +SE; Os= ozone fumigation; UV-C = ultraviolet light
irradiation; H202 = spraying with hydrogen peroxide; PAA = spraying with peracetic acid;
WC = water control; DC = dry control; Hacth = total hatchability; Hatch fert = hatchability of
fertile; Cont = contaminated.

2Hatchability of fertile eggs = (total of eggs hatched/total of fertile eggs setted) x 100.

2No significant differences exist between means (P > 0.05) by Tukey’s or Kruskal-Wallis test.

The results of total hatchability (P = 0.61) and hatchability of fertile eggs (P =
0.78) revealed that none of the disinfection procedures negatively or positively affected
these variables. Rehkopf et al. (2017) evaluated an automated H>O- (3.2%)/UV (10

mW/cm?) advanced oxidation process applied to broiler hatching eggs and its effects on
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hatchability and found no negative or positive effects. However, negative effects on egg
hatchability were found for eggs disinfected with ozone (3.03% for two hours) and
formaldehyde (7.7 g/m3) (Whistler and Sheldon, 1989; Cony et al., 2008). According to
Gholami-Ahangaran et al. (2016), the compositions and dilution of the disinfectants, as
well as duration of exposure, are important because they can affect hatching parameters,
which may explain the difference between our findings and those from the literature.

Embryonic mortality was not affected by the treatments (P > 0.05; Table 4).
According to Boleli (2013), the main causes of embryonic mortality are related to
improper incubation temperature and humidity, egg contamination and vitamins
deficiencies (B2, B5 and D). Since all of the eggs of the present study were incubated
in the same machine, the broiler breeders received the same feed and there were no
differences in the percentage of contaminated eggs, differences among treatments were
not expected. Although formaldehyde is a strong antimicrobial sanitizer it can cause
death of embryos when used improperly (Gholami-Ahangaran et al.,2016). Likewise,
Cony et al. (2008) showed that eggs disinfected with formaldehyde had higher
embryonic mortality (in the period from four to seven days) compared to those
disinfected with quaternary ammonia (800 ppm). Although no detrimental effects were
found in the embryos that came from eggs disinfected with formaldehyde in the present
study, evaluate alternative methods for sanitizing eggs should be evaluated since
occupational exposure to formaldehyde can be hazardous to human health.

The disinfection processes had no positive or negative effect on chick weight (P
=0.45), percentage of saleable chicks (P = 0.42), total aerobic microorganism (P = 0.18)

and Enterobacteriaceae (P = 0.20) yolk sac counts in one-day-old chicks (Table 5).
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Table 5. Chick weight, percentage of salable chicks, total aerobic microorganisms and
Enterobacteriaceae counts in yolk sac according to disinfection processes.!

Microbiological enumeration of yolk
sac (logio CFU/mL)

Treatment i
Chick Salable Total aerobic _
] _ ] ) Enterobacteriaceae
Weight (g) Chicks (%)  microorganisms

Formaldehyde 47.65+0.31% 98.61+0.39? 2.53+£0.58% 2.51+£0.55%
Os 48.05+0.46  97.13+0.84 3.27+0.55 2.96+0.41
uv 47.84+0.39 98.43+0.48 4.40+0.41 3.88+0.52
H20: 48.03£0.26  99.21+0.24 3.01+0.55 2.83+0.55
PAA 48.20+0.24  98.86%0.37 3.88+0.51 3.56+0.51
Water control  48.00+£0.43  98.30+0.64 2.80+0.57 2.01+0.57
Dry control 48.74+0.21 98.86+0.41 2.92+0.53 2.31+0.63
P-value 0.45 0.42 0.18 0.20

! Data are given as treatment means +SE; Os= ozone fumigation; UV-C = ultraviolet
light irradiation; H202 = spraying with hydrogen peroxide; PAA = spraying with
peracetic acid; WC = water control; DC = dry control.

2 No significant differences exist between means (P > 0.05) by Tukey’s or Kruskal-

Wallis test.

Chick weight is the most widely used indicator for the assessment of one-day-
old chick quality, and several factors can affect it. Alsobayel et al. (2013) demonstrated
chick weight at hatching to be significantly affected by breed, breeder age and storage
period, which may explain the absence of differences in chick weight in present
experiment since all the hatching eggs came from the same flock and had the same
storage period. The saleable chicks of the present study were classified as being clean,
dry and free of deformities (well-formed beak, normal conformation of legs, and no skin

lesions) and with completely sealed navels, with no significant effects on their
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percentage due to the disinfection processes. Omphalitis in neonatal chicks is associated
with a thickened, inflamed and improperly closed navel, which can contribute to a
reduced percentage of saleable chicks. An egg contaminated at the breeder farm can
carry an infection into the hatchery and contaminated other eggs and, consequently,
other chicks. According to Rai et al. (2005), the common bacteria involved in this
process are Escherichia coli, Pseudomonas and Proteus (Rai et al., 2005). However, the
low bacterial enumeration found on the surface of eggshells in the present study is
indicative of the good hygienic status of the breeder farm, which further explains the
high number of saleable chicks. Total aerobic microorganism and Enterobacteriaceae
yolk sac counts ranged 2.53 to 4.40 and 2.01 to 3.88 logio cfu/mL, respectively (Table
5). Kizerwetter-Swida and Binek (2008) enumerated and identified bacteria in caecal
contents, liver and yolk sac of chicken embryos and newly hatched chicks. The
populations of Escherichia coli, Enterobacter spp. and Staphylococcus spp. in newly
hatched chicks numbered 4.09x10% 2.5x10% and 3.05x10° cfu/g, respectively. These
numbers are higher than those of the present study, which was not expected due the fact
that the yolk sac was plated in PCA and MacConkey agar (non-selective agar). The
significantly lower counts for eggshell microorganisms, in the treatments with PAA and
UV, were not accompanied by lower counts of microorganisms in the yolk sac of the
chicks, probably because all chicks hatched in the same machine.

In conclusion, due to their significant bactericidal effect on the eggshell, and the
absence of negative effects on eggshell quality and incubation parameters, UV-C and
PAA are indicated as effective alternatives for disinfecting hatching eggs in old broiler
breeder flocks. However, eggshell ultrastructure assessments are necessary to determine
whether these treatments affect the cuticle. Even though undisinfected eggs did not have

lower incubation parameters than the disinfection treatments, disinfection immediately
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after laying is strongly recommended in order to avoid any microbial challenge present
in the hatchery environment. Future studies are needed to determine if the alternative
disinfectants tested have differential effects when applied to eggs collected directly from

the litter.
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CAPITULO Il — Effect of disinfection of hatching eggs on eggshell

and yolk sac microbiota

ABSTRACT The aim of this study was to evaluate the effect of different
disinfection procedures on the microbiota from eggshell surface and yolk sac of day-old
chicks. Hatching eggs were collected from a 70-wk-old commercial broiler breeder
flock and distributed in a completely randomized block design with seven treatments:
fumigation with paraformaldehyde (4.63g/m3/30 min; FF), fumigation with ozone (5-
15ppm/30 min; FO), ultraviolet light-C irradiation (8.09 mwW/cm?; 120 s; UV-C),
hydrogen peroxide spraying (3%; 0.69 mL/egg; H20>), peracetic acid spraying (0.3%;
0.69mL/egg; PAA), water spraying (0.69mL/egg; water control - WC), and without
disinfection (dry control - DC). Culture-dependent methodology was carried out to
isolate the microorganisms from eggshell surface (n=224) and yolk sac in one-day-old
chicks (n=91), followed by identification by mass spectrometry (MALDI-TOF). The
Proteobacteria phylum was dominant on eggshell surface and in the yolk sac. Nineteen
genera of bacteria were identified on eggshell surface and the genus Staphylococcus
(18%) had a higher relative frequency. In the yolk sac, 12 genera of bacteria were
identified and the bacterium of Escherichia (32.6%) had the higher relative frequency.
In conclusion, the most abundant bacteria found in eggshell surface and yolk sac were
Staphylococcus and Escherichia coli, respectively. For future studies, it is important to
investigate the efficiency of disinfectants against relevant bacteria for poultry industry
in order to determine the best antimicrobial agent in each situation. Besides, it is
interesting evaluate the microbiota of the chicks and eggs unhatched to stipulate the ones

that are involved with decrease hatchability and chick quality.

Key-words: bacterial identification, broiler breeders, MALDI-TOF MS, UV-C.
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INTRODUCTION

Disinfection of hatching eggs is a widely procedure applied in order to minimize
the effects of eggshell contamination, such as: poor hatchability and decreased chick
performance (Olsen et al., 2017). According to Cardici (2009), the most effective way
of disinfection of hatching eggs is fumigation with formaldehyde. However, since the
publication of the effects of repeated or prolonged exposure to formaldehyde in 1991
by the Occupational Safety and Health Administration (OSHA), several studies have
endeavored to find alternative disinfectants.

Nevertheless, the evaluation of the efficiency of different disinfection
procedures has been limited mainly regarding bacterial counts and its impacts on
hatching parameters (Chavez et al., 2002; Gottselig et al., 2016; Keita et al., 2016;

Climaco et al., 2018).

The conventional techniques for identification of bacteria are time consuming,
costly, and may fail to provide accurate identification of bacteria to species level.
However, bacterial identification by molecular approaches, such as universal gene
targets, is also time consuming and costly (Karunarathna et al., 2017). The Matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF
MS) is a rapid, precise and cost-effective method for bacterial identification (Carbonelle
et al., 2011). The method analyzes the mass-to-charge ratio of ionized bacterial protein
molecules and produces unique mass-spectral fingerprints of each bacterial isolate.
Then, the obtained profiles are compared to a database (Karunarathna et al., 2017). This
method could represent a valid and rapid alternative to conventional methods of
microorganism identification and may help to decide which sanitizer should be applied

considering the bacterium susceptibility for each poultry production system.
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In the scientific literature, there are few studies concerning bacterial isolation
from eggshells (Haines, 1938 and Olsen et al. 2017). Thereby, the aim of this study was
to evaluate the methods for sanitizing hatching eggs (ozone fumigation, formaldehyde
fumigation, ultraviolet radiation, hydrogen peroxide and peracetic acid spraying) and its

impact on eggshell surface and yolk sac of one-day-old chick microbiota composition.

MATERIALS AND METHODS

All the practices regarding animal management were approved by the Ethics
Committee on Animal Use (CEUA) at the Universidade Federal de Minas Gerais, under
the protocol number 300/2016.
Egg Collection

A total of 450 hatching eggs were collected from a 70-wk-old Cobb 500
commercial breeder flock. The eggs originated from the second and third collections of
the day. Eggs that were laid overnight and had visible fecal, litter or egg contamination
were not used for the experiment. All eggs were collected directly from the nest with
disposable gloves. After collection, double yolked, deformed or cracked eggs were
excluded. The selected eggs were randomly assigned to disinfection treatments, for a
total of 65 eggs per treatment. A total of seven treatments, comprising of five different
disinfection procedures and two controls, were employed: fumigation with ozone (FO),
fumigation with paraformaldehyde (FF), radiation with ultraviolet light C (UV-C),
spraying with hydrogen peroxide (H202), spraying with peracetic acid (PAA), spraying
with water (WC), and without disinfectant (DC). The disinfection procedures were
performed in a separate room at the farm after each egg collection.

Disinfection Procedures
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Ozone. Immediately after allocating the eggs among treatments, the eggs of the
ozone treatment were placed in plastic boxes and carried to the fumigation chamber
(8.64 m®). The eggs were disinfected with ozone gas (5 to 15 ppm for 30 minutes)
according to the directions of the manufacturer (Alvap Engenharia LTDA, Lajeado, Rio
Grande do Sul, Brazil) to achieve the desired concentrations. The gas was generated by
the passage of compressed oxygen through an ozone generator (Alvap, Lajeado, Rio
Grande do Sul, Brazil) and the gas levels inside the chamber were measured by an Ozone
Analyzer UV-100 (Eco Sensors, Santa Fe, New Mexico). The temperature and relative
humidity in the fumigation chamber were kept between 23 to 24°C and 65 to 70%,
respectively. After fumigation, the ozone inside the chamber was exhausted until the
concentration reached zero. The average total time of exhaustion was five minutes.

Paraformaldehyde. For the paraformaldehyde treatment eggs were placed in
plastic boxes and disinfected in the same chamber (8.64 m®) used for ozone disinfection.
Therefore, this treatment was applied one hour later after collection than the other
treatments. Fumigation used a paraformaldehyde concentration of 4.63 g/m? (40 g of
paraformaldehyde prills were heated) for 30 minutes followed by a 10 min exhaust
period before opening the chamber. The setup ensured that the gas circulated throughout
the chamber, with temperature and relative humidity kept between 24.5 to 26°C and 65
to 70%, respectively.

UV-C irradiation. The UV-C treatment was performed (Figure 1) using a
custom-built UV chamber, following Coufal et al. (2003) with modifications, with 16
germicidal UV-C lamps (30W, 90 cm, 254nm, HALOTECH). Eggs were placed in a
90-egg custom-built metal wire flat that was designed to minimize contact between the
egg and the wire. The eggs were exposed to UV light at a mean intensity of 8.09

mW/cm? for 120 seconds. The UV intensity was measured by a probe (THORLABS
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S401C, Dachau, Germany) coupled to a digital optical power meter (THORLABS
PM100D, Dachau, Germany).

Hydrogen Peroxide (H202). The H2Oz treatment was applied to eggs by spraying
a fine mist of 3% (1280 ppm) H20. aqueous solution (Oxivir Five 16 Concentrate,
Diversey, Socorro, Sao Paulo, Brazil) using a hand-held manual sprayer (0.69 ml/egg).
The temperature of the solution was recorded by a digital thermometer (Incoterm 5004,
Séo Paulo, S&o Paulo, Brazil) and was set at 21.5°C. In order to cover the entire surface
of the eggs with the solution, the trays with the eggs were placed on a flat surface and
sprayed in two steps: half the volume of the disinfectant solution was administered on
one side of the eggs, after which the eggs were turned manually, and the remainder of
the solution applied to the other surface.

Peracetic acid (PAA). The PAA treatment was applied to eggs by spraying a fine
mist of 0.3% PAA (Divosan Forte, Diversey, Socorro, Sdo Paulo, Brazil) using a hand-
held manual sprayer. The solution was prepared immediately prior to use by mixing the
commercial product with water according to the directions of the manufacturer to
achieve the desired concentrations. The spray mode and volume were the same those
used in the hydrogen peroxide treatment. The temperature of the solution was recorded
by a digital thermometer (Incoterm 5004, S&o Paulo, S&o Paulo, Brazil) and ranged from
19.5°C to 20.5°C.

Without disinfection (water control). The same method used for spraying eggs
with H>O> and PAA was applied to the eggs of this treatment, although the eggs were
sprayed with water. The purpose of this treatment was to detect any mechanical effects
that could occur from the washing process. The temperature of the water was recorded
by a digital thermometer (Incoterm®5004, S&o Paulo, Sdo Paulo, Brazil) and ranged

from 19.5°C to 20.5°C.
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Without disinfection (dry control). The eggs of this treatment were kept in the
same room in which the other treatments were placed, but they were not submitted to

any disinfection procedure or sprayed with water.

Bacterial isolation

Eggshell. One hour after disinfection, 16 eggs per treatment per collection were
sampled for eggshell microbiological isolation for a total of 32 eggs per treatment. The
eqgs, collected with disposable gloves, were placed in sterile plastic bags (four eggs per
bag) and refrigerated at 4°C until being transported to the laboratory (microbiological
analyses were performed 24 hours after sampling). Each bag containing a pool of four
eggs was aseptically reopened and the eggs transferred to another sterile plastic bag, in
which 250 mL of sterile phosphate-buffered saline (PBS) was added. A rinse sample
was obtained by massaging the bag for five minutes to remove bacterial cells from the
surface of the eggshells. One mL of the resultant rinse solution was diluted serially using
PBS. The samples were plated on PCA (Oxoid LTD., Basingstoke, Hampshire,
England) and MacConkey (BD Difcotm, Sparks, Maryland) for isolation. The plates
were incubated at 37°C for 48 hours prior to isolated the selected colonies.

Yolk sac. A total of 13 saleable chicks per treatment were randomly chosen and
transported to the laboratory for microbiological analysis. At 24 hours post-hatching,
the chicks were euthanized by cervical dislocation to aseptically collect the yolk sac.
One gram of yolk sac (only the yolk content) per chick was sampled for serial dilution
in PBS. A 100ul aliquot was plated on Plate Count Agar (PCA) and MacConkey for
isolation. All plates were incubated at 37°C for 48 hours prior to isolated the selected
colonies.

Bacterial Identification
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For the determination of the microbiota composition of eggshell surface and yolk
sac from chicks at 24 hours post-hatching, the Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization — Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) technique was
applied. A total of 396 colonies with different morphological and pigmentation
characteristics were picked from each plate (PCA and MacConkey) and dilution step for
each sample. The isolation of these microorganisms was performed by inoculation each
colony in 5mL Infusion Brain Heart (BHI) broth and incubation for 24 hours at 35°C +
2°C. Then, aliquots from BHI broth were streaked onto BHI agar and incubated for 20
to 24 hours at 35°C £ 2°C, to obtain pure colonies. A fresh, single colony of each
bacterial strain was spotted using a toothpick into a target steel plate. For each strain, 1
ul of formic acid (70%) and 1 ul of MALDI-TOF MS matrix, consisting of a saturated
solution of a-cyano-4-hydroxycinnamiccid (HCCA) (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany), were applied to the spot and allowed to air-dry. Spectra were acquired using
the FlexControl MicroFlex LT mass spectrometer (Bruker Daltonics). Prior to
measurements, calibration was preceded with a bacterial test standard (E. coli DH5
alpha; Bruker Daltonics). The Real Time (RT) identification score criteria used were
those recommended by the manufacturer: score > 2.000 indicates a species-level
identification, score >1.700 and <2.000 indicates a genus-level identification, and a
score <1.700 indicates no reliable identification target for each run. The formic-acid
extraction method was performed as previously described (Bizzini et al., 2010) for
colonies when no reliable identification was obtained.

Data Analysis
A completely randomized experimental design was used for bacterial isolation

of eggshell and yolk sac, with 8 (pool of 4 eggs) and 13 replicates respectively, per
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treatment. The results of bacteria identification were discussed according to the

descriptive statistics.

RESULTS AND DISCUSSION

Bacterial identification

Eggshell surface. A total of four phyla were found in the bacterial identification

of eggshell surface (Figure 1).
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Figure 1. The relative frequency of phylos in eggshell microbiota according to the

treatments.

Proteobacteria and Firmicutes were the two most dominant phyla found on

eggshell surface, although the phyla distribution among the treatments was variable.

Actinobacteria appeared only in FF and FO treatments with 30 and 7.1% of relative

frequency, respectively. The phyla Bacteroidetes was found in the UV (7.8%) and the

DC (3.2%) treatments. Olsen et al. (2017) evaluated the microbiome of eggshell surface
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of visibly clean and dirty eggs, before and after disinfection procedures by 16S rRNA
amplicon sequencing. Overall, the eggshell microbiome was dominated by bacteria
belonging to the phyla Firmicutes (63%), which was different compared to the results
found in this study. At the time of laying, approximately 90% of the eggs are free of
microorganisms and wh en bacteria are present their microbiome reflects the status of
laying hens (Board and Tranter, 1995; Olsen et al., 2017). Any surface post-laying can
be the source of eggshell contamination and according to Board and Tranter (1995) the
main sources are: dust, litter and excreta. This is the reason that is so important to
maintain high standards of hygiene at the farm, to avoid eggshell contamination (after
laying) and re-contamination (after disinfection process).

MALDI-TOF MS allowed identifying a total of 19 bacteria genera in this study

at the genus level (Figure 2).
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Figure 2. The relative frequency of genera in eggshell microbiota according to the

treatments.

Staphylococcus spp. demonstrated to be the main bacterium isolated from

eggshell (Figure 2). Haines (1938) found Bacillus (24%), Achromobacter (19%) and

Micrococcus (18%) as the most abundant bacteria on eggshells. Staphylococcus

represented only 5% of the eggshell isolates, differently from that was found in this

study (37.2%). However, Board and Tranter (1995) stated that Microccus were the most

prevalent bacterium on eggshell and Staphylococcus was also present in low frequency.

On the other hand, Cortés et al. (2004) collected samples at the breeder farm and
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Staphylococcus (77.3%) was the main bacterium isolated from the nest material, which
could explain this genus be the most prevalent bacterium isolated from eggshell surface,
since all the samples were collected directly from the nest.

The microbiota of the eggshell is dominated by Gram positive bacteria (Mayes
and Takeballi, 1983), which may be related with the contamination sources post-laying.
In this experiment, Gram negative and Gram positive bacteria were found in almost the
same frequencies: 54% and 46% respectively. According to Mine et al. (2003), Gram
positive bacteria are more resistant to desiccation, due to the thickness and chemical
composition of their cells walls explaining their higher presence on eggshell surface.
More important than identify all bacteria on the eggshell surface is to identify the ones
that are involved with spoilage. The most common bacteria isolated from rotten eggs
are members of the genera: Alcaligenes, Pseudomonas, Proteus and Aeromonas (Mayes
and Takeballi, 1983). In this study, only Pseudomonas (FF, UV, H20, and DC) and
Alcaligenes were isolated in low relative frequency, which ranged from 1.16 to 5.81%
of the total bacteria isolated (Figure 2), demonstrating the high standards of hygiene at
the breeder farm. Bacteria present on eggshell surface can penetrate the egg through
pores, especially if there is a differential temperature between the egg and the
environment. The results of bacterial invasion could be an embryo contamination, a
lower hatchability and an increased number of rotten eggs in the setters (Berrang et al.,
1999). Besides, when a rotten egg is contaminated by a gas-producing bacterium, it can

explode leading to extensive contamination of others eggs in the setters and hatchers.

Yolk sac. Proteobacteria (67.4%), Firmicutes (31.3%) and Actinobacteria
(3.0%) were the three phyla identified in yolk sac in one-day-old chicks (Figure 3).
Actinobacteria was presented only in FO, H.O2 and, PAA treatments (2.4, 2.5 and 1.9%

respectively).
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Figure 3. The relative frequency of phylos in yolk sac of newly hatched chicks

according to the treatments.

A total of 12 genera were found and Escherichia (32.6%), Enterococcus

(29.5%) and Enterobacter (19.4%) (Figure 4) were the dominant genera with slight

difference among the treatments.
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Figure 4. The relative frequency of genera in yolk sac of newly hatched chicks

according to the treatments.

MALDI-TOF MS was able to identify bacteria at genus level in 87.3%
(227/260) of all isolates. Similar findings were obtained by Karunarathna et al. (2017),
who isolated bacteria from unhatched broiler eggs from two commercial hatcheries
applying mass spectrometry, and 83.1% of the isolates were identified at genus level.
These results demonstrate the potential of MALDI-TOF MS technique to identify
bacteria in different circumstances. For bacteria in eggshell surface, this technique was
able to identify 63.7% (86/135), probably because the database used includes spectra

from relevant bacteria for human and veterinary medicines, leaving aside bacteria
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present in the environment. According to Holl et al. (2016), depending on the quality
and the quantity of the reference mass spectrometry profiles, the identification of
unknown bacteria is not possible and the result occurs as not reliable identification.
Escherichia coli is the most common bacterium isolated from chicks with yolk
sac infection and is a major cause of mortality in broilers during the first week (Cortés
et al., 2004). Corteés et al. (2004) collected samples for bacterial isolation (liver and yolk
sac) from chicks that died during the first week of life. A total of 216 broilers were
sampled and 188 E. coli strains were obtained in which 39.8% (86) were from the yolk
sac. In this study, none of chicks presented clinical signs of yolk sac infection, although,
E. coli was isolated in higher frequency. For future studies, it is interesting to evaluate
mortality on the first week and attempt to correlate it with bacterial isolation.
Karunarathna et al. (2017) demonstrated by MALDI-TOF MS analysis that the
majority of nonviable eggs presented contamination by Enterococcus species (29.7%),
mainly E. faecalis, followed by E. coli (19.5%). These results are in agreement with the
findings of this study in which Enterococcus faecalis (57/67; 85.1%) was the main
Enterococcus species isolated. The others Enteroccus species isolated were: E.
gallinarum (6/67; 8.9%), E. casselifavus (3/67; 4.5%), and E. avium (1/67; 1.5%). The
dominance of E. faecalis in the yolk sac in our study could be explained by the results
of Devriese et al. (1991). The small intestine in one-day-old chicks is connected to the
yolk sac, so it is expected that the most prevalent bacterium found in small intestine be
the same found in the yolk sac. Besides, Devriese et al. (1991) found that the
composition of enterococcal intestinal microbiota varied with the age and E. faecalis
was not isolated in three to four week-old broilers. Although E. faecalis constitute the
dominating bacterium of the intestinal tract in one-day-old chick, a limited number of

types might be associated with extra-intestinal infections, such as: endocarditis
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(Chadfield et al., 2004), arthritis (Landman et al., 1999), and pulmonary hypertension
syndrome (Tankson et al., 2001). Olsen et al. (2012) investigated the transmission of E.
faecalis during of hatching of broiler chicks. They found that 15% of E. faecalis
infection is transmitted vertically and this transmission is five times greater when the

parent flocks were older than 42 weeks.

The two Enterobacter species isolated from yolk sac were E. cloacae (38/44;
86.4%) and E. asburiae (6/44; 13.6%). According to Cortés et al. (2004), of all the
isolated bacteria from dead pipped eggs only 1% was identified as Enterobacter, and
even so, it was E. aerogenes. Kizerwetter-Swida and Binek (2008) identified bacteria
present in yolk sac of chicken embryos and newly hatched chicks. Enterobacter was
found in embryos at 20 days and in chicks three days after hatching but in low relative
frequency, 4% for both. Yet, Eyasu et al. (2017) isolated bacteria from the poultry litter
of five farms and Enterobacter cloacae was detected in 4% of all collected samples. In
this study, the relative frequency of Enterobacter among treatments was higher ranging

from 6.98 to 26.09%.

In the present study, the most abundant bacteria found in eggshell surface and
yolk sac were Staphylococcus and Escherichia coli, respectively. For future studies, it
is important to investigate the efficiency of disinfectants against relevant bacteria for
poultry industry in order to determine the best antimicrobial agent in each situation.
Besides, it is interesting evaluate the microbiota of the chicks and eggs unhatched to

stipulate the ones that are involved with decrease hatchability and chick quality.
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CAPITULO IV - CONSIDERACOES FINAIS

A desinfeccdo de ovos férteis de matrizes pesadas com 70 semanas de idade
utilizando a luz UV-C e a pulverizacdo com acido peracetico reduz a contagem de
micro-organismos aerobicos totais da superficie da casca do ovo, sem prejudicar a
qualidade da casca (espessura e resisténcia), o rendimento de incubacdo e a qualidade
dos pintinhos de um dia de idade.

E importante ressaltar que os ovos utilizados neste estudo foram ovos limpos,
obtidos diretamente do ninho. Por isso, a avaliagdo desses desinfetantes em ovos sujos
nos quais ha matéria organica e, portanto, maior desafio microbioldgico, é fundamental.

A utilizacdo de formaldeido na concentracio de 4,63 g/m® ndo apresenta
resultados satisfatérios na redugdo da contagem de micro-organismos aerdébicos totais e
enterobactérias na superficie da casca do ovo. O 0zbnio também ndo apresentou
resultado satisfatério, provavelmente porgque ainda ndo se estabeleceram a dose e o
tempo de desinfeccdo ideais, fazendo-se necessaria a continuidade dos estudos com este
agente.

A pulverizacdo dos ovos com desinfetantes pode danificar a cuticula da casca e
com isso prejudicar ou ndo o rendimento de incubacao. Portanto, em estudos futuros, é
recomendada a avaliacdo da cuticula da casca.

A microbiota da casca do ovo é heterogénea com predominancia de micro-
organismos ambientais, o que justifica o alto nimero de bactérias ndo identificadas
nesse estudo utilizando a metodologia MALDI-TOF MS, pois essa técnica foi
desenvolvida para a identificacdo rapida de micro-organismos patégenos e, portanto, ha
uma caréncia nos bancos de dados existentes de micro-organismos sem relevancia
clinica. Os micro-organismos identificados no saco vitelino, em sua maioria, diferem
dos encontrados na casca do ovo, o que reforca a importancia de se evitar a re-

contaminacédo apos a desinfeccéo.
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