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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito de diferentes procedimentos de desinfeccdo alternativos a
fumigacdo com formaldeido sobre a reducdo da contagem microbiana da casca, qualidade de
casca, rendimento de incubacdo, qualidade de pintos neonatos e contaminagdo microbiana do
saco vitelinico de pintos de um dia. Um total de 10.080 ovos de galinhas de 42 semanas de
idade, coletados dos ninhos, foi distribuido de maneira aleatoria em delineamento em bloco ao
acaso, entre os seguintes tratamentos: fumigacdo com paraformaldeido (13,33g/m*/20 min),
fumigacéo com ozonio (5-10ppm/20 min), irradiacdo de luz UV-C (254nm; 6,36 mW/cm?; 60
s), pulverizacdo com perdxido de hidrogénio (1,56%; 0,69ml/ovo), pulverizacdo com acido
peracético (0,13%; 0,69ml/ovo), pulverizacdo com agua (0,69ml/ovo; controle itmido) e sem
desinfeccdo (controle seco). Oito amostras com quatros ovos cada foram coletadas para
contagem de Enterobacteriaceae e bactérias mesoéfilas aerdbicas totais presentes na casca dos
ovos antes e apds o momento de desinfeccdo em cada tratamento. Um total de 24 ovos por
grupo foi coletado para avaliacGes da espessura e resisténcia da casca. Ao todo, 1.152 ovos de
cada tratamento foram incubados, em 12 bandejas de 96 ovos cada, para avaliacdo dos
percentuais de perda de dos ovos durante a incubac&o, eclodibilidade, eclodibilidade de ovos
férteis, mortalidade embrionéria (inicial, intermediaria e final), peso dos pintos e percentual
de pintos vendaveis ao nascimento. A avaliacdo das contagens de Enterobacteriaceae e
bactérias mesdfilas aerdbicas totais no saco vitelinico foram realizadas em 13 pintos de um
dia de idade, oriundos de cada tratamento. Nenhuma diferenca significativa entre os grupos
foi encontrada para a contagem de Enterobacteriaceae e bactérias mesofilas aerdbicas totais
na casca dos ovos antes da desinfeccdo (P>0,05). Ap6s a aplicacdo dos tratamentos, a
contagem de Enterobacteriaceae também ndo foi afetada pelos tratamentos (P>0,05).
Somente os ovos dos grupos desinfetados com paraformaldeido e UV apresentaram
significativa reducdo das contagens de bactérias aerobicas totais quando comparados ao grupo
controle e a esses mesmos grupos antes da desinfeccdo (P<0,05), contudo essa reducdo foi
maior (P>0,05) nos ovos fumigados com formaldeido que nos ovos irradiados com luz UV.
Foi observada maior perda de peso nos ovos (P<0,05) pulverizados com peroxido de
hidrogénio, &cido peracético e agua, e auséncia de diferenca significativa (P>0,05) para essa
variavel entre os ovos dos tratamentos formaldeido, ozénio, UV e controle seco. As demais
variaveis avaliadas nesse experimento ndo foram afetadas pelos tratamentos (P>0,05). Por

reduzir a contagem microbiana na casca dos ovos, ndo prejudicar a eclodibilidade, o
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percentual de pintos vendaveis e 0s aspectos microbioldgicos dos pintos de um dia, a luz UV
pode ser considerada um potencial desinfetante substituto ao formaldeido para desinfecgdo de

ovos incubaveis.

Palavras-chave: Gallus gallus domesticus, contagem de bactérias, casca dos ovos, 0zénio, luz
UV, peroxido de hidrogénio, &cido peracético
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ABSTRACT
The present study examined the effect of different disinfection procedures as an alternative to

formaldehyde fumigation on eggshell microbial load, eggshell quality, hatching parameters,
neonate chick quality and yolk sac contamination of day-old chicks. A total of 10,080 nest
clean eggs were collected from a 42-wk-old Cobb commercial breeder flock and randomly
distributed in a complete block design composed by the following treatments:
paraformaldehyde fumigation (13.33 g/m*/20 min; FF); ozone fumigation (5-10 ppm/20 min;
OZF); UV-C light irradiation (254nm ; 6.36 mW/cm? 60 s; UVI); spraying with hydrogen
peroxide (1.56%; 0,69 ml/egg; H,0,), with peracetic acid (0.13%; 0,69 ml/egg; PAA), with
water (0,69 ml/egg; wet control; H,OCONT) and no disinfection procedure (dry control;
DCONT) Eight samples (pool of four eggs each one) from each treatment were collected to
enumerate the presence of Enterobacteriaceae and total aerobic bacteria on the eggshell before
and after the disinfection procedure. A total of 24 eggs per group were collected to evaluate
the eggshell resistance and thickness. A total of 1,152 eggs per treatment were placed in
twelve 96-egg trays to evaluate eggs weight loss during incubation, hatchability, hatchability
of fertile eggs, embryo mortality (initial, medium and late), chick weight and percentage of
saleable chicks at hatch. The counts of Enterobacteriaceae and total aerobic bacteria present in
the yolk sac were performed in thirteen day-old chicks originated from each treatment. No
significant reductions were observed in Enterobacteriaceae and total aerobic bacteria
population on eggshell between groups before the disinfection (P>0.05). After disinfection,
Enterobacteriaceae count on eggshell was not affected by treatments (P>0.05). Only eggs
from UVI and FF groups showed significant reduction (P<0.05) on total aerobic bacteria
count on eggshell when compared to DCONT after disinfection, and compared to the same
groups before the treatments; however, FF group showed greater reduction (P<0.05) than UVI
group. It was observed an increase in egg weight loss in eggs from H,0,, PAA and
H,OCONT (P<0.05) and no statistical difference (P>0.05) for this variable in eggs from FF,
OZF, UVI and DCONT groups. The other variables evaluated in this study were not affected
by treatments (P>0.05). It can be concluded that UVI is a potential alternative to disinfect
hatching eggs, since it decreased bacterial load on eggshell without affecting hatchability, the

percentage of saleable chicks and bacterial load on yolk sac from day-old chick.

Key-words: Gallus gallus domesticus, bacteria count, eggshell, ozone, UV light, hydrogen

peroxide, peracetic acid
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INTRODUCAO

A contaminacdo horizontal de ovos férteis pode levar a baixa qualidade do pinto
neonato e a perdas de producao (Pardon, 1995). Em funcéo do tipo de sistema de producéo
utilizado pela industria avicola, caracterizada pelo grande volume de ovos produzidos e alto
risco de contaminacgdo oriunda do ambiente, torna-se imprescindivel a desinfeccdo de ovos
para producéo de frangos de corte em quantidade e qualidade elevadas.

O géas formaldeido tem sido utilizado durante muitos anos pela industria avicola para a
desinfeccdo de ovos e equipamentos de incubatdrios. Seu uso como agente fumigante foi
provado ser efetivo em destruir microrganismos presentes na casca dos ovos (OIE, 2010).
Contudo, os efeitos adversos associados a sua utilizacdo, principalmente a saude dos
trabalhadores das granjas e incubatdrios, direcionaram grande parte das pesquisas em busca
de métodos de desinfeccdo alternativos (Berrang et al.,, 2000). Ademais, em revisao
sistematica sobre a fumigacdo dos ovos com formaldeido, realizada por Cadirci (2009),
efeitos adversos do uso dessa substincia ao embrido também foram relatados. Por ter
capacidade de difusdo para dentro dos ovos através dos poros, esse gas pode alquilar
componentes celulares, como as bases purinas e pirimidinas presentes no DNA e RNA do
embrido, e levar a morte embrionéaria, principalmente na fase inicial de desenvolvimento
(Cadirci, 2009).

Diversos métodos de desinfeccdo, além da fumigacdo com formaldeido, estdo
disponiveis para uso em ovos incubaveis, como o método de fumigacdo com gas ozénio
(Whistler e Sheldon, 1989; Bailey et al., 1996; Rodriguez-Romo e Yousef, 2005; Braun et
al., 2011), a imersdo e pulverizacdo dos ovos com solugdes desinfetantes (Scott e Swetnam,
1993ab; Bailey et al., 1996; Sander e Wilson, 1999; Cox et al., 2007; Wells et al., 2011) e a
irradiacdo de luz ultravioleta (UV-C) na casca dos ovos (Chavez et al., 2002; Coufal et al.,
2003; Wells et al., 2011). A existéncia de diversos grupos de desinfetantes, com suas
particularidades quanto ao método de aplicacdo utilizado, a concentracdo, ao tempo de
exposicao e a acdo sobre microrganismos da casca dos ovos torna a comparacao entre eles um
processo complexo. No entanto, a avaliagdo dos efeitos de desinfetantes sobre a reducéo da
contagem microbiana da casca, eclodibilidade e qualidade de pintos neonatos podem auxiliar

na escolha do produto ou método alternativo ao formaldeido a ser utilizado.
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Diante do exposto, objetivou-se avaliar o efeito da desinfeccdo de ovos com
formaldeido e outros procedimentos alternativos (gés ozo6nio, radiacdo de luz UV,
pulverizacdo com peroxido de hidrogénio e acido peracético) sobre a reducdo da contagem
microbiana da casca, qualidade de casca, rendimento de incubacdo, qualidade de pintos

neonatos e contaminac¢do microbiana do saco vitelinico de pintos de um dia.
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CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. FORMACAO E COMPOSICAO DO OVO

Ap0s a sintese lipidica pelo figado da galinha e o transporte desses lipidios ao ovario
para incorporagdo no oocito maduro (Speake et al., 1998), a ovulacédo, decorrente também de
especificas alteragdes hormonais pode ocorrer. Como resultado, tem-se a liberacdo do 6vulo
no oviduto, estrutura tubular tortuosa com 80 cm de comprimento nas galinhas em periodo de
maturidade sexual, local esse que permite a formacdo do ovo e sua liberacdo pela cloaca.
Variagdes estruturais distintas em diferentes niveis permitem a subdivisdo do oviduto em
cinco principais partes: infundibulo, magno, istmo, Utero e vagina (Aitken, 1971). Solomon
(1991) também o subdividiu em cinco partes; porém, com algumas distin¢@es: infundibulo,
magno, istmo branco, istmo vermelho ou glandula tubular da casca, e Gtero ou glandula da
casca.

O infundibulo, local de fertilizacdo, é também o lugar de inicio da formacdo da
membrana perivitelinica que circunda a gema. A regido do magno, ou subdivisao secretora de
albumen, caracteriza-se por ser a parte mais longa e conspicua do oviduto que facilmente
distingue-se do infundibulo devido sua cor branca opaca, grande didmetro e marcada
espessura (Aitken, 1971). Os diferentes tipos de glandulas secretoras presentes no magno
permitem a formacdo do albumen, que sera posteriormente caracterizado nessa seccao.
Separado da regido anterior por uma linha transltcida, o istmo (istmo branco) caracteriza-se
pela distinta formacdo morfoldgica, com presenca de glandulas tubulares responsaveis pela
formacdo das membranas (interna e externa) da casca do ovo. Os nucleos mamilares da casca,
centro do inicio da mineralizacdo, também parecem ter origem no istmo ou junc¢do istmo-
uterina (istmo vermelho) (Simkiss e Taylor, 1971). Logo adjacente ao istmo encontra-se o
utero, ou glandula da casca, segmento que possui diametro semelhante a regido anterior, mas,
ap0s um pequeno curso, expande-se para formar uma bolsa na qual o ovo é retido durante
todo o periodo de formacdo da casa (aproximadamente 20 horas). E nessa regido que as
células epiteliais da glandula da casca promovem a pigmentacdo da casca, em virtude da
deposicao de protoporfirina (em ovos de aves domésticas) ou biliverdina (em ovos azuis de
aves silvestres) (Solomon, 2002, Zhao et al., 2006).
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Por fim, para realizar a postura, 0 ovo chega a vagina, regido relativamente pequena
em forma de ‘S’ e sem funcdo na formacgdo da casca; porém, com a singular capacidade de
armazenamento de esperma por meio das glandulas vaginais (Aitken, 1971).

Como pode ser observado, 0 ovo é entdo composto de trés fracdes distintas: gema
(6vulo ou ovo), clara (albumen) e casca (cuticula, exterior calcificado e membranas) (Gilbert,
1971). A gema é circundada por uma membrana vitelina fibrosa, composta pelas camadas
perivitelinicas interna e externa. Caracterizada como um corpo esférico constituido de
multicamadas de gotas lipidicas e granulos proteinaceos e com coloracgdo variando do branco
ao amarelo, a gema consiste de 47,5% de &gua, 33% de lipidios e 17,4% de proteinas.
Carboidratos livres sdo somente 0,2% da gema engquanto 0s componentes inorganicos
representam 1,11% e outros compostos 0,8% (Deeming, 2002). Devido a sua peculiar
composicao, a gema serve como maior fonte nutritiva ao embrido.

O albumen, popularmente conhecido como “clara”, é secretado na regido do magno e
também é constituido de multicamadas estruturadas em diferentes zonas. O albdmen externo é
composto de uma camada fina e fluida, adjacente a membrana que o limita, seguida de uma
camada mais grossa, com consisténcia de gel, que forma o albdmen central, por sua vez,
ligado @ membrana limitante nos polos do ovo. O albimen interno constitui-se de uma
camada fluida e fina que envolve a gema e outra camada viscosa e espessa adjacente a
membrana vitelina que circunda a gema (Deeming, 2002). Pode-se dizer que o albimen de
ovos de galinhas é constituido de 88,5% de agua e 11,5% de soélidos, onde as proteinas
ganham maior destaque e sao representadas principalmente por ovoalbumina, ovotranferrina,
ovomucdide, ovoglobulinas e lisozimas (Deeming, 2002). Além de ser importante fonte de
nutrientes ao embrido, a fracdo proteica do albumen é uma componente chave da defesa
antimicrobiana da gema antes e durante a incubacao. Véarias dessas proteinas séo inibidoras de
enzimas, quelantes de ions essenciais ao desenvolvimento bacteriano e potente bactericida
(Deeming, 2002).

1.1. Formacéo e composi¢ao da casca do ovo

A casca do ovo € essencial para a propagacao ou reproducdo das aves; € uma estrutura
sofisticada, cujas propriedades refletem perfeitamente suas func¢des na reproducdo (Nys et al.,
2004). Essas funcGes sdo basicamente: (a) proteger o conteudo do ovo do ambiente fisico e

microbiano; (b) controlar a troca de agua e gases por meio dos poros durante o
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desenvolvimento extra-uterino no embrido; (c) prover calcio para o desenvolvimento
embrionario, caso o estoque da gema esteja esgotado (Nys et al., 2004).

Considerada como uma camara de desenvolvimento do embrido ou simplesmente um
involucro para protecdo do alimento, no caso dos ovos de consumo, a casca do ovo € um
composto bioceramico, formado pela interacdo equilibrada de fases orgéanicas (3,5%) e
inorganicas (95%) (Fernandez et al., 1997, Nys and Gautron, 2007). Ultraestruturalmente, ¢é
possivel identificar seis camadas distintas. Em contato direto com o albumen encontra-se a
membrana interna da casca, com aproximadamente 20 um de espessura. Entre ela ¢ a parte
calcificada desse composto bioceramico, encontra-se a membrana externa da casca, com 50
pum. Compostas por fibras organicas organizadas em paralelo ao redor do albiimen, as
membranas sdo caracterizadas, por meio de imunohistoquimica, pela presenca de colageno
tipos I, V e X (aproximadamente 10%) e outras proteinas e glicoproteinas contendo ligacdes
cruzadas derivadas de lisina (70-75%) (Arias et al., 1991, Nys e Gautron, 2007, Hincke et al,
2012). A localizacdo e normal conformacdo do coldgeno presente nas membranas da casca
parecem ser essenciais para a ocorréncia de uma calcificacdo normal, visto que 0s
componentes dessa matriz parecem guiar o padrdo topografico da deposicdo de cristais da
casca (Arias et al., 1991, Fernandez et al., 1997). Devido a essa caracteriza¢do, as membranas
atuam como importante barreira contra a penetracdo de microrganismos, além de reterem o
albimen e atuarem na formacdo das outras camadas da casca do ovo (Nakano et al., 2003,
Nys e Gautron, 2007).

A camada mamilar (corpo mamilar ou camada conica), de 70 pm de espessura, é
formada pelas partes basais de colunas calcificadas e cones que penetram na membrana
externa da casca. Os nucleos organicos da camada mamilar, ou “mammillary knobs”,
conectados as fibras dessa membrana e constituidos principalmente de proteoglicanos
queratina-sulfato (Hincke et al, 2012), sdo considerados os sitios de implantagdo nos quais a
deposicao de cristais de carbonato de célcio € iniciada (Nys e Gautron, 2007). Sabe-se que a
distribuicdo desses nucleos sobre a membrana externa na casca esta sob controle genético e
que 0 espacamento entre eles determina o tamanho dos cones mamilares, o formato da
camada palicada e a resisténcia da casca. Na camada mamilar encontram-se também nucleos
chamados de “corpos de reserva de célcio”, que contém microcristais de calcita com formato
esférico que facilita a eventual dissolugdo do mineral e mobilizacdo do calcio pelo embrido
(Fernandez et al., 2001, Hincke et al., 2012). A formacdo dos poros também ocorre ao nivel
da camada mamilar. A medida que o agrupamento de 4-5 ndcleos mamilares vai crescendo,

um espacgo central é deixado, no qual sitios de troca funcionais persistem e se estendem
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através de toda a casca (Solomon, 2010). Devido a mineralizagdo dos cones da camada
mamilar, esses se alongam e gradualmente se unem para formar a base da camada pali¢ada,
completando o primeiro estagio de formacdo da casca (Hincke et al., 2012).

A camada palicada, por sua vez, € constituida de cristais de calcita (carbonato de
calcio), nos quais uma matriz organica (2-3%) apresenta-se incorporada. Com 200 pum, essa
camada representa dois tercos da espessura total da casca e sua formacéo faz parte do segundo
estagio de formacdo desse involucro (Nys e Gautron, 2007, Hincke et al., 2012). Estruturada
por policristais de calcita com crescimento orientado perpendicularmente a superficie externa
da casca a ser formada, a camada palicada apresenta deposicdo de 0,33 g/h de carbonato de
calcio no utero (Hincke et al, 2012), onde a deposicdo da matriz organica também ocorre,
exercendo papel primordial na formacdo da casca. A matriz organica possui tanto funcdo de
controle da cristalizacdo, o que afeta a resisténcia da casca e formato dos cristais formados,
quanto agéo anti-microbiana (Lavelin et al., 2000, Nys et al., 2004, Hincke et al., 2012).

Seguindo a ordem de formacdo da casca, observa-se sua quinta subdivisdo, a camada
de cristal vertical. De comprimento estreito (3-8 pum), essa ¢ uma banda de cristais verticais
alinhados perpendicularmente a superficie externa da casca e de estrutura mais densa que a
camada anterior (Nys e Gautron, 2007, Hincke et al., 2012). Por fim, no ultimo estagio de
desenvolvimento da casca, a cuticula é formada momentos antes da postura e apresenta-se
com aproximadamente 10 um de espessura. Constituida principalmente por material organico
associado a pequenas vesiculas de hidroxiapatita, essa estrutura contém a maior parte dos
pigmentos externos da casca (2/3) e atua como importante barreira antimicrobiana (Nys et al.,
2004, Nys e Gautron, 2007). Apo6s a postura, essa camada seca e fissuras podem ser
observadas por eletromicroscopia. Essas alteragdes pos-postura garantem a troca de gases via

poros (Solomon, 2010).

1.1.1. Acédo antimicrobiana da matriz organica da casca do ovo
Para proteger o embrido contra 0 meio externo ou mesmo manter seu contetldo interno

livre de patdgenos, o ovo apresenta propriedades contra microrganismos na gema (presenca
de IgY), albimen (presenca de IgA oriunda do magno), membranas e também na casca
(Gautron e Nys, 2006). Como descrito anteriormente, a casca apresenta barreiras fisicas com
notdveis propriedades mecénicas capazes de exercer essa prote¢do, mas também um conjunto

de moléculas com potencial acdo antimicrobiana e que séo constituintes da matriz orgénica.
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Como descrito na sessdo anterior, a matriz proteica participa do processo de
cristalizacédo da casca, contribuindo para sua eficiente biomecéanica. De acordo com Nys et al.
(2004), apos inumeros esforcos e utilizacdo de diferentes tecnologias, somente nas Ultimas
duas décadas foi possivel a identificacdo e caracterizacdo dessas moléculas e assim o
reconhecimento de suas funcdes estruturais e microbicidas.

A matriz organica extracelular, presente na camada palicada em maior proporcéo que
na camada mamilar, € composta por proteinas e proteoglicanos e pode ser subdividida em trés
grupos: (1) proteinas que ocorrem em outros tecidos do corpo da ave, (2) proteinas do Utero
Unicas ao processo de formacao da casca e (3) proteinas do albumen (Nys et al., 2004).

Os primeiro e segundo grupos envolvem um conjunto de macromoléculas que estdo
relacionadas unicamente ao processo de mineralizacdo, excetuando-se a Ovocalyxina-25 e
Ovocalyxina-36, pertencentes ao segundo grupo. De acordo com Gautron e Nys (2006), essas
proteinas sdo sintetizadas somente em regides do oviduto, onde a mineralizagdo ocorre, ou
seja, no Utero e istmo vermelho, e sdo especificas a casca do ovo. Ovocalyxina-36 (OXC-36)
e Ovocalyxina-25 (OXC-25) correspondem a um componente de 36 kDa e 25 kDa,
respectivamente, encontrado no fluido uterino, membranas da casca e casca e tém sua
expressdo aumentada durante a entrada do ovo no (tero. Dessa maneira, sdo consideradas
importantes para a formacdo desse involucro. Além dessa caracteristica, estudos
demonstraram  significantes similaridades da OXC-36 a proteinas ligantes a
lipopolissacarideos (LPB); proteinas bactericidas por aumento de permeabilidade (BPI-
possuem propriedade bactericida pela producdo de poros na membrana de micro-organismos
Gram-negativo e neutralizacdo da toxicidade da LPS); e proteinas da familia PLUNC. As
LPB/BPI e proteinas da familia PLUNC sao frequentemente descritas como “proteinas de
defesa de primeira linha” e aparentemente estdo envolvidas na resposta imune inata. Tais
proteinas sdo capazes de se ligarem a porcdo A da parede celular LPS de bactérias Gram-
negativo, 0 que ocasiona sua posterior destruicdo. Logo, a OCX-36 parece contribuir para a
defesa natural do ovo, por meio de protecdo quimica de seu contetddo, particularmente no
limen distal do oviduto, onde a casca é formada (Gautron e Nys, 2006). Quanto a OCX-25,
andlises de sequenciamento revelaram a presenca de dois dominios encontrados em inibidores
de protease (dominio tipo-WAP e motif inibidor de tripsina pancredtica Kunitz),
conhecidamente responsaveis por regular a atividade de proteases serina. Dessa maneira,
sugere-se que presenca de OCX-25 pode interferir na atividade de proteases bacterianas
necessarias para adesdo e infectividade do patdgeno ao ovo em formacdo (Gautron e Nys,
2006).
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Contudo, é no terceiro grupo que se destaca a presenca de proteinas com o
reconhecido papel de protecdo quimica durante o desenvolvimento embrionario.
Ovoalbumina, ovotransferrina e lisozima sdo as proteinas em maiores quantidades no
albumen e podem chegar via difusdo por meio do limen do oviduto ao local de formacéo da
casca, além de serem comprovadamente sintetizadas no uUtero (Nys et al., 2004).
Ovotransferrina e lisozima séo capazes de modificar a morfologia dos cristais de calcita in
vitro, 0 que sugere a participacdo dessas proteinas no controle da formacgédo do carbonato de
calcio; porem, suas funcBes antimicrobianas, juntamente com as da ovoalbumina,
permanecem descritas como primordiais (Nys et al., 2004).

Ovoalbumina foi a primeira proteina do albimen revelada na matriz organica da casca.
Sua presenca no fluido uterino é predominante no primeiro estagio de formacéo da casca e foi
localizada na camada mamilar (Nys et al., 2004). De acordo Huntington e Stein (2001), a
ovoalbumina ndo apresenta atividade inibidora de protease e sua fungdo ainda é desconhecida.
A lisozima e a ovotranferrina séo encontradas principalmente nas membranas da casca e, em
menor quantidade, nos nucleos organicos da camada mamilar. A lisozima é considerada fator
chave para a defesa natural do ovo contra agressdo bacteriana. Suas propriedades
antibacterianas relacionam-se com sua capacidade de hidrolisar 1,4-betaligac6es entre acido
N-acetilmurédmico e residuos de N-acetil-D-glucosaminas presentes nos peptideoglicanos de
bactérias Gram-positivo. Ja a ovotransferrina esta envolvida no transporte de ferro e atua
como importante fator de protecdo contra a deterioracdo do albUmen por bactérias gram-
negativas. A sua interacdo com membranas de bactérias Gram-negativo e Gram-positivo

também confere a essa proteina caracteristicas anti-microbianas (Gautron e Nys, 2006).

2. PENETRACAO E COLONIZACAO DA CASCA POR MICRORGANISMOS

2.1. Vias de infecgdo dos ovos
Os ovos podem ser contaminados por microrganismos internamente e na superficie

externa da casca. A contaminacao interna pode ser resultado da penetracdo através da casca
ou por contaminacédo direta do conteudo do ovo antes da postura, devido infeccdo dos 6rgéos
e trato reprodutivos (Gantois et al., 2009). Essa ultima foi definida por De Reu et al. (2006)
como resultado da transmisséo vertical ou transovariana de microrganimos. Timoney et al.
(1989) demonstraram que a inoculagdo oral de 10° células de Salmonella enterica sorovar
Enteritidis em galinhas de postura produzia a infeccdo do trato reprodutivo e,
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consequentemente, a infeccdo de 10% dos ovos produzidos, resposta caracteristica da
transmissao vertical. Assim como a contaminagdo sistémica pode levar bactérias a colonizar o
trato reprodutivo da galinha, a infeccdo ascendente, via cloca, também podem originar tal
colonizacdo e assim favorecer a transmissdo vertical de microrganismos aos ovos (Gantois et
al., 2009). Board e Tranter (1995) distinguem trés rotas de infec¢do do ovo: (1) transovariana,
quando a gema ¢é infectada enquanto ainda esta ligada ao ovario; ovidutal (2), quando a
membrana vitelinica e/ou albumen sdo contaminados ao passar pelo oviduto e (3) trans-casca,
quando alguns fatores levam bactérias a translocar da camada externa para a interna da casca.
A transmissdo horizontal, ou tran-casca, é descrita entdo como a exposicdo do ovo ao
ambiente contaminado, que também pode resultar na penetracdo de agentes microbianos pela
casca. Apesar da importancia dada a contaminacdo microbiana do trato reprodutivo de
galinhas, que pode levar a alteracbes e contaminacdo do ovo e pinto de um dia, bem
evidenciado no caso das origens de infeccdes alimentares® (Hiett et al., 2002, De Reu et al.,
2006, Gantois et al., 2009), a transmissao microbiana horizontal é tida como principal via de

contaminacdo e deterioracdo dos ovos de galinhas reprodutoras e de postura.

2.2. Tipos de microrganismos
Os ovos provavelmente recebem sua primeira contaminag¢do microbiana ao passar pela

cloaca e, a partir de entdo, qualquer superficie em contato com os ovos pode levar a
contaminacédo (Board e Tranter, 1995). A microbiota da casca de ovos de galinhas é dominada
por bactérias Gram-positivo, oriundas, na sua maioria, da poeira, solo e fezes (Tabela 1)
(Board, 1966, Board e Tranter, 1995). Apesar de na Tabela 1 ser observada maior quantidade
de bactérias Gram-negativo descritas pelos os autores, esses justificam a ocorréncia de maior
frequéncia para bactérias Gram-positivo que para Gram-negativo na casca dos ovos. Além de
bactérias citadas na Tabela 1, Al-khalaf et al. (2010) identificaram ainda, por meio de swab da

casca, as bactérias Klebsiella pneumoniae e Enterobacter cloacae.

! Envolvida na maioria dos casos de salmoneloses de origem alimentar, Salmonella Enteritidis (SE) é uma das
bactérias cuja transmissdo ao ovo pode ocorrer devido a contaminagdo dos 0rgdos reprodutivos das galinhas,
assim como pela contaminacéo da casca (De Reu et al., 2006, Gantois et al., 2009). Seguindo 0 mesmo padréo de
contaminagdo, Hiett et al. (2002) demonstraram a presenca da bactéria Campylobacter no trato reprodutivo de
galinhas reprodutoras de 61 semanas de idade e positivas para presenca dessa bactéria nas fezes.
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Tabela 1. Tipos de microrganismos presentes na casca de ovos de galinhas

Género Frequéncia de ocorréncia® Coloragdo Gram
Streptococcus + Positivo
Staphylococcus + Positivo
Micrococcus ++ Positivo
Sarcina + Positivo
Arthrobacter + Positivo
Bacillus + Positivo
Pseudomonas + Negativo
Acinetobacter + Negativa
Alcaligenes + Negativo
Flavobacterium + Negativo
Cytophaga + Negativo
Escherichia + Negativo
Aerobacter + Negativo
Aeromonas * Negativo
Proteus + Negativo
Serratia + Negativo

# Presenca: *ocasionalmente, +na maioria dos ovos, mas em pouca quantidade, e ++ sempre presente e em
grande quantidade. Adaptado de Board e Tranter (1995).

De acordo com Board e Tranter (1995), a predominancia de bactérias Gram-positivo
deve-se a sua capacidade de tolerar condices ambientais secas. Board (1966) relatou que
apesar de essas bactérias serem predominantes, uma infeccdo mista com bactérias Gram-
negativo parece ser tipica em ovos visualmente podres e contaminados, além de
frequentemente serem detectadas no contetdo de ovos férteis (Tabela 2). De acordo com
Cook et al. (2005), apesar da diversidade de microrganismos da microbiota da casca, somente
certos grupos parecem ser importantes no processo de infeccdo. Pseudomonas spp. e fungos
podem digerir a camada cuticular, destruir as propriedades da casca resistentes a agua e
aumentar o niamero de poros ndo cobertos disponiveis para a transmissdo microbiana trans-
casca (Cook et al., 2005). Os autores também destacam que a contaminagdo do albimen e
gema deve-se a variedade de micro organismos saprofitos como fungos, cocos Gram-positivo

e bactérias Gram-negativo entéricas e fermentativas.
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Tabela 2. Tipos de bactérias encontradas em ovos apodrecidos

Microrganismo Frequéncia de ocorréncia® Coloracdo Gram
Pseudomonas aeruginosa + Negativo
Pseudomonas fluorescens ++ Negativo
Pseudomonas putida ++ Negativo
Xanthomonas maltophilia + Negativo
Flavobacterium + Negativo
Alcaligenes ++ Negativo
Acinetobacter * Negativo
Enterobacter cloacae + Negativo
Cytophaga + Negativo
Aeromonas + Negativo
Proteus ++ Negativo
Escherichia ++ Negativo
Hafnia + Negativo
Citrobacter + Negativo
Bacillus + Positivo
Micrococcus * Positivo
Serratia ++ Negativo
Streptococcus + Positivo
Arthrobacter * Positivo

®Presenca: +somente em raras ocasides, + infrequentemente, ++ comumente.
Adaptado de Board e Tranter (1995).

Board e Tranter (1995) afirmaram que grande parte dos organismos encontrados em
ovos contaminados internamente: Alacaligenes, Acinetobacter, Pseudomonas, Serratia,
Enterobacter cloacae, Hafnia, Citrobacter, Proteus e Aeromonas. Segundos esses autores,
uma variedade desses organismos foi recuperada em ovos apodrecidos oriundos de todas as
partes do mundo e durante um periodo em que a producdo tornou-se mais tecnificada. Os
autores consideram que mesmo com existéncia de algumas mudancas de nomenclatura e
taxonomia, a variedade de microrganismos permaneceu similar durante os anos, o que
implicaria em propriedades intrinsecas ao ovo serem determinantes para a sele¢do de bactérias
produtoras de podriddo. Fatores seletivos para esses tipos de bactérias favoreceriam o

crescimento de organismos que tem uma reagdo negativa para a coloracdo de Gram, requisitos
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nutricionais relativamente simples e, em algumas delas, habilidade de se desenvolver em
baixas temperaturas (Board e Tranter, 1995). Algumas alteragcdes no ovo devido a presenca de
determinadas bactérias no seu interior séo descritas na Tabela 3.

Bolores parecem ser menos importantes que bactérias para causar podriddo em ovos.
Em condigdes de alta umidade, a casca pode ser envolvida em micélio e hifas podem penetrar
pelos poros (Board e Tranter, 1995). O seu crescimento na membrana da casca é sempre
associado com o gelatinizacdo do albumen e, as vezes, com o rompimento da membrana
vitelinica (Board e Tranter, 1995).

Tabela 3. Alteragdes ocorridas em ovos contaminados com culturas puras

Organimos Atributo metabdlico Alteracédo Tipo de
1 2 3 4 5 6° podriddo
Proteus spp. + + - - - - Gema marrom escura de Negratipo 2

aspecto granular; albumen

marrom escura

Aeromonas + + + - - - Gemaenegrecida e escura; Negratipo 1
liquefaciens albdmen cinza liquefeito

Enterobacter (+) +) + - - - Gema incrustada com Creme

spp. material Cremoso e

ocasionalmente salpicada

com pigmento verde-oliva
Serratia (+) - + + - - Albimen manchado de Vermelha
marcescens vermelho; gema envolta

em material cor creme
Pseudomonas + + - (#) - - Gema gelatinosa e de cor Verde
maltophilia ambar com listras verde-

oliva; odor parecido com

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

envolta com material cor
creme

Pseudomonas - - - - + - Albdmen com pigmentos Verde
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putida verdes fluorescentes fluorescente
Pseudomonas - - - - 4+ - Albdmen com pigmentos Azul
aeruginosa azuis fluorescentes fluorescente
Flavobacterium - - - + - - Pigmentacdo amarela Amarelo
Cytophaga formada na membrana no

local de crescimento

microbiano
Outros - - - - - + Apesardelargas Sem cor
Enterobacter e populacoes se
Alcaligenes spp. desenvolverem, nao

existem alteracGes
microscdpicas na gema e

albumen

&1, protedlise; 2, producdo de H,S; 3, lecitinase; 4, pigmento solGvel; 5, pigmento insoldvel; e 6, negativo em
todos esses testes. Paréntesis indicam que apesar de 0 organismo possuir esse atributo, ndo existe evidéncia que
isso contribua para a podriddo de um ovo.

Adaptado de Board e Tranter (1995).

2.3. Curso da infeccéo
Boad e Tranter (1995) afirmaram que o bem-estar do embrido ndo pode ser assegurado

por nenhum dos componentes do ovo em separado, sendo plausivel a discussao, em termos de
ecologia, sobre harmonia entre tais componentes. Varios fatores parecem estar ligados a
penetracdo de microrganismos, o que os autores e Messens et al. (2005) caracterizaram como
fatores extrinsecos e intrinsecos ao ovo e detalhados na proxima secao.

Apos a postura, a casca adquire infeccdo oriunda de todas as superficies com as quais
faz contato e a extensdo da infeccdo esta diretamente ligada com a limpeza dessas superficies.
De acordo com Board e Tranter (1995), a infiltragdo de microrganismos pela casca ocorre de
maneira passiva e pode levar a sua deposi¢cdo nas membranas da casca, ou proximas a elas.
Uma aproximagdao de 15 a 20 um dos microrganismos a essas membranas associada a
presenca de &gua, poderia favorecer o crescimento microbiano dentro do ovo (Board e
Tranter, 1995). Os autores descreveram um estudo no qual a colonizagdo das membranas da
casca foi caracterizada pela selecdo de microrganismos mais adequados ao ambiente,
inicialmente bactérias Gram-positivo, mas seu numero foi diminuindo gradualmente durante a

incubacdo, com o aumento do nimero de Gram-negativo. Poucos microrganismos foram
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recuperados do albumen até o inicio do seu apodrecimento e entre diversas bactérias Gram-
negativo somente uma foi capaz de contribuir para maior contaminacdo desse componente do
ovo, mesmo com a formacéo do consércio dessa bactéria e outras linhagens na membrana da
casca. Os autores sugeriram que, com as evidéncias disponiveis na literatura, a selecao
favoreceria microrganismos com requisitos nutricionais simples e que, dentro desse grupo de
organismos com essa caracteristica, a taxa de crescimento dentro do ovo seria 0 determinante
final para a viabilidade de um organismo retido pelas membranas da casca (Board e Tranter,
1995). A presenca de substancias inibitdrias, como a lisozima, a escassez de ferro disponivel e
o0 elevado pH torna o albimen uma excelente defesa contra bactérias. Dessa maneira, 0
crescimento bacteriano é fraco ou quase nulo, sendo necessario aos microrganismos
alcancarem a gema para a infeccdo prosperar (Grijspeerdt et al., 2005).

Em condi¢des comerciais de armazenamento em temperatura ambiente, existe um lag
de dez a 20 dias ap0s a penetracdo de microrganismos na casca para a ocorréncia de grande
namero de organismos no albumen (Board e Tranter, 1995). Nesse momento, alteragdes
macroscopicas da gema e/ou albimen sdo evidentes quando bactérias produtoras de podridao
estdo presentes. Anteriormente, pensava-se que a multiplicacdo bacteriana, levando a uma
extensa contaminacéo do albimen, era atribuida a chance de colisdo entre contaminantes do
albimen e a superficie da gema ou a unido da gema e membrana da casca, criando um nicho
para o crescimento microbiano. Nos ultimos anos, foi relatada a existéncia de uma resposta
quimiostatica que direcionaria 0 movimento de certas bactérias em direcdo a superficie da
gema (Board e Tranter, 1995). Grijspeerdt et al. (2005) descreveram que 0 sucesso do alcance
de bactérias a gema também estaria relacionado as respostas quimiostaticas a nutrientes que

difundem para fora da gema.

3. FATORES QUE AFETAM A PENETRACAO MICROBIANA NA CASCA
DOS OVOS

3.1. Fatores intrinsecos
De acordo com Samiullah et al. (2013), ovos com boa qualidade de casca sdo menos

propicios a penetracdo bacteriana. Caracteristicas da casca, como sua espessura total e de suas
camadas (mamilar, palicada, cuticular), distribuicdo de poros e distribui¢do ultraestrutural da
camada mamilar tém demonstrado influenciar a qualidade da casca e a facilidade de

penetracdo microbiana (Samiullah et al., 2013).
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Sauter e Petersen (1969) relataram a maior penetracdo de Pseudomonas fluorescens
em ovos de baixa qualidade de casca. Ao utilizar a gravidade especifica (GE) do ovo, variavel
que apresenta relacdo direta com o percentual de casca, 0os autores demonstraram que a
penetracdo bacteriana foi significativamente maior em ovos com menores valores de GE. A
incidéncia de deterioracdo para ovos com 1.085, 1.077 e 1.070 de GE correspondeu a 6,3,
19,4 e 29,1% durante um periodo de oito semanas de estocagem. Sauter e Petersen (1974)
também demonstraram a maior incidéncia de penetracdo de Salmonella spp. pela casca em
ovos com baixos valores de GE. Os autores relataram contaminacdo meédia de 47,5% de
varios tipos de salmonela utilizando ovos de baixa qualidade de casca (GE= 1.070) e 21,4% e
10,0% para ovos com qualidade intermédiaria (GE=1.080) e alta (GE=1.090). Berrang et al.
(1998) avaliaram a influéncia do peso do ovo, GE, condutancia e idade de matrizes sobre a
habilidade da penetracdo de Salmonella enterica sorovar Typhimurium pela na casca e
membranas. Esses autores relataram que as variaveis relacionadas a qualidade de casca ndo
mudaram consideravelmente em relacdo a idade do lote, mas que os padrdes de penetracdo da
bactéria variaram, indicando que outros fatores, além dos parametros de qualidade da casca
avaliados, estariam envolvidos na penetracdo bacteriana. O papel central das membranas da
casca na exclusdo de bactérias do interior do ovo pode ser uma possivel explicacdo para 0s
resultados encontrados nesse trabalho (Berrang et al., 1998).

Pequenos defeitos na casca podem prover meios para bactérias predominantes na
superficie penetrarem e alcancarem o conteudo dos ovos (De Reu et al., 2006). A
translucéncia foi relatada como sendo um defeito da casca causado por nlcleos organicos da
camada mamilar irregulares, ocorridos, provavelmente, devido & fusdo de diversos nucleos
mamilares durante as fases iniciais de formacdo da casca (Bain et al., 2006). A ocorréncia de
translucéncia na casca também foi associada com maior penetracdo bacteriana (Chousalkar et
al., 2010). Samiullah et al. (2013) avaliaram os efeitos da qualidade de casca sobre a
capacidade de penetracdo de Salmonella Infantis em ovos de poedeiras comerciais e para isso
avaliaram a translucéncia e a espessura da casca. A primeira apresentou associacdo positiva
com a penetragdo microbiana, ou seja, quanto maior o escore de translucéncia, maior a
incidéncia de penetracdo da bactéria. Ja a espessura de casca ndo influenciou o padrdo de
penetracdo bacteriana na casca, o que também foi observado por De Reu et al. (2006). De
acordo com De Reu et al. (2006), a comparacdo de resultados em diferentes estudos sobre a
penetracdo bacteriana pode ser conflituosa pois a maioria das pesquisas sdo antigas e existem

marcadas diferencas na alimentagdo, idade e criagdo da aves, metodologia nos trabalhos,
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forma de mensuracéo das caracteristicas da casca, viabilidade das bactérias inoculadas entre
outros que podem afetar os resultados.

Como descrito anteriormente, 0s poros da casca Sdo essenciais para a troca de gases
entre 0 meio interno e externo do ovo, 0 que garante o desenvolvimento embrionario.
Contudo, pesquisas indicam que por via poros , a transmissdo microbiana horizontal pode
levar & contaminacdo interna do embrido e com isso contaminar varios outros pintos,
principalmente no momento da eclosdo nos incubatorios comerciais (Berrang et al., 1999).
Com dimensdes superiores ao tamanho das bactérias, os poros da casca podem variar de 6 a
65 um de didmetro e sdo alvo de estudo sobre a correlacdo entre a sua quantidade e
penetracdo de microrganismos no ovo. Haigh e Betts (1991) demonstraram que a penetracéo
bacteriana é maior no polo rombo do ovo, onde ha maior nimero de poros, comparado a
ponta fina. De Reu et al. (2006) avaliaram a infeccdo do ovo por sete bactérias
(Staphylococcus warneri, Acinetobacter baumannii, Alcaligenes spp., Serratia marcescens,
Carnobacterium sp., Pseudomonas sp. e Salmonella Enteritidis) via casca em o0vos
produzidos por galinhas de 34, 46, 60, 69 e 74 semanas de idade. Apesar de demonstrarem a
ocorréncia de porcentagem penetracdo bacteriana quase constante durante todo o periodo
estudado (30, 39, 41, 33 e 37%, respectivamente), os autores ndo encontraram influéncia do
namero de poros, nem da espessura da casca, sobre a penetracdo desses microrganismos nos
ovos testados. Os estudos de Hartung e Stadelman (1963) e Berrang et al. (1998) também
corroboram a afirmativa que a penetracdo de bactérias ndo depende do nimero de poros da
casca. Diferencas entre as conclusfes quanto a existéncia de correlagdo positiva entre essas
variaveis pode ser explicada pelo fato de nem todos os poros penetrarem a espessura da casca
por completo (De Reu et al., 2006). Para Solomon (2010), o ingresso de bactérias na casca do
ovo pode também estar relacionado a desigualdades naturais da camada cuticular e alteracGes
no alinhamento da camada mamilar, resultando na formacdo de novas passagens para
penetracdo bacteriana e corroborando a ideia de que a penetracdo bacteriana ndo é dependente
do nimero de poros. Em vista desses resultados, Solomon (2010) apontou para a cuticula per
se como fator contribuinte para a defesa fisica e, possivelmente, quimica da casca e ponderou
sobre a utilizagdo de selegdo genética para essa espessura cuticular a fim de aprimorar a

atividade protetora dessa camada.
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3.2. Fatores extrinsecos
Em um trabalho que durante um periodo de seis meses estudou a relagdo entre

determinadas condi¢fes ambientais e contaminacdo bacteriana na casca de ovos férteis,
Graves e MaclLaury (1962) demonstraram que o aumento da temperatura e umidade
atmosférica favoreceu a invasdo bacteriana na casca. Ao encontrarem correlagdo positiva e
significativa entre o aumento de temperatura e umidade absoluta do ambiente e aumento da
contaminacgéo da casca por Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus fecali,
bactérias selecionadas para o estudo, os autores concluiram que manter o ambiente de postura
frio e seco é uma pratica que deve ser seguida para controle da contaminacdo microbiana.
Board (1966) afirmou que sob condigBes normais de armazenamento, a multiplicagdo
bacteriana na casca dificilmente ocorre. O autor relatou que em ambientes limpos e ndo muito
umidos a sobrevivéncia de microrganismos € prejudicada. Resultados encontrados por Braun
et al. (1999) evidenciam também o efeito de maior penetracdo de Salmonella Enteritidis no
ovo com aumento da temperatura e umidade relativa. Em relacdo a multiplicacdo bacteriana
dentro do ovo, Pinto et al. (2009) demonstraram que altas temperaturas (30°C) podem
favorecer o crescimento de S. Enteritidis até mesmo no albimen, meio com muitas
propriedades antimicrobianas. Os autores, contudo, afirmaram que esse padrdo de crescimento
ndo é comum a todas as bactérias da familia Enterobacteriaceae, ja que, no mesmo estudo, E.
coli apresentou baixa viabilidade em altas temperaturas nesse meio.

Cuidados para evitar a condensacdo da agua ao redor dos ovos quando esses sdo
retirados de ambiente refrigerados e colocados em temperatura ambiente sdo necessarios a fim
de diminuir o risco de contaminacdo (Berrang et al., 1999). A presenca de agua ou outros
liquidos na casca, principalmente na existéncia de diferenga de temperatura entre 0 ovo e 0
ambiente sdo outros importantes fatores que podem contribuir para a contaminagdo do ovo.
Berrang et al. (1999) descreveram que no momento da postura, 0 ovo apresenta-se mais
quente que o ambiente, j& que a temperatura corporal da galinha é 42°C. Dessa maneira, 0 0v0
tende a se resfriar e isso causa uma contracdo de seu contetdo, que tende a formar uma
pressdo negativa dentro do ovo e arrastar bactérias presentes na superficie da casca ou no
ambiente para seu interior, caracterizando dessa forma a contaminacao trans-casca (Board,
1966, Berrang et al., 1999). Em um estudo sobre a porosidade inerente ao ovo, Haines e
Moran (1940) descreveram que a imersdao de ovos, logo apds a postura, em solucdo de
bactérias com temperatura inferior a esses ovos levava a uma maior incidéncia de
contaminacdo, o que creditaram a forcas de succdo devido a diferenca de temperatura.

Seguindo essa teoria, Berrang et al. (1998) demonstraram que a imersdo de ovos previamente
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aquecidos a 42°C e mergulhados em solugdo de Salmonella Typhimurium, com concentragdo
de 10* células por mililitro a 25°C, levou a contaminacéo interna dos ovos testados. De
acordo com Cook et al. (2003), a presenca de agua parece ser essencial para a transmissao
trans-casca, pois ela provem condigdes necessarias para crescimento microbiano na casca e
pode funcionar como meio transportador de microrganismos através dos poros. Quando agua
suficiente esta presente, algumas espécies microbianas podem digerir a cuticula e com isso
aumentar o nimero de poros sem protecdo, o que facilita a penetragdo de patdégenos no ovo
(Cook et al., 2003).

A quantidade de microrganismos presentes no ovo também é outro fator a se
considerar para gerar contaminacdo. Gast e Holt (2000) relataram que um crescimento de S.
Enteritidis no albimen foi maior e significativo em in6culo de 150 células quando comparado
ao indéculo de 15 células, durante um periodo de incubacdo de dois dias a 25 °C. Messens et
al. (2005) e De Reu et al. (2006) também relataram que o aumento do numero de
microrganismos na casca levou ao aumento do risco de penetracdo microbiana nessa estrutura
e contaminagdo do contetdo do ovo. Diferentemente, Samiullah et al.(2013) ndo encontraram
relacdo entre dose de inoculacdo de bactéria e carga bacteriana na casca. Essa diferenca de
resultado pode ser devido a diferentes cepas de microrganismos utilizadas em cada trabalho.

Em relacdo ao tempo de armazenamento, a contagem microbiana ao longo do tempo
parece estar fortemente associada as condi¢fes de armazenamento (temperatura e umidade
relativa). Apesar de avaliarem a contaminagdo em ovos de consumo, Gentry e Quarles (1972),
Jones et al. (2004), De Reu et al. (2005) demonstraram que diferentes temperaturas, umidade
e tempo de armazenamento podem afetar a contagem de microrganismos na casca. Gentry e
Quarles (1972) relataram que apds um dia de armazenamento a 4°C nenhuma mudanca
significativa no numero de bactérias foi observada em comparacdo com o numero de
organismos observados na casca no dia de producdo. Contudo, apds sete dias de
armazenamento, o numero de bactérias viaveis foi somente de 10%, demonstrando que baixas
temperaturas podem dificultar a viabilidade bacteriana. Jones et al. (2004), por sua vez,
demonstraram que ovos inoculados na casca com Pseudomonas fluorescens e/ou Salmonella
Enteritidis em concentracdo de 10° ufc/ml e estocados em ambiente a 26°C e 90+ 5% de UR
por 30 dias apresentaram aumento dos niveis de contaminagdo da casca ao longo do tempo. Ja
De Reu et al. (2005) relataram que num periodo de armazenamento de 14 dias em condigdes
ambientais normais (temperatura ndo informada, mas 50% de umidade relativa do ar) ou
refrigeradas (85% UR a 5 °C), a contagem de bactérias aerdbicas totais permaneceu similar

com o passar do tempo. Segundo esses autores, somente foi observado reducéo significativa
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para a contagem total de bactérias Gram-negativo ao longo do tempo nos grupos de ovos
armazenados em umidade relativa do ar baixa (UR de 50%, temperatura ndo informada),

sendo creditado a UR baixa, a causa para essa redu¢cdo do niumero de microrganismos.

4. METODOS PARA MENSURAR A PENETRACAO BACTERIANA NO OVO

Berrang et al. (1999) relataram uma série de métodos considerados relevantes para
avaliar a penetracdo bacteriana no ovo. Para isso, 0s autores dividiram o tdpico em métodos
de avaliacdo com foco na casca e membranas da casca e somente nas membranas.

Dentre as metodologias utilizadas para mensurar a penetracdo bacteriana na casca, 0
trabalho de Williams e Whittemore (1967) é descrito como exemplo de teste para mensurar a
invasdo bacteriana em condi¢fes de contaminacdo fecal simulada. Esse método consiste em
colar um pequeno pedaco de tubo de aluminio na area de interesse e preenche-lo com fezes
esterilizadas da ave. As fezes, em seguida, podem ser inoculadas com microrganismos
selecionados. A penetracdo é demonstrada por meio da cultura do microrganismo recuperado
no interior do ovo. O ovo é esvaziado e a parte interna da casca (ou casca e membranas) é
amostrada com swab. Berrang et al. (1999) afirmam que tal método é excelente para exame de
areas especificas da casca, mas se torna laborioso se o interesse for avaliar o ovo todo ou
grande nimeros de amostras.

O método de Board e Board (1967) é descrito como capaz de testar rapidamente a
penetracdo bacteriana em toda a superficie do ovo. Ovos intactos sdo submetidos a desafio
com diferencial de temperatura positiva por meio de imersdo em suspensdo de células
bacteriana com temperatura mais fria. Apds secagem, os ovos sdo esvaziados e preenchidos
com meio de cultura para crescimento microbioldgico com adicdo de cloreto de 2,3,4-trifenil
tetraz6lio. Em condicdes de reducdo dessa substancia, realizado pelo crescimento bacteriano,
ocorre a formacdo de formazan, que possui cor vermelha. Ap6s o meio de cultura ficar
endurecido, o ovo é selado com parafina e incubado para permitir crescimento bacteriano. Por
meio de ovoscopia, pontos vermelhos podem aparecer através da casca. Adaptacdo desse
método foi utilizado por De Reu et al. (2006) para mensurar a penetracdo bacteriana na casca.
Apbs esvaziar o ovo, uma limpeza do seu interior foi realizada com agua destilada a fim de
remover o albumen. O ovo foi preenchido com sddio fundido (50°C), 25 ppm de
estreptomicina, 50 ppm de cicloheximida e 0,1% de cloreto de 2,3,4-trifenil tetrazolio. A
adicdo de estreptomicina ao &gar garante que somente bactérias resistentes a esse composto

sejam habeis para crescer nesse meio, impedindo o crescimento de competidores presentes na
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microbiota natural na casca. J& a adi¢cdo de cicloheximida foi adicionada com intuito de
prevenir o crescimento de leveduras e mofos (De Reu et al., 2006).

Outra metodologia descrita por Berrang et al. (1999) refere-se ao trabalho de Chen et
al. (1996). O método consiste em testar ovos intactos utilizando cepa luminescente de
Salmonella Enteritidis. Apds inocular ovos por meio de imersdo em cultura luminescente da
bactéria, os ovos sdo selados em um saco de plastico com substrato de luciferase. A
luminescéncia poderia ser detectada através da casca por meio de um sistema de imagem.
Berrang et al. (1999) afirmaram que tal método poderia ser promissor pois 0S 0voS Nnao
precisariam ser quebrados ou abertos durante o teste de penetracdo da bactéria.

Uma alternativa a utilizagdo de culturas de bactérias, descrita por Berrang et al.
(1999), seria a utilizacdo de um método desenvolvido por Kim e Slavik (1996). Esses ultimos
desenvolveram um teste indicador no qual um corante azul é aplicado aos ovos. A penetracdo
foi avaliada por meio da deteccdo de manchas azuis nas membranas abaixo da superficie da
casca e esteve correlacionada positivamente com a penetragdo de Salmonella sp. no ovo.

Outra metodologia para avaliacdo da penetracdo no ovo inteiro é descrita e utilizada
por Samiullah et al. (2013) e Gole et al. (2014). O método descrito consiste em, inicialmente,
mergulhar os ovos a serem testados em solucdo de etanol 70%, por um tempo que varia de 30
a 60 segundos e em seguida deixa-los secar em cabine biossegura por 10-15 minutos. Os ovos
sdo entdo imersos nas solugdes da bactéria com concentragfes conhecidas e a serem testadas
por aproximadamente 60 a 90 segundos. Depois da inoculacdo, os ovos sdo incubados em
temperaturas variando de 20 a 37°C por 21 dias para em seguida ser realizado o isolamento do
microrganismo.

A avaliacdo de penetragdo somente das membranas foi estudada por Lifshitz et al.
(1964). Ao esvaziar o contetdo e removerem a casca da extremidade larga do ovo, esses
autores conseguiram isolar as membranas intactas. O ovo foi colocado em uma suspensédo
bacteriana e o interior preenchido com caldo esterilizado. Culturas periddicas do caldo foram
utilizadas para determinar a extens@o da penetragdo bacteriana.

Berrang et al. (1999) também citaram o método desenvolvido por Wong et al. (1997),
gue examina a membrana da casca microscopicamente ap6s imersdo dos ovos em suspensao
de Salmonella spp. Um microscépio confocal de varredura a laser foi utilizado para visualizar
a bactéria dentro da malha da membrana externa da casca. Com um anticorpo especifico a
Salmonella conjugado com um quimico produtor de cor, 0 método pode permitir a detec¢cdo

de penetracdo bacteriana sem a necessidade de cultura do organismo.
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5. DESINFECCAO DE OVOS

5.1. Importancia da desinfeccao de ovos
Maximizar a eclodibilidade dos ovos e qualidade dos pintinhos neonatos é um passo

crucial para melhorar a producéo de frangos de corte. Reduzir a carga microbiana da casca de
ovos pode ajudar a diminuir a incidéncia de infec¢fes bacterianas nos embrides e pintos
neonatos (Fazenko et al., 2009).

Como o sistema de alojamento de matrizes de frangos de corte no Brasil é realizado
principalmente em camas, a producédo de ovos férteis é constantemente desafiada com o risco
de contaminagdo microbiana da casca. Quarles et al. (1970) relataram que a contagem de
bactérias aerdbicas na casca pode ser 20 a 30 vezes maior em sistema de producdo em cama
gue em sistemas de gaiolas em suspensao, sendo a presenca de bactérias coliformes nos
embrides e pintos também relacionada com a sua concentracdo no ar dos galpdes. Berrang et
al. (1997) descreveram que ovos classificados como sujos caracterizam-se por apresentar
adesdo de fezes ou material de cama na casca e valores de bactérias aerobias totais acima de
5,9 logip UFC/ovo. Segundo esses autores, os produtores tendem a ndo incubarem tais tipos
de ovos, 0 que gera perdas na receita associadas com 0 ndo nascimento dos provaveis pintos
oriundos desses ovos. Esta atitude depende muito do mercado de ovos e pintos.

O problema ainda pode ser maior ao se considerar que em muitas ocasides a postura
pode ocorrer no chdo e ndo nos ninhos. Barbour e Nabutt (1982) encontraram maior
contaminacéo bacteriana em ovos coletados no ch&o, que ovos recolhidos dos ninhos. Em um
estudo epidemioldgico sobre fatores que afetavam significativamente a eclodibilidade de ovos
de matrizes Ross, Heier e Jarp (2001) reconheceram que, dentre outros fatores, o uso de ovos
coletados do chéo esteve associado com piores resultados para essa variavel.

O principal momento de contaminacdo dos ovos é logo apds a postura, devido ao
contato da casca com superficies sujas e ambiente contaminado (Board, 1969, Quarles et al.,
1970, Wall et al., 2008). Board (1969) descreveu que a microbiota da casca dos ovos é
constituida principalmente de bactérias Gram-positivo, e que o ambiente seco nos galpdes de
postura, pode ter influéncia ao selecionar esses tipos de bactérias. Apesar de os ambientes dos
galpbes avicolas também apresentarem bactérias Gram-negativo, como por exemplo, do
género Pseudomonas, essas sao mais frequentemente isoladas dentro de ovos que apodrecem
ou se contaminam, que na superficie da casca. A percep¢do do ovo como um ecossistema,
onde diversos fatores afetariam a génese e desenvolvimento de bactérias Gram-negativo,

causadoras de podriddo, dentro ovo, auxiliaria no entendimento do processo de contaminacgao
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(Board, 1969). Scott e Swetnam (1993b) citaram um trabalho de 1957, realizado por Florian e
Trussel, no qual esses autores isolaram 197 microrganismos diferentes de 81 ovos infectados
oriundos de diferentes fontes, todos eles eram Gram-negativo, bactérias em forma de
bastonete, principalmente de origem intestinal. As principais espécies causadoras de
contaminagéo interna dos ovos encontradas nesse estudo foram Pseudomonas fluorescens e
Alcaligenes bookeri linhagem A.

De maneira geral, a presenca de poros na casca, que podem variar em namero de 7-
17x10°, com nove a 35 pm de didmetro (Board, 1969), possibilita a passagem de bactérias e
outros microrganismos para o interior do ovo. A penetracdo microbiana ainda é facilitada com
a presenca de &gua ou outros liquidos na casca, especialmente na presenca de diferenca de
temperatura entre 0 ovo e o liquido. Apds penetrarem as estruturas externas do ovo, 0sS
microrganismos podem levar a baixa eclodibilidade e/ou contaminacdo do pinto. Além disso,
a possivel contaminacdo dos pintos com enteropatégenos humanos, como as salmonelas, tem
importante implicagdo na seguranca alimentar (Berrang et al., 1999).

Outro importante momento de possivel contaminacdo dos ovos ocorre durante sua
permanéncia nos incubatorios. O ambiente nesses locais pode ser fonte de contaminacgdo que
envolve variedade de microrganismos que causam doencas nos lotes de frangos e perdas
econdmicas para a industria avicola (Kim e Kim, 2010). Microrganismos encontrados sobre
ou dentro de alguns ovos incubaveis podem ser facilmente espalhados na incubadora com o
auxilio do movimento do ar durante a eclosdo e, logo, contaminar todos os outros pintos (Kim
e Kim, 2010).

E nesse contexto que a desinfeccdo ou sanitizacdo de ovos férteis assume seu papel de
linha de frente como ponto mais importante de intervencdo para prevenir a disseminagédo
bacteriana de lotes de matrizes para seus descendentes (Spickler et al., 2011). Mesmo ovos
coletados nos ninhos e considerados limpos podem conter determinada quantidade de
microrganismos que, submetidos a condi¢cBes favoraveis ao seu crescimento, podem
comprometer a eclodibilidade e saude do pinto neonato. Berrang et al., (1997) relataram que,
em ovos coletados em ninhos, a contagem de bactérias aerobicas totais avaliada ao longo de
30 semanas de postura, variou entre 4,1 a 5,3 log;o UFC/ovo. Resultados similares foram
descritos por Stephens et al. (2009), que encontraram valores de 4,4 log;o UFC/ovo em ovos
considerados limpos. Zeweil et al. (2015) encontraram valores de 7,07 log;o UFC/ovo. A
desinfeccdo de ovos incubdveis torna-se, entdo, benéfica, quando adequados procedimentos e

parametros sdo aplicados (Berrang et al., 2000). Altos padrdes de higiene que devem ser
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praticados em granjas e incubatorios ndo excluem, portanto, a necessidade de desinfec¢do dos

0Vvos, que ocorre para limitar nimero de microrganismos no ovo (Cadirci, 2009).

5.2. Momento ideal para desinfeccéo
A desinfeccdo dos ovos nos nucleos de producdo foi citada por Berrang et al. (1997,

2000) como importante ponto de controle para programas de limpeza e desinfeccdo de
incubatdrios. Manuais de linhagens também recomendam que 0s ovos devam ser desinfetados
imediatamente ap6s a coleta (tempo ndo especificado), enquanto ainda estdo quentes (Heir e
Jarp, 2001). Como mencionado anteriormente, com o resfriamento do ovo apds a postura, o
seu contelido tende a se contrair e bactérias presentes na casca podem ser sugadas para seu
interior através dos poros (Heir e Jarp, 2001).

O Cadigo Sanitério para os Animais Terrestres (OIE, 2010), da Organiza¢do Mundial
de Saude Animal (OIE), que estabelece as normas para melhorar a sanidade e o bem-estar dos
animais terrestres e sanidade publica veterinaria, aborda sobre as recomendacdes aplicaveis a
ovos incubaveis. Dentre varias acles sugeridas para eliminar o risco de contaminacgdo estdo: a
manutencdo da cama do aviario seca e em boas condi¢fes; ninhos e seus materiais limpos;
frequéncia de coleta de ovos de no minimo quatro vezes por dia e sua desinfeccdo
imediatamente apos a coleta. A desinfeccdo momentos apos a postura também foi destacada
por Turblin (2011) que evidenciou a importancia da desinfeccdo em tempo habil para evitar o
ingresso de microrganismos dentro do ovo. Segundo esse autor, a demora no processo de
desinfeccdo da a oportunidade de microrganismos atingirem as membranas da casca e nao
serem expostos a acdo do desinfetante.

De acordo com a OIE (2010), a sanitizacdo de ovos incubaveis significa: (a)
fumigacdo com formaldeido, ou; (b) pulverizacdo ou imersao da casca do ovo em desinfetante
de acordo com as instrucGes do fabricante, ou; (c) utilizagdo de outro método aprovado pelas
Autoridades Veterinarias. Turblin (2008) descreveu algumas particularidades envolvidas na
escolha do desinfetante para ovos incubaveis. O produto usado, por si sO, deve preencher
diferentes exigéncias, a saber: (a) ter um espectro de agdo abrangente (ser eficaz na destruicao
de microrganismos Gram-negativo, Gram-positivo e fungos); (b) ser ativo em baixas
concentragdes, seguro para 0S 0vos e pessoas envolvidas na sua aplicagcdo; (c) ser
quimicamente estavel; (d) ndo ter agcdo corrosiva em metais; e (f) estar em conformidade com
as regulagdes locais. Além disso, o autor citou a necessidade de levar em considera¢do que

diferentes fatores podem influenciar a atividade do desinfetante, assim como o tipo de
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superficie a ser aplicado e seu status, as propriedades fisico-quimicas e bacterioldgicas da
agua de diluicdo (caso seja um desinfetante a ser aplicado junto & &4gua) e a concentracdo e a

temperatura.

6. CARACTERISTICAS DOS DESINFETANTES

Os principais grupos de desinfetantes sdo descritos como pertencentes a familia dos
halégenos (cloro, iodo), aldeidos, compostos de amdnia quaternaria, fenol e derivados e
peroxidos. Cada familia tem suas caracteristicas e 0 seu espectro de atividade é relativamente
especifico (Tabela 1 e 2) (Turblin, 2008; OIE, 2010). Segundo Zeweil et al. (2015), diversos
produtos antimicrobicidas estdo disponiveis no mercado e sdo caracterizados por
apresentarem uma Unica substancia ou mistura delas. Muitos compostos originais tém
demonstrado maior efetividade, estabilidade e menor irritagdo com a adicdo de outros grupos
quimicos (Zeweil et al., 2105). Os autores citaram que ndo é apropriado generalizar a
atividade de um composto original, como o iodo ou fenol, diante dos seus derivados
comercialmente disponiveis, sendo a escolha sobre o desinfetante a usar, ser baseada nos
ingredientes ativos e habilidade de eliminar diferentes microrganismos. Com relagdo a
mistura de produtos, Berrang et al. (2000) destacaram a importancia de se considerar a
qguimica do detergente ou sanitizante a ser utilizado, a fim de evitar a incompatibilidade entre
reagentes que possa causar neutralizacdo dos desinfetantes ou a producdo de produtos

perigosos.
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Grupo e suas caracteristicas

Vantagens

Inconvenientes

Produtos -Largo espectro | -Pouca estabilidade
a base de -Custo -Alta sensibilidade a
Halogenos | cloro -Hipoclorito de | Moderado materiais organicos
sodio -Baixa -Atividade
-Cloroamina toxicidade fortemente ligada ao
-lsocianureto de pH (ruim acima de
s6dio 7,3)
Produtos | -Muito comum nas | -Muito boa | -Coloragéo em
a base de | industrias atividade matérias
iodo agroalimentares - Baratos -Corrosivo
-Agdo em | -Dificuldade de
temperaturas conservagao
baixas
-Baixa
toxicidade
-Agdo ndo muito
Aldeidos | Formol Riscos a saude | -Largo espectro | rapida
oriundos do uso de | -Baratos -Baixa penetracao
formol levaram & | -Ndo sdo muito
atual utilizagdo do | afetados  pelo
Glutaral- | glutaraldeido pH (uso em | -Acdo lenta
deido larga escala de | -To6xico
pH) -Odor irritante

Amonia quaternaria

Ampla acdo em
Gram-positivo e
bolores.
Sempre  associada
com aldeidos para

aumentar sua acao

-N&o corrosivo
-Boa
degradabilidade

- Boa atividade

-Incompatibilidade
com produtos
anionicos
-Susceptibilidade a
materiais organicos

-Sempre balanceado




contra bactérias por associagdo com
Gram-negativo e aldeido
melhorar acao
virucida

Fenol e derivados O uso do fenol, por | -Bom Muitos
si sO €& muito | bactericida incovenientes:
limitado devido a | -Baixa -Pode induzir lesbes
sua grande | susceptibilidade | de pele
toxicidade. a materiais | (percutaneas)
Os derivados de | organicos -Baixa atividade
fenol sdo sempre virucida
usados como -Susceptibilidade a
desinfetantes, agua
principalmente: -Ndo  compativel
-Cloro-4-metil-3- com produtos
fenol catibnicos
-Benzil-4-clorofenol -Preocupacdes

ecoldgicas

(biodegradabilidade)
-Banido em vérias
inddstrias
agroalimentares

- Odor irritante

Peroxidos

Dois compostos
muito comuns:
-Peroxido de
hidrogénio

-Acido peracético

- Boa eficacia

-Muito instavel
(temperatura,
materiais organicos,
etc)

-Perigoso ao

manipular

Adaptado de Turblin (2008)
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Tabela 5. Propriedades e usos de desinfetantes

Propriedades Clorados lodados Fenois Quats’ Formaldeido
Bactericida + + + + ¥
Bacteriostatico - - + + +
Fungicida - + + + +
Virucida + + + + +
Toxicidade + - + - +
Atividade em ettt ++ + ot +

matéria organica*

Area de uso

Equipamento  de + + + + +
incubatério

Equipamento  de + + - + -
agua

Pessoal + + - + -
Lavagem do ovo + - - + +
Chéo - - + + +
Lavagem dos - - + + -
calcados

Salas + + + + +

'Quats = compostos de aménia quaternaria

* = Ndmero de + indica grau de afinidade pela matéria organica e a correspondente perda de agdo de
desinfec¢do

+ = Propriedades positivas

- = Propriedades negativas

+ = Acdo limitada para a propriedade especifica

Adaptado de OIE, 2010.

7. METODOS DE DESINFECCAO DE OVOS INCUBAVEIS

Varios métodos estdo disponiveis para a sanitizacdo/desinfeccdo de ovos incubéveis.
A melhor escolha para uma granja, em particular, dependera de fatores como o tamanho da
operacdo, o potencial uso dos pintos nascidos, o historico de doencas no local e também o

custo de equipamento alternativo para desinfeccdo e quimicos (Ernst, 2004). De acordo com
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Ernst (2004), pequenas criacdes de aves podem escolher como melhor alternativa, o estoque
de ovos em locais limpos e a incubagdo o mais rapido possivel sem desinfec¢do. Aviarios de
grande porte devem consultar um veterinario responsavel para aconselhamento da melhor
maneira de manusear 0s ovos e programas de desinfeccdo que melhor atendam suas
necessidades (Ernst, 2004).

Os métodos de desinfeccdo de ovos comumente utilizados na indUstria avicola séo a
fumigacdo (volatilizacdo de um desinfetante), a pulverizacéo e a imersdo (Cony et al., 2008;
OIE, 2010). O uso de radiacdo UV também tem sido citado como meio potencial para
desinfeccdo de ovos incubaveis (Berrang et al., 2000, Chavez et al., 2002, Coufal et al., 2003,
Rodriguez-Romo e Yousef, 2005, Wells et al., 2010).

No que concerne a molhar os ovos como procedimento de desinfec¢cdo com alguma
substancia, seja por pulverizacdo ou imersao, algumas observacdes foram feitas por Berrang
et al. (1997). Segundo esses autores, apesar de molhar ou lavar ovos incubaveis tenha sido
considerado, no passado, uma ac¢ao que reduzia a porcentagem de eclosdo, pesquisas ao longo
dos anos demonstraram que se realizada de maneira adequada, ndo afeta negativamente a
eclodibilidade e, quando aplicado em ovos considerados sujos, pode levar a um apreciavel
aumento no ganho econdmico do galp&o.

Lorenz e Starr publicaram em dois artigos, em 1952, os resultados de um estudo sobre
lavagem de ovos por diferentes métodos em laboratério e em campo (Lorenz e Starr, 1952ab).
Nesses trabalhos, por se tratarem de ovos de consumo, todos os ovos foram estocados por seis
meses, independentemente dos tratamentos realizados, o que de certa forma influenciou os
resultados obtidos. Ainda assim, os diferentes métodos de molhagem de ovos sobre a
ocorréncia de podriddo podem ser Uteis para o entendimento do processo. Nos trabalhos
citados, foi demonstrado que a lavagem, seja de ovos limpos ou sujos, aumentou 0 humero de
podriddo, mas algumas particularidades foram destacadas pelos autores. Os autores
concluiram que a lavagem com &gua quente (50-60° C) e ndo fria, produzia menos podridao
dos ovos (Lorenz e Starr, 1952a) e que a pulverizacdo de agua fresca (nédo reutilizada) e ndo
estatica também foi menos prejudicial.

No que concerne a ovos incubaveis, Funk e Forward (1949) avaliaram a lavagem de
ovos considerados sujos, com solugdo desinfetante a base de amonia quaternaria 10%, num
periodo de oito meses (Janeiro a Agosto de 1948). Apesar de ndo avaliarem no seu estudo a
eclodibilidade de ovos sujos ndo lavados, 0s pesquisadores, ao encontrarem resultados
similares de eclodibilidade para ovos considerados sujos e lavados e ovos limpos nao lavados,

concluiram que esse procedimento de limpeza foi benéfico para aumentar a porcentagem de
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eclodibilidade de ovos sujos, ja que esses tendem a ndo eclodir de maneira satisfatdria.
Huston et al. (1957) também afirmaram que ovos incubaveis ndo foram prejudicados ao serem
submetidos a lavagem. Esses pesquisadores avaliaram 14 eclosfes ao longo de um ano com
um total de mais de 17.000 ovos, sendo que diferentes experimentos envolvendo ovos
considerados limpos e sujos foram submetidos ou ndo a lavagem com detergente (ndo
especificado). A eclodibilidade de ovos limpos foi significativamente maior que dos
considerados sujos e nenhuma diferenca significativa foi observada entre ovos limpos
(lavados ou ndo lavados) e ovos sujos (lavados ou ndo lavados). Os autores afirmaram que
ndo houve nenhuma evidéncia de que lavar ovos considerados sujos melhorasse a
eclodibilidade; porém, afirmaram que dados desse trabalho indicaram que ovos lavados
corretamente ndo apresentaram pior eclosao em relacdo aos ovos ndo lavados.

Como procedimentos a serem seguidos para correta lavagem dos ovos incubaveis,
Proudfoot e Hulan (1976) destacaram alguns itens:

1) a lavagem momentos apos a coleta é fortemente indicada;

2) a 4gua utilizada deve apresentar temperatura entre 38,0-40,5°C;

3) a méaquina de lavagem deve ser do tipo ndo-recicladora de agua, 0 que evita
recontaminacéo;

4) apo6s a lavagem, os ovos devem ser pulverizados com uma solucdo fresca em
temperatura de 40,5-43,5°C, contendo 200 ppm de cloro livre;

5) ao longo da lavagem, a temperatura do ovo deve se elevar, pois isso assegura que,
até o0 momento da casca se secar, 0 conteldo do ovo tenha se expandido e exercido uma
pressdo para fora do ovo, de modo que a solucdo de lavagem ndo consiga entrar pelos poros.
De acordo com Pino (1950), a lavagem dos ovos deve ser seguida por uma secagem
apropriada a fim de manter a qualidade interna do ovo e evitar a contaminacao; porém, faltam

dados na literatura sobre o processo de secagem de ovos incubaveis apos a lavagem.

7.1. Fumigacao
A fumigacéo dos ovos é o ato de propiciar a volatilizacdo de um desinfetante (Cony,

2007). O formaldeido é o produto quimico mais comumente utilizado para desinfeccdo de
ovos incubaveis, podendo-se também utilizar ozénio (Whistler e Sheldon, 1989abc; Bailey et
al., 1996; Rodriguez-Romo e Yousef, 2005; Braun et al., 2011). Samberg e Meroz (1995)

citaram o uso de gas 0zonio como possivel desinfetante alternativo ao uso de formaldeido.
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7.1.1. Fumigacéo dos ovos com formaldeido
O gas formaldeido tem sido utilizado por muitos anos pela industria avicola para a

desinfeccdo de ovos e equipamentos de incubatorios. Seu uso como fumigante foi provado ser
um meio efetivo para destruir microrganismos nos ovos e suas embalagens, caixa de pintos,
maquinas de eclosdo e outros equipamentos de incubatdrio, apos esses itens serem submetidos
a limpeza prévia (OIE, 2010). Dois métodos sdo descritos pela OIE (2010) para desinfeccéo
com essa substancia. O primeiro é caracterizado pela mistura de formalina e permanganato de
potassio (KMnQ,). Quando a mistura apresenta-se adequada, um pd seco de cor marrom ird
permanecer apos a reacdo ser completada (OIE, 2010). Um método alternativo a mistura de
formalina e KMnO; é o0 uso de gas formaldeido produzido pela evaporagdo de
paraformaldeido (um polimero dessa substancia). PreparacOes patenteadas de
paraformaldeido estdo disponiveis no mercado e essa operacdo € realizada colocando a
quantidade necessaria desse p6 sobre uma placa pré-aquecida (OIE, 2010).

Em estudos prévios, Neely (1963) observou que o formaldeido tem atividade
bacteriostatica, quando utilizado em doses subletais (20 to 50 pg/ml), devida a sua habilidade
em interromper o crescimento bacteriano e interferir na biosintese de metionina pela bactéria.
Em altas concentraces, € tido como excelente agente bactericida. A eficacia bactericida do
formaldeido € devida a sua habilidade em agir nas proteinas e bases dos acidos nucleicos dos
microrganismos (Maris, 1995). Nas proteinas, o formaldeido age por meio da deshaturacgdo e
nos acidos nucleicos por alquilacdo, sendo sua acéo irreversivel (Maris, 1995). Sua a¢do em
determinados nucleotideos ocorre rapidamente e o equilibrio se desloca para a
hidroximetilagdo. Sua acdo é pH-dependente, trabalhando melhor em pH alcalino (Maris,
1995).

7.1.2. Requerimentos para fumigacéo com formaldeido
A camada do ovo mais exposta ao agente fumigante é a cuticula, uma importante

barreira a invasdo microbiana. Qualquer lesdo a essa camada pode acarretar sérias
consequéncias ao embrido durante a incubacdo. Logo, o uso de fumigacdo com formaldeido
objetiva reduzir a carga microbiana e minimizar os efeitos adversos da contaminacéo,
causando o minimo efeito adverso nos embrides (Cadirci, 2009).

Recomendacdes para fumigacdo de ovos com formaldeido sdo citadas por Samberg e
Meroz (1995) e na revisdo sobre o assunto realizada por Cadirci (2009). Esses autores
descreveram que para atingir a maxima atividade germicida com esse produto a temperatura,

umidade, tempo e concentracdo utilizados no processo de desinfecgdo devem ser controlados.



45

Temperatura entre 24-38°C foi citada como ideal para a desinfeccdo (Samberg e Meroz,
1995), o que Cadirci (2009) explicou ser devido as altas temperaturas serem capazes de
manter 0 vapor gerado em altas concentracdes e retardar o tempo de saturacdo. Cuidados com
superaquecimento foram relatados por Cadirci (2009) para ndo expor 0s embrides a
temperaturas acima do zero fisiolégico antes da incubagdo. A umidade, medida no
termémetro de bulbo-Gmido, com valor de 20°C ou superior, foi indicada como adequada
para o processo de desinfeccdo de ovos (Samberg e Meroz, 1995). Cadirci (2009) explicou
que quando o formaldeido é usado como desinfetante na fase de vapor, sua atividade fica
influenciada pela umidade relativa (UR) do ar, ja que as particulas do gés sdo carregadas pelas
gotas d"agua. A sua aplicacdo em umidade ambiente ja seria eficiente para desinfeccdo de
ovos férteis, com cuidado para evitar acimulo de agua nas superficies expostas, visto que 0
produto perde eficacia quando dissolvido em agua. O tempo de exposicdo para eliminar
microrganismos depende dos fatores citados e concentracdo do produto (Samberg e Meroz,
1995). A aplicagdo de 53 ml de formalina e 35 g de KMnO4 por m®, durante 20 minutos, em
temperatura e umidade adequadas, foi recomendada por esses autores. O calculo de
guantidade do produto necessario deve levar em consideracdo as dimensdes internas da cabine
de fumigacédo. Para desinfecgdo de ovos considerados limpos — coletados em ninhos — seria,
entdo, necessario fumigacdo em temperatura ambiente de 25°C, 50-70% de UR, por 20
minutos com um minimo de concentracéo de 600mg de gés formaldeido por m* (exemplo: 10
g paraformaldeido ou 45 ml de 40% de formalina e 30 g de KMnO4) (Cadirci, 2009).

7.1.3. Vantagens e desvantagens do uso de formaldeido
Dentre as vantagens do uso de formaldeido destaca-se o baixo preco, o fato de ndo ser

corrosivo e a capacidade de eliminar a maioria das bactérias e fungos — incluindo seus esporos
(Cadirci, 2009). Segundo Scott e Swetnam (1993a), o poder germicida do formaldeido nédo se
alterou ap6s anos de uso, além da resisténcia de linhagens de microrganismos contra o
produto ndo ter se desenvolvido.

Apesar de excelente agente antimicrobiano, o formaldeido ndo tem poder residual
prolongado e, portanto, ndo previne a recontaminacdo (Ledoux, 2004). Somado a isso, pode
causar sérios danos ao embrido, se a fumigacdo for realizada de maneira incorreta (Cadirci,
2009). Hayretdag e Kolankaya (2008) avaliaram o efeito da fumigacdo com formaldeido
sobre o epitélio de embrides de galinhas e pintos neonatos. Amostras de epitélio traqueal
foram coletadas no 18° dia de incubagdo e no 1° dia de vida e apresentaram alteracoes
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independentes da concentragéo utilizada (3x 42 ml de formalina +21 g de KMnO,4 por m® e 4x
56 ml de formalina + 28 g de KMnO, por m® , com dois tempos de exposicdo, 20 e 40
minutos para ambas as concentracdes). Os cilios presentes no epitélio traqueal apresentaram-
se em menor nimero e encurtados, quando ndo deteriorados e com presenca de vacuolizacgéo.
Além dessa desvantagem, o uso do formaldeido ndo é recomendado principalmente
devido ao risco a saude das pessoas envolvidas na sua aplicacdo. O uso desse composto
organico esta ligado a ocorréncia de cancer, irritacdo e efeitos sensibilizantes nas pessoas com
risco de exposicdo ocupacional. Mesmo a regulacdo da exposicdo dos trabalhadores ao
produto determinar valores abaixo de 0,75 ppm (indicagdo do Departamento do Trabalho
americano), esse valor muitas vezes é excedido na maioria dos aviarios e incubatorios (Scott e
Swetnam, 1993a). Quando absorvido pelo organismo por inalacdo e, principalmente, pela
exposicao prolongada, o formaldeido apresenta como risco o aparecimento de cancer na boca,
nas narinas, no pulméo, no sangue e na cabeca. De acordo com a Resolugdo RDC n° 91/ 2008
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (Brasil, 2008), esta proibido o uso
isolado de produtos que contenham paraformaldeido ou formaldeido, para desinfeccdo e
esterilizacdo, devido a sua reconhecida carcinogenicidade e atual classificacdo toxicoldgica
pela IARC (International Agency for Research on Cancer), salvo em casos onde todas as
medidas de protecdo ao trabalhador sdo garantidas. Efeitos negativos ao meio ambiente
também sdo citados por alguns autores. De acordo com Roca et al. (2008), o formaldeido
também é um considerado um potencial poluente ja que sua alta volatilidade no meio facilita a
sua dispersao pelo ar para o solo e agua. Diante desse cenario, a busca por um substituto
efetivo a ser usado para desinfeccdo de ovos incubaveis tornou-se essencial e direcionou

diversas pesquisas nessa area para tal proposito (Berrang et al., 2000).

7.2. Imersdo
Mauldin (2008) descreveu que, em décadas posteriores, nos Estados Unidos, a imersédo

de ovos em tanque contendo desinfetante aquecido era utilizada para desinfeccdo de ovos
incubaveis e mostrava-se efetiva. Contudo, a aplicacdo em grande numero de ovos nao se
mostrou eficiente, principalmente porque os produtores ndo mudavam a solugdo desinfetante
com frequéncia, o que causava maior contaminacdo dos ovos, além de ndo respeitarem o
tempo maximo e minimo de permanéncia desses no tanque. A falta de controle de temperatura
também foi outro fator inconveniente apontado por Mauldin (2008). Ainda assim, o autor

afirmou que se o processo for bem monitorado, torna-se novamente efetivo. A imerséo de
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ovos incubaveis com alto valor agregado, como ovos de perus e ovos de linhagem pura de
frangos de corte, é utilizada por algumas industrias. Nelas, o cuidado extra com esses tipos de
ovos garantiria que o método de imersdo fosse mais eficiente.

Alguns trabalhos envolvendo o uso do método de imersdo de ovos em substancias
desinfetantes sdo encontrados na literatura. Ao testar o didxido de cloro (CIO,) como
desinfetante alternativo ao uso de fumigacdo com formaldeido em ovos incubaveis, Patterson
et al. (1990) notaram que a imersdo dos ovos por cinco minutos nessa solucdo (e com
concentracdo acima de 100ppm de CI), ndo foi benéfica para a eclodibilidade dos ovos (2,3 a
20% contra 83,7% do grupo sem tratamento de desinfeccdo). Contudo o método de
pulverizacdo com o mesmo produto, assim como o método de fumigacdo com formaldeido,
ndo prejudicaram essa variavel, quando comparado com o grupo controle. A causa para 0
efeito negativo da imersdo sobre os ovos foi descrita como devido ao uso de solucdo
desinfetante muito fria (5°C), o que teria ocasionado a entrada do desinfetante pelos poros e
levado a morte embrionaria. Scott e Swetnam (1993b), por usa vez, observaram que o uso de
ClO, como desinfetante para casca de ovos ndo foi efetivo, pois esse composto foi
rapidamente neutralizado por componentes da casca.

Comparacdo entre métodos de desinfeccdo, realizada por Cox e Bailey (1991),
demonstrou que o método de imersdo dos ovos em perdxido de hidrogénio (H,O), poli-hexa-
metileno-biguanida (PHMB) e formulagdes comerciais de glutaraldeido, amonia quaternéria,
fenol e composto virucida foi mais efetivo que os métodos de pulverizacao e nebulizacdo com
0s mesmos desinfetantes. Todos os métodos foram aplicados apds um minuto, cinco minutos
e 24 horas ap6s a inoculacdo de Salmonella Typhimurium. Glutaraldeido, aménia quaternaria
e composto virucida resultaram em baixo efeito sobre a reducdo da bactéria na casca dos
ovos, independentemente do método e tempo decorrido para sua aplicacdo. PHMB (0,05%),
H.0, (1%) e fenol (0,2%) foram mais efetivos, com 95%, 94% e 80% de reducdo no nimero
de salmonela, se tratados apds um minuto de inoculagdo, e 95%, 44%, 69% de reducdo, se
tratados apds cinco minutos. Ndo foi analisado o efeito desses desinfetantes sobre a
eclodibilidade.

Em um estudo mesclando o meétodo de imersdo e fumigacdo, um total de 23
desinfetantes (entre eles formalina, glutaraldeido, compostos a base de amonia quaternéria,
compostos a base de fenol, compostos a base de perdxido de hidrogénio, produtos com
presenca de EDTA na sua formulagcdo e o0zbnio), previamente avaliados quanto ao uso e
compatibilidade ambiental (Scott e Swetnam, 1993a), foram testados por Scott e Swetnam

(1993b) como possiveis produtos capazes de reduzir a carga microbiana da casca de ovos de
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consumo (ndo incubdveis). Os autores concluiram nesse ultimo trabalho que todos os
desinfetantes testados foram capazes de reduzir o numero de coldnias de bactérias inoculadas
viaveis na casca dos ovos a humeros insignificantes. Num terceiro estudo, Scott et al. (1993)
avaliaram o efeito da concentracdo e tempo de exposicdo de desinfeccdo, por meio dos
métodos de fumigacdo (formaldeido e o0z6nio) e imersdo (demais desinfetantes) dos 23
diferentes produtos testados, sobre a perda de umidade dos ovos durante a incubacdo e a
eclodibilidade. Para isso o grupo controle foi considerado o grupo de ovos tratados com 1%
de formalina com tempo de exposicdo de 1, 5 ou 10 minutos que obteve resultados similares
para todos os tempos de exposi¢do testados a exposicao dos ovos ao formaldeido para todas
as variaveis analisadas. N&o foi relatada a temperatura da solugdo desinfetante na qual 0s ovos
foram imersos. Dentre os resultados obtidos, foi destacado que compostos a base de amonia
quaternaria apresentaram valores de perda de umidade significativamente inferiores aos do
tratamento controle, mas ndo apresentaram diferenca para a varidvel eclodibilidade. Os
autores enfatizaram, entdo, a importancia do uso de elevado nimero de amostras para
encontrar pequenas diferencas entre os tratamentos, o que ndo foi possivel nesse experimento
(n=360 ovos por tratamento). Os resultados encontrados para a desinfeccdo com as trés
concentragdes de ozonio testadas (3,2; 1,6 ¢ 0,8 uL, por 3 horas a 10°C) também ndo
apresentaram diferenca significativa, porém seus valores numéricos para eclodibilidade foram
inferiores ao grupo controle. O tratamento dos ovos com H,0, (0,70, 1,40 e 2,90 vol/vol)
apresentou alteracfes na textura da casca, contudo ndo foi observado efeito sobre as variaveis
estudadas. Com a utilizacdo do método de imersdo em diferentes desinfetantes e comparacéo
com método de fumigacdo com formaldeido nesse trabalho, os autores concluiram que
existem diversos produtos disponiveis no mercado que podem atuar tdo bem ou até melhor
qgue o formaldeido. Novas pesquisas foram sugeridas com o intuito de avaliar em grande
escala o efeito de diferentes compostos de desinfeccdo e também a desinfec¢do com a luz UV
sobre a eclodibilidade.

Cox et al. (1999) avaliaram o uso do meétodo de imersdo dos ovos em solucgdo
contendo H,O, (1,4%) e PHMB (0,035%) em ovos previamente contaminados com
Salmonella spp. Os produtos foram aplicados por meio de imerséo (10 minutos) ou imersao
seguida de vacuo (10 minutos no total) — esse Ultimo a fim de forcar a entrada dos quimicos
pelos poros e assim atingir as possiveis bactérias, que ap0s a contaminacdo, estariam
presentes na membrana da casca. Os resultados dessa pesquisa mostraram que a imersao nos
desinfetantes foi eficiente em diminuir o nimero de ovos positivos para Salmonella spp.,

tanto com o uso de H,0,, quanto com PHMB. Porcentagem de 97% dos ovos sem tratamento
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foram positivos para S. Typhimurium, enquanto que ovos imersos em solucdo de H,O, sem
vacuo apresentaram taxa de positividade de 43% e com vacuo somente 10%. Porcentagem de
ovos positivos apo6s imersao com PHMB foi de apenas 13% e imersdo+vacuo na mesma
solugcdo, somente 3%. Nenhum dos métodos de desinfeccdo afetou o pardmetro de
eclodibilidade, contudo os autores concluiram que mesmo com os bons resultados observados
para o uso de imersdo+ vacuo, sua aplicabilidade em galpGes industriais permanecia limitada.

O uso de desinfeccdo de ovos incubaveis com desinfetantes considerados naturais, por
meio do método de imersdo, foi estudado por Gulsen Copur et al. (2011) e Zeweil et al.
(2015). Gulsen Copur et al. (2011) realizaram um estudo a fim de avaliar a aplicabilidade do
extrato de alicina (composto bioativo presente no alho) em controlar a atividade microbiana
presente na casca de ovos, além de determinar os efeitos sobre os parametros de
eclodibilidade e desenvolvimento dos pintos apds eclosdo. Foram avaliados quatro
tratamentos: sem desinfec¢do, desinfecgdo com formaldeido, desinfec¢do por meio de imersao
dos ovos em alicina 3600 mg/L e imersdo em alicina 7200mg/L. O tempo de imersdo dos
ovos e a temperatura das solugdes desinfetantes ndo foram relatadas pelos autores. Apesar de
ndo encontrarem diferenca significativa entre os tratamentos, os valores numéricos para
contagem bacteriana com o uso de alicina foram inferiores ao tratamento sem desinfecgé&o.
Para a variavel eclodibilidade também nédo foi encontrada diferenca significativa entre os
grupos, mas o0s autores sugeriram 0 uso dessa substancia, pois valores numéricos
apresentaram superiores ao grupo controle e grupo tratado com formaldeido. O baixo nimero
de amostras em cada tratamento (n=300) também pode ser considerado um fator que limitou a
observacao de resultados positivos significativos para o uso de alicina. Zeweil et al. (2015),
por sua vez, avaliaram o efeito de produtos quimicos e produtos naturais para desinfec¢do de
ovos sobre a contagem bacteriana e desenvolvimento embrionario. Os produtos quimicos
testados foram: perdxido de hidrogénio 5%, cloreto de sédio 10%, iodopovidona (2%), e
peroximonossulfato de potéassio 0,4%-+cloreto de sddio 1,5%. Os produtos naturais testados
foram: produto a base de orégano (0,2 e 0,4%), outro a base de cominho (0,2 e 0,4%) e outro
com a mistura dos dois (0,1+0,1% e 0,2+0,2%). Novamente, tempo de imersdo e temperatura
da solucdo desinfetante ndo foram informados pelos autores. Todos os compostos testados,
quimicos ou naturais, foram capazes de reduzir a contagem bacteriana de maneira
significativa. O efeito residual bactericida foi observado em todos eles, exceto nos ovos

tratados com formaldeido.
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7.3. Pulverizacéo (Spraying)
Segundo Cony (2007), esta préatica de desinfeccdo consiste em pulverizar os ovos com

solugdo desinfetante com a utilizacdo de um pulverizador simples, sendo amplamente
praticada. Buhr et al. (1994a) citaram que os problemas envolvidos na lavagem de ovos
incubaveis, levando a rejeicdo pela industria, passaram desde a falta de diligencia em
monitorar e manter uma apropriada temperatura de solucdo de sanitizacdo, até problemas no
tempo de imersdo (ndo maior que cinco minutos) e também falha na frequéncia em mudar
essa solucdo sanitizante para minimizar o acumulo de bactérias, que ocasionaria a
contaminacdo cruzada dos ovos. Segundo esses autores, um novo interesse na lavagem de
ovos incubéveis surgiu com a ocorréncia de melhorias tecnolégicas das maquinas
pulverizadoras de sanitizantes, adaptadas com controle automatico de temperatura,
principalmente ap6s os bons resultados obtidos com sua utilizacdo em ovos de matrizes de
perus.

Assim como Vvarios procedimentos de desinfec¢do, o método de pulverizagdo tem que
seguir alguns requerimentos no intuito de desinfetar os ovos adequadamente (Turblin, 2011).
A selecéo e diluicdo do desinfetante € um desses requerimentos que, de acordo com Turblin
(2011), além de seguir critérios relacionados a atividade do desinfetante, ndo deve utilizar
composto que prejudique a troca de gases pela casca do ovo. A correta aplicacdo é outro
ponto abordado pelo autor, que afirmou que para eliminar o maior nimero de organismo, a
solucdo desinfetante tem que ser aplicada de maneira que atinja toda a superficie do ovo. O
aquecimento da agua, antes de preparar a solucdo desinfetante e aplica-la nos ovos, é outra
recomendacdo a ser seguida, a fim de evitar o choque térmico, principalmente em locais de
climas frios.

Como ponto limitante desse método, pode-se citar o custo das maquinas
pulverizadoras, que para atingir melhor resultado de desinfec¢do, deveriam ser instaladas em
cada galpdo de reprodutores (Mauldin, 2008). Uma alternativa a instalacdo de maquinas em
cada galpdo seria a instalacdo somente nos incubatdrios, mas a efetividade pode se reduzir de
maneira drastica devido ao tempo que 0s ovos demorariam para ser desinfetados até chegar
nesses locais. A aplicacdo incorreta, de maneira que nem toda a superficie do ovo seja
atingida pela pulverizagdo, também é citada como outro fator limitante do método de
desinfeccéo por pulverizagéo (Turblin, 2011).

Estudos sobre a pulverizagdo de desinfetantes em ovos incubaveis foram apresentados
ao longo dos anos. A comparacdo entre o método de fumigagdo com formaldeido e

pulverizacdo com H,0, foi relatada por Sheldon e Brake (1991). Os autores demonstraram
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que ovos pulverizados com 5% de H,0, antes da incubagéo tiveram significativa reducgéo da
contagem microbiana (5 log;o UFC/ovo). Nesse estudo, ao comparar a desinfeccdo dos ovos
com H,0, e ovos ndo tratados com desinfetante, os autores relataram um aumento de 2% na
eclodibilidade. Quando comparado ao formaldeido, nenhuma diferenca significativa foi
encontrada para essa variavel em ovos de matrizes de 30 e 56 semanas de idade. Esses
resultados levaram os autores afirmar que o H,O, é uma possivel alternativa ao uso de
formaldeido para desinfeccdo de ovos férteis.

Comparacdo entre o métodos de imersao e pulverizagdo com outros desinfetantes em
ovos de matrizes de frangos de corte foi realizado por Buhr et al. (1994a). Nesse estudo, os
autores observaram que em ovos limpos, tanto o uso de imersé@o por dois minutos em solucgéo
desinfetante a base de compostos de peroxigénio e pulverizacdo dos ovos com solu¢do com
amoOnia quaternaria por 16 ou 68 segundos, houve mudanca na temperatura externa e interna
no ovo no momento da desinfeccdo quando comparado ao tratamento controle (sem
desinfeccdo). No método de imersdo, 0s ovos se aqueceram mais internamente e levaram
também mais tempo para sua temperatura interna retornar a temperatura pré-desinfeccdo, o
que, segundo os autores, poderia afetar a eclodibilidade dos ovos. Ainda nesse trabalho,
mesmo apresentando maiores valores para a condutancia da casca, foi demonstrado que 0s
métodos de desinfec¢do testados ndo afetaram de maneira significativa essa varidvel.
Contudo, dados de eletromicroscopia da camada cuticular da casca demonstraram que 0
método de pulverizacdo de solucdo a base de ambnia quaternaria levou a maior perda da
cuticula quando comparada com o0s outros tratamentos realizados, o que pode ser entendido
como fator limitante ao uso de amdnia quaternaria para desinfeccdo da casca de ovos. Em
série de experimentos realizados Buhr et al. (1994b), complementacGes ao trabalho anterior
puderam ser obtidas. Ao submeterem ovos limpos a diferentes tratamentos de desinfeccdo,
seja por imersdo em agua, pulverizacdo de agua, pulverizacdo de solucdo a base de cloro ou
pulverizacdo a base de cloro seguida de tratamento com solucédo a base de amonia quaternaria,
resultados demonstraram que a eclodibilidade de ovos férteis foi similar aos ovos néo
desinfetados (91,00 a 93,26%). Em outro experimento com ovos limpos, mas com uso de
diferentes concentragcdes de desinfetantes no momento da pulverizagdo e a exclusdo do
tratamento com imersdo em agua, também néo houve diferenca estatistica para essa variavel,
com ressalvas realizadas ao uso de desinfetantes em alta concentracao, que levou a ocorréncia
de menores valores de ecloséo (86,6%), quando comparado aos resultados dos grupos tratados
com desinfetantes (89,3 a 90,5%) e nédo desinfetados (90,5%). Em outra parte do experimento,

ao avaliar a eclodibilidade de ovos sujos e limpos, os autores relataram que a eclodibilidade
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foi significativamente menor para ovos considerados sujos, sejam eles desinfetados ou néo,
quando comparado com ovos limpos, desinfetados ou ndo. As causas apontadas para a esse
resultado foram descritas como sendo devido a alta mortalidade embrionaria tardia observada
Nesses grupos.

Outro trabalho avaliando o efeito da pulverizagdo de diversos desinfetantes e imerséo
dos ovos nessas solucfes sobre a contaminagcdo microbiana da casca foi realizado por Cony et
al. (2008). No primeiro experimento, os tratamentos foram constituidos de, além dos grupos
controle sem desinfeccdo e controle com desinfeccdo por meio de formaldeido, pulverizacao
de compostos de fenol sintético, digluconato de clorexidina, amonia quaternaria, amonia
associada a ureia e amodnia associada a glutaraldeido. Os desinfetantes testados, exceto
amonia associada a glutaraldeido, demonstraram valores significativamente similares para
contagem de mesodfilos aerdbicos totais ao tratamento controle sem desinfeccdo e ao
tratamento com fumigacdo a base de formaldeido. A associacdo entre amdnia e glutaraldeido
apresentou maior contaminacao para mesofilos totais em relagdo aos demais tratamentos, o
que foi justificado pela possivel maior quantidade microbiana existente na amostra. Nao
foram encontradas diferencas entre os tratamentos para bolores e leveduras, coliformes totais,
Pseudomonas sp. e Aspergillus sp. Dados do experimento com imersdao demonstraram que
todos os tratamentos com os desinfetantes apresentaram contagem de mesoéfilos aerébicos
totais e coliformes menores e estatisticamente diferentes ao grupo sem desinfec¢do. As
demais variaveis também ndo apresentaram diferenca significativa. A eclodibilidade sobre o
nimero de ovos férteis também foi avaliada nesses trabalhos, mas ndo apresentou diferenca
estatistica entre os grupos.

Novos produtos para pulverizagdo em ovos continuam a ser estudados. Fazenko et al.
(2009) avaliaram a pulverizacdo de agua oxidante eletrolisada acida (EO acida) como método
alternativo ao uso de fumigacdo com formaldeido em ovos incubaveis. A EO acida, um
composto ndo toxico produzido por meio da eletrolise de solucdo de &gua fracamente
salinizada, € um composto rico em anions hidroxila, cloro, acido hipocloroso e peroxido de
hidrogénio e foi estudada por esses autores como possivel agente desinfetante. Por possuir
elevado potencial oxidagdo-reducédo (1,140 mV) e baixo pH (entre 2,5 e 4,5), a EO &cida atua
como eficiente microbicida e demonstrou capacidade de eliminar E. coli e Salmonella
Enteritidis em casca de ovos (Bialka et al., 2004). Ao testar a acdo de EO &cida sobre a
contagem microbiana da casca, os autores relataram reducdo significativa na carga microbiana
da casca (2,5 log ufc/cm? versus 3,5 log ufc/cm? do tratamento sem desinfec¢éo) e nenhuma

alteracdo na cuticula (medida por meio da perda de peso do ovo durante incubacdo) foi
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observada. O desenvolvimento do embrido e eclodibilidade também n&o foram prejudicados.
Resultados do desempenho de frangos oriundos de ovos tratados com EO &cida e néo
tratados, demonstraram que a desinfeccdo por esse método diminuiu a mortalidade nas
primeiras semanas, 0 que levou os autores a sugerirem que o nimero de bactérias presentes
nos pintinhos foi menor no grupo EO &cida. Futuras pesquisas a fim de analisar se essa

hipGtese esteve correta sdo sugeridas pelos autores.

8. DESINFETANTES ALTERNATIVOS PARA DESINFECCAO DE OVOS
FERTEIS

8.1. Raios ultravioleta (UV)
A radiacdo UV destaca-se por ser um dos poucos meios de desinfec¢do que nao gera

residuo ao meio ambiente e parece ser eficaz em reduzir a contagem microbiana de produtos
quando aplicada corretamente. Segundo Bintsis et al. (2000), a aplicacdo dos efeitos
germicidas da radiacdo ultravioleta abrangem trés categorias: (a) inibicdo de microrganismos
na superficie; (b) destruicdo de microrganismos no ar e (c) esterilizacdo de liquidos. Tendo
como base esses efeitos, 0 uso de luz UV é amplamente utilizado para processos de
sanitizacdo de agua e alimentos (Bintsis et al., 2000). Caracteristicas de alta praticidade e
baixo custo, aliadas a vantagem de ndo produzir residuos quimicos, co-produtos ou radiacéo
ao final do processo (Gottselig, 2011), conferem a luz UV-C uma excelente alternativa para

desinfeccdo de ambientes e produtos.

8.1.1. Caracteristicas dos raios UV
A radiacdo ultravioleta, assim como o0s raios gama, os raios-X, a luz visivel, os raios

infravermelhos e as ondas de TV e radio, faz parte do espectro eletromagnético. A luz
ultravioleta, como também é chamada, foi descoberta em 1801 por J. W. Ritter e sua
denominacgdo deve-se a proximidade da frequéncia dessas ondas a frequéncia da luz violeta
que, por sua vez, faz parte da luz visivel. Sabe-se que a principal fonte de raios UV é a
radiacdo solar e que o conhecimento dos diferentes comprimentos de onda UV é importante
para determinar seu efeito sobre 0s organismos vivos. Os primeiros cientistas a relatarem que
a luz solar tinha a capacidade de destruir bactérias prejudiciais aos seres humanos foram
Downes e Blunt em 1877 (Okuno e Vilela, 2005). Eles ndo sabiam se esse efeito era causado

pelo calor da radiacdo solar ou por alguma outra caracteristica. SO mais tarde, Duclaux, em
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1885, e Ward, em 1892, demonstraram que a radiacdo ultravioleta era responsavel pela acdo
bactericida (Okuno e Vilela, 2005). Devido a essa capacidade de destruicdo sobre
microrganismos, o estudo do efeito germicida da radiacdo UV foi ampliado ao longo dos
anos. Em 1903, o médico dinamarqués Niels Ryberg Finsen (1860-1904) ganhou o prémio
Nobel de medicina pela sua contribuicdo no tratamento de doengas em humanos com a
utilizagdo de radiagdo UV (Okuno e Vilela, 2005).

Os raios UV tém distribuicdo no espectro eletromagnético situada entre os raios-X
(200nm) e a luz visivel (400nm) (Bintsis et al., 2000) e sua mensuracdo & dada em
nandmetros (nm). No espectro eletromagnético a radiacdo UV pode ainda ser subdividida em
UV-A, UV-B, UV-C, UV-Vaccum, de acordo com o comprimento de onda, sendo os raios
UV-A, de maior comprimento e os raios UV-vaccum, de menor comprimento. As ondas mais
curtas de UV sio tipicamente referidas como ‘UV vaccum’, pois sdo intensamente absorvidas
pelo ar (Shama, 2007). A intensidade de radiacdo UV é expressa como irradidncia ou
intensidade de flux (Wm™), enquanto a dose, que é uma funcéo da intensidade e do tempo de
exposicao, é expressa como exposicao radiante (Jm™) (Bintsis et al., 2000).

Dentre os tipos de radiacdo UV, a radiacdo UV-A (320-400 nm) emitida pelo sol
caracteriza-se por chegar normalmente a superficie terrestre, ndo sendo absorvida de maneira
eficiente por nenhum dos constituintes atmosféricos, entre eles 0 0zénio (O3) estratosférico. A
radiacdo UV-A é importante para sintetizar a vitamina D (colecalciferol) no organismo,
envolvida no metabolismo ésseo e no funcionamento do sistema imunoldgico (Balogh et al.,
2011); porém, o excesso de exposicdo pode causar queimaduras e, em longo prazo, causar o
envelhecimento precoce. Os raios UV-B solar (280-320nm) sdo em grande parte (90%)
absorvidos pela camada de ozonio, diferentemente dos raios UV-A (Kirchhoff et al., 2000;
Balogh et al., 2011). De acordo com Balogh et al. (2011), raios UV-B causam danos ao DNA,
geram inflamacdo e estdo mais associados a carcinogénese. O uso de radiacdo ultravioleta
como agente de desinfeccdo é atribuido principalmente aos raios UV-C (200-280nm). Essa
faixa de radiacdo de menor comprimento de onda que os raios UV-A e UV-B, quando emitida
pelo sol, é completamente absorvida pela camada de o0z6nio e moléculas de oxigénio na
atmosfera (Bintsin et al., 2000). A radiacdo UV na faixa de 250+260nm é letal para a maioria
dos microrganismos, incluindo bactérias, virus, protozoarios, fungos e algas. No comprimento
de onda germicida, a radiacdo UV-C é suficiente para causar deslocamento fisico de elétrons e
quebra de ligagbes no acido desoxirribonucleico (DNA) dos microrganismos (Guedes et al.,
2009).
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8.1.2. Acdo microbicida dos raios UV
De acordo com Aguiar et al. (2002), a radiagdo UV € absorvida pelas estruturas do

DNA, quebrando as liga¢fes de hidrogénio entre as bases nucleotidicas da célula e fazendo
com que se formem novas ligacdes entre nucleotidios adjacentes. Posteriormente, moléculas
duplas, ou dimeros das bases pirimidicas, sdo originadas. Os dimeros de pirimidina
ciclobutano (CPD) formados sdo compostos organicos que podem acarretar alteracOes
genéticas nas celulas e sdo os maiores responsaveis por bloguear a duplicacdo do DNA,
impossibilitando assim a reproducdo do microrganismo, além de comprometer a sintese
proteica. O efeito da radiacdo UV sobre o RNA é reduzido visto que o RNA encontra-se
presente em varias copias que podem ser substituidas, desde que as informacfes para sua
sintese, contidas no DNA, ndo tenham sido perdidas (Aguiar et al., 2002).

Em relacdo a capacidade de penetracdo da luz UV-C, sabe-se que bactérias suspensas
no ar sdo mais sensiveis a radiacdo que as suspensas em liquidos (Guedes et al., 2009). A
capacidade de penetracdo dos raios é atenuada quando esse atravessa 0 meio, em maior ou
menor grau, de acordo com o coeficiente de absor¢do do meio fisico (Guedes et al., 2009).
Isso explica a reducdo da acdo germicida da luz UV-C em superficies onde ha acumulo de

matéria organica.

8.1.3. Fontes de raios UV-C
Como mencionado, a luz solar pode ser fonte de raios UV, contudo sabe-se que a faixa

de radiacdo UV-C solar, com maior potencial germicida, € bloqueada pelo ozbnio
estratosférico. Fontes artificiais dessa radiacdo sdo obtidas por meio de lampadas de mercurio
de baixa e média pressdo, que produzem energia na regido germicida (254nm) e que sao
eletricamente idénticas as lampadas fluorescentes, exceto pela auséncia de cobertura de
fésforo (Bintsis et al., 2000). Essas lampadas consistem de um tubo hermético de silica ou
guartzo (ambos transmissores de UV), com as extremidades dotadas de eletrodos de
tungsténio com uma mistura de terra alcalina que facilita a formacdo do arco dentro da
lampada (Aguiar, 2000). No interior do tubo é introduzida uma pequena quantidade de
mercurio e de um gas inerte — geralmente o argonio. A voltagem através dos eletrodos produz
uma excitagdo do mercdrio e ao retornarem a um nivel de menor energia, as moléculas
excitadas emitem a luz UV (Aguiar, 2000). As lampadas de UV de baixa pressdo — ou
monocromaticas — emitem de 85% a 90% de radiagdes no comprimento de onda de 254 nm,
de maior efeito germicida. Dessa forma, é considerada nos estudos cinéticos da desinfeccéo

UV a intensidade média da radiacdo germicida a 254 nm. Para as ldmpadas de média presséo
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— ou policromaticas —, as contribuicGes de cada radiagdo de diferente comprimento de onda
devem ser consideradas na determinacdo da dose (Aguiar et al., 2002).

8.1.4. Aplicacdes da luz UV para desinfeccio
O alcance da radiacdo UV-C as células dos microrganismos € condicional a dose de

radiacdo que esses podem absorver. De acordo com Gottselig (2011), a dose necessaria para
destruicdo da célula bacteriana é relativamente baixa e dependente da intensidade e tempo de
exposicao. O impacto de varios obstaculos pode afetar a dose 6tima de luz UV, pois que a luz
emitida pela lampada germicida pode nao ser absorvida pela maioria dos microrganismos.

De acordo com Guedes et al. (2009), esporos de microrganismos apresentam elevada
resisténcia ao raio UV e a dose subletal pode favorecer seu crescimento em vez de inibi-lo,
sendo importante seu uso em ambientes e produtos com auséncia de matéria organica e
obstaculos. De fato, segundo Shama (2007), microrganismos presentes em superficie lisa e
regular sdo mais susceptiveis aos efeitos da luz UV que aqueles presentes em superficies

irregulares.

8.1.5. Aplicagdes da luz UV para desinfeccdo ambientes de incubacéo
A utilizacdo de radiacdo UV para desinfec¢do do ar é realizada por diversos métodos:

irradiacdo na parte superior do ambiente, irradiacdo em todo o ambiente (quando esse ndo esta
ocupado) e irradiacdo no ar que passa através de entradas de ar (Reed, 2010). Bailey et al.
(1996) avaliaram a capacidade de desinfeccdo da luz ultravioleta nos ultimos trés dias de
incubagdo. Ao posicionar lampadas germicidas no teto e no chdo da incubadora, os autores
encontraram reducdo na contagem do numero total de bactérias aerObicas e
Enterobacteriaceae no ar quando comparado ao tratamento controle (sem método de
desinfeccdo no periodo final de incubacdo). Contudo, essa reducdo ndo foi significativa, fato
esse explicado pela dificuldade que a luz UV teve em penetrar as areas onde as bactérias se
localizavam (Bailey et al., 1996). A avaliacdo da presenca de Salmonella sp. no ar também foi
objetivada nesse trabalho. A reducdo significativa de Salmonella sp. observada no dia do
nascimento demonstrou eficacia da luz UV em controlar esse patdgeno, entretanto esse efeito
ndo perdurou dias ap6s o nascimento, tendo o numero de animais positivos para S.

Typhimurium se igualado ao tratamento controle.
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8.1.6. Aplicacdes da luz UV para desinfeccdo de ovos férteis
Os efeitos adversos associados ao uso de formaldeido para desinfecgdo de ovos

contribuiu para a crescente procura a outros tipos de produtos desinfetantes (Berrang et al.,
2000). Dessa maneira, a radiacdo UV tem sido estudada como um meio potencial para
desinfeccdo de ovos embrionados, devido todas as vantagens de sua utilizacdo ja
mencionadas, além de, sequndo Coufal et al. (2003), ndo remover a cuticula.

Chavez et al. (2002) avaliaram o uso de luz UV em ovos férteis antes da incubagéo
com intuito de diminuir a contagem microbiana aerobica da casca dos ovos. Os autores
consideraram a importancia da irradiacdo em toda a superficie dos ovos e para isso
desenvolveram dois sistemas de desinfec¢do. No primeiro, por meio de operagdo manual, 0s
ovos giravam em numero de rotacfes e intervalos diferentes em torno da luz UV (7,35
mW/cm? de radiacdo UV por 0, 15, 30 ou 60 segundos). No segundo, os autores construiram
um prototipo de méaquina de desinfeccdo de ovos no qual lampadas germicidas longas
(91,5cm - 7,35 mW/cm?) e curtas (30,5 cm - 6,55mW/cm?) foram acopladas & maquina. Nela,
0s ovos passavam por desinfecgdo pelos diferentes tipos de lampadas ou pela combinagdo
delas em diferentes tempos de exposicdo, constituindo quatro tratamentos (0vos expostos a
nenhuma luz, a luz curta, a luz longa e a ambas as luzes). O resultado do trabalho comprovou
eficacia do tratamento UV em todos os sistemas para a diminui¢gdo da contagem microbiana
aerdbica da casca dos ovos, com maior reducdo no sistema de operacdo manual. Tal resultado
foi justificado pelo fato de nesse sistema o numero de rotacfes serem menores numa
intensidade alta, o que levou a uma reducdo de 2 a 3 log;o ufc/ovo em ovos expostos a 60
segundos quando comparado ao tratamento controle (sem exposicédo a luz UV).

Da mesma maneira, Coufal et al. (2003) desenvolveram um protétipo de maquina de
desinfeccdo UV para ovos férteis, a ser utilizado logo apds a coleta dos ovos. Nesse trabalho,
0s autores investigaram a viabilidade de tal maquina para uso comercial na granja e ainda
avaliaram a efetividade do procedimento contra Salmonella sp. e E. coli na casca dos ovos.
Ao utilizar intensidade maior de radiacdo UV na cabine construida (4-14 mW/cm? de radiacéo
UV), durante quatro minutos, foram encontrados resultados de reducéo significativos de 1 a 2
logio ufc/ovo, 3 a 4 logyo ufc/ovo e 4 a 5 logyg ufc/ovo para contagem de bactérias mesofilas
aerobicas, S. Typhimurium e E. coli, respectivamente. Mesmo utilizando de maior intensidade
de exposicdo, os resultados para contagem de bactérias mesofilas aerdbicas ndo foram
proporcionalmente maiores quando comparados aos do trabalho de Chavez et al. (2002). A
explicacdo para tal resultado foi devida & possivel incapacidade dos raios UV em atingirem

toda a superficie dos ovos, devido ao sombreamento realizado pela esteira da méaquina
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desenvolvida. Ainda assim, por esse procedimento reduzir significativamente todas as
contagens microbianas e também ndo afetar a eclodibilidade dos ovos e integridade da
cuticula, tem-se com a radiacdo UV uma alternativa eficiente para desinfeccdo de ovos na
granja. Coufal et al. (2003) sugeriram ainda a avaliacdo posterior sobre o efeito da luz UV
sobre 0s aspectos microbiolégicos no pinto de um dia.

A combinacdo de luz UV e outros agentes de desinfec¢do, como o 0zénio (O3) e 0
peroxido de hidrogénio (H,O,), também pode contribuir para reducdo da populacéo
microbiana na casca do ovo (Rodriguez-Romo e Yousef, 2005, Wells et al., 2010). Esses
trabalhos foram realizados em ovos ndo ferteis, destinados a industria alimenticia, contudo
podem servir de base para o estudo da agdo sinérgica de outros desinfetantes com a luz UV.

O oz6nio pode ser produzido na industria por meio da combinacéo de luz ultravioleta
de comprimento de onda de 185nm e oxigénio. Sua acdo sobre os microrganismos é
complexa, mas de acordo com Rodriguez-Romo (2004), estudos indicam que o O3 age contra
lipideos insaturados do envelope da célula microbiana, lipopolissacarideos de bactérias Gram-
negativo, enzimas intracelulares e material genético dos microrganismos. Rodriguez-Romo e
Yousef (2005) avaliaram a combinacdo de gas oz6nio e radiacdo UV sobre casca de ovos e
seu efeito sobre a reducdo de Salmonella Enteritidis. Os autores combinaram UV (1500-2500
pW/cm?) por um minuto e, em seguida, trataram os ovos com Os (5 psig) por mais um
minuto. Apo6s avaliar o efeito do uso de cada agente desinfetante separadamente e em
conjunto, concluiu-se que houve efeito sinérgico do UV e Oz, com inativacdo > 4,6 logy ufc
do microrganismo, quando comparado com o tratamento controle.

De acordo com Samberg e Meroz (1995), o H,0,, por sua vez, é efetivo em baixas
concentracdes e tem efeito bactericida similar ao 0zénio. Quando utilizado, é rapidamente
evaporado e degradado depois do uso, sendo prontamente decomposto em agua e oxigénio
(Samberg e Meroz, 1995). Wells et al. (2010) avaliaram o tempo 6timo de exposi¢do ao UV
para a maxima reducdo bacteriana e também avaliaram se reducdo maior poderia ocorrer ao se
utilizar a combinacdo de UV e H,0, comparado a cada tratamento separado. Ao utilizarem
uma lampada germicida de intensidade em torno de 11 mW/cm? foi determinado que a
exposicdo dos ovos durante oito minutos foi capaz de reduzir em 2,07 logy ufc/ovo, sem
exceder a temperatura interna do ovo acima de 29°C. Uma desinfeccao eficaz por meio do uso
de luz UV néo deve elevar essa temperatura, pois 0 aquecimento dos ovos pode levar a um
desenvolvimento precoce do embrido antes da incubagdo. Nesse experimento, foi determinado
que a exposicdo dos ovos a luz UV durante 8 minutos concomitante ao uso de H,O, na

concentragdo de 1,5% foi significativamente eficaz para reduzir a contagem bacteriana de 4
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logio ufc/ovo para 1 logyo ufc/ovo. Os autores enfatizaram a necessidade da avaliagdo desse
tipo de método de desinfeccdo em ovos férteis e seu efeito sobre a eclodibilidade.

Posteriormente, Wells et al. (2011) avaliaram a o efeito do uso de luz UV (11
mW/cm?) e H,0, (3%) e concluiram que tratamento com repeticdo por seis vezes de UV +
H20, (3%), com duracdo de dois minutos cada repeti¢do, proporcionou significativa reducgéo
da contagem de microrganismos mesoéfilos aerdbicos. Os autores, contudo, ndo encontraram
diferenca significativa para a eclodibilidade dos ovos e para a qualidade dos pintos quando
comparado com o tratamento controle. Tal resultado foi justificado pelo nimero de bactérias
presentes no tratamento controle ser provavelmente insuficiente para causar alteragfes no
desenvolvimento embrionério e, assim, afetar a eclosdo. Ainda assim, o método utilizado foi
sugerido por estes autores para uso em granjas comerciais a fim de se evitar a contaminacao
de ovos durante a incubacéo.

A luz UV é uma alternativa segura para desinfeccdo de ar, agua e superficies. A
aplicacdo de radiacdo UV, por meio do uso de ldmpadas germicidas (UV-C), é eficaz em
reduzir a contagem microbiana total da superficie de ovos e de ambientes de incubacao.
Contudo, cuidado quanto a correta exposicao da superficie do ovo deve ser observada, devida
a dificuldade que a luz UV tem em ultrapassar obstaculos. O sinergismo obtido com o uso de
luz UV-C e H,0, pode ser considerado para potencializar o efeito desinfetante da lampada

germicida.

8.2. Ozbnio (O3)
Em 2001, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou a utilizacdo do ozénio,

tanto na forma de gas quanto na forma liquida, como agente desinfetante a ser aplicado em
processamento de alimentos e estoque de produtos (Khadre et al., 2001). Desde entéo, atencéo
especial é dada ao uso de 0z6nio como um potente desinfetante a ser utilizado em diversos
ambientes, como hospitais, fabricas de doces, salas de maturacdo de queijo e também em
incubatdrios avicolas (Poppendieck et al., 2007). Além da sua atuacdo como desinfetante de
ambientes, 0 0zbnio, na forma gasosa, tem a mesma propriedade para desinfetar ovos, frutas
frescas e vegetais e, na forma liquida, pode ser utilizado para lavar carcacas de aves e peixes,
a fim de reduzir ou até mesmo eliminar a carga microbiana.

Em estudo sobre a agdo microbiana do gas ozonio em ambientes hospitalares, Sharma
e Hudson (2008) afirmaram que tal desinfetante oferece vantagens de desinfec¢do sobre a

utilizacdo de outros agentes microbicidas, como o cloro e o formaldeido. Como beneficios da
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sua utilizacdo podem-se citar: a forma pratica como o gés é gerado e também seu controle por
meio de aparelhos, que mensuram sua concentragdo no ambiente, evitando dessa maneira sua
toxicidade se inalado por operadores. Outra caracteristica favoravel a sua eleicdo é o fato de
se decompor em oxigénio apds o uso, sendo, portanto, considerado um desinfetante nédo
liberador de residuos.

Estudos realizados para desinfec¢do de ovos por meio do 0zonio demonstraram a sua
eficacia em reduzir a contagem microbiana. Contudo ainda é necessaria a determinagdo da
dose a ser recomendada e a avaliacdo dos efeitos desse desinfetante sobre o rendimento de

incubatdrio e qualidade dos pintos de um dia.

8.2.1. Propriedades fisico-quimicas do Os
A palavra ozbnio é derivada do termo grego “Ozein”, que significa “cheirar”

(Mahapatra et al., 2005). Essa denominagdo esta ligada ao pungente odor do gas que, em
concentracdes tdo baixas quanto 0,02 mg/l, € prontamente detectavel pelo olfato humano
(Yousef et al., 2011).

A molécula de ozénio (O3) é resultado do rearranjo de atomos quando moléculas de
oxigénio (O,) sdo sujeitas a descarga elétrica de alta voltagem (Khadre et al., 2001). Na
natureza, o 0zénio pode ser produzido de maneira espontanea pela reacdo de oxigénio com
agentes quimicos especificos, descarga elétrica em iluminag¢do ou por radiacdo ultravioleta
curta solar (Yousef et al., 2011).

A forma estrutural do O3 consiste de trés atomos de oxigénio arranjados na forma de
um triangulo is6sceles com um angulo de 116,8 graus entre as duas ligacdes O-O, sendo a
distancia entre as ligacdes dos atomos igual a 1,27 angstrongs (Mahapatra et al., 2005). Umas
das caracteristicas marcantes de suas propriedades fisicas é que essa molécula apresenta
elevado potencial eletroquimico, +2,075 V, o que lhe confere alta capacidade de oxidacdo
(Mahapatra et al., 2005). Devido & instabilidade da molécula ndo € possivel realizar o estoque,
tanto na forma liquida, quanto na forma gasosa, sendo, portanto, necessaria a geracao in-loco
por meio de aparelhos especificos (Yousef et al., 2011). Demais propriedades fisicas do

0zOnio estdo apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6. Propriedades fisicas do 0zénio

Propriedades fisicas Valores
Ponto de ebulig¢ao (°C) -111,9
Densidade® fase gasosa) (kg/m®) 2,14
Calor de formacao (kJ/mol) 1447
Ponto de fusdo (-C) -192,7
Peso molecular (g/mol) 47,9982
Resisténcia a oxidacéo (V) 2,075
Solubilidade em dgua ppm (a 20-C) 3
Peso especifico 1,658

% Determinado a 0-C e 1 atmosfera (101,3 kPa), Yousef et al., (2011).
Adaptado de Mahapatra et al., 2005.

A estabilidade da molécula na sua forma gasosa é maior que na forma liquida.
Misturas puras de ozénio em oxigénio sdo estaveis em temperatura ambiente na auséncia de
catalase e luz (Yousef et al., 2011). Contudo, na producdo de oz6nio em escala industrial, a

molécula é menos estavel devido a presenca de impurezas do ambiente (Yousef et al., 2011).

8.2.2. Fatores fisicos que podem afetar a efetividade do 0zénio
A meia vida do ozbnio na forma gasosa, sob condi¢cdes de pressdo atmosférica e

temperaturas normais e ambiente seco, é de aproximadamente 12 horas (Yousef et al., 2011).
Fatores ambientais, como temperatura, umidade, quantidade de matéria organica, reacdo com
superficies (por exemplo, o metal), concentracdo e pressdao do 0zénio afetam a sua dissociacédo
em oxigénio (Yousef et al., 2011) e a sensibilidade microbiana a essa molécula.

De acordo com Khadre et al. (2001), a taxa de destruicdo de microrganismos por um
desinfetante geralmente se eleva com o aumento da temperatura. No caso do o0z6nio, no
entanto, o aumento da temperatura resulta em menor taxa de solubilidade e maior
instabilidade da molécula, apesar de a taxa de reacdo com o substrato aumentar (Khadre et al.,
2001). A umidade, por sua vez, desempenha papel de significancia nesse tipo de processo de
desinfeccdo. Apesar de Whistler e Sheldon (1989c) ndo encontrarem relacdo da alta umidade
(90% x 55% UR) com a reducdo de microrganismos da casca de ovos desinfetados com gas
ozonio, Braun et al. (2011) afirmaram que a umidade relativa do ar acima de 70% é
importante para a efetividade desse tipo de desinfec¢do. A formacao de radicais livres em alta

umidade parece intensificar o efeito oxidante do 0zénio (Braun et al., 2011). A diferenca entre



62

o0s resultados dos trabalhos de Whistler e Sheldon (1989c) e Braun et al. (2011) pode estar
relacionada as caracteristicas e suscetibilidade dos microrganismos ao 0zoénio avaliados por
cada grupo de autores.

Em relacdo a presenca de matéria organica, a eficacia da maioria dos desinfetantes
esta, de maneira geral, inversamente relacionada a quantidade de matéria organica presente no
sistema (Whistler e Sheldon, 1989a). Isso deve ser levado em consideracdo ao se utilizar a
desinfeccdo com o ozoénio, visto que sua eficacia pode ser potencializada em ambientes e
produtos sem muitos contaminantes. Ainda assim, por ser eficaz em destruir bactérias em
meio de cultura, em concentra¢Ges maiores que as encontradas em ambientes de incubacéo, o

uso de gas o0zonio para desinfeccéo desses locais foi proposto por Whistler e Sheldon (1989a).

8.2.3. Fontes de O3
Ozébnio deve ser produzido no local de desinfeccdo para uso imediato, pois, devido a

sua alta instabilidade, decompde-se rapidamente em oxigénio. O ozbnio é gerado pela
exposicdo do ar ou outro gas contendo oxigénio normal a uma fonte de alta energia. As
formas de producdo sdo pelo método de descarga elétrica (Corona Discharge Method) ou
métodos eletroquimicos e radiacdo ultravioleta, todos eles inspirados na sua formacéo natural
na atmosfera (Mahapatra et al., 2005). O método de descarga elétrica € o mais utilizado
comercialmente, mesmo tendo baixa eficiéncia (2-10%) e alto consumo de eletricidade
(Mahapatra et al., 2005). Os outros métodos tém menor custo efetivo (Mahapatra et al., 2005),
mas a producdo de ozdnio pelo método UV é menor que pelo método de descarga elétrica,

pois s6 produz 0z6nio em uma concentracdo de 0,1% por peso.

8.2.4. Acdo microbicida do O3
Devido a seu alto potencial de reducdo/oxidacdo, o 0z6nio atua como um oxidante de

elementos da parede das células de microrganismos. Ao lesionar a parede da célula, o 0zénio
penetra dentro do microrganismo e oxida outros elementos importantes, como lipideos
insaturados, enzimas, proteinas, acidos nucléicos e outros (Mahapatra et al., 2005). Dessa
maneira, o dano causado a bactérias, fungos e virus resulta em destruicdo gradual ou imediata
da célula, sendo que esporos apresentam certa resisténcia ao 0zénio (Yousef at al., 2011).

A sensibilidade dos microrganismos ao 0zonio varia entre estudos (Khadre et al,
2001). Caracteristicas de linhagens de microrganismos, idade da cultura, métodos de

aplicacdo da molécula (bolhas de gas ou solucdo aquosa de ozénio uniforme), acurécia de
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procedimentos de mensuracdo e métodos de mensuracdo da eficcia antimicrobiana s&o
alguns dos fatores que torna a comparacdo entre diferentes estudos invidvel (Khadre et al,
2001). Da mesma maneira, Mahapatra et al. (2005) afirmaram que a sensibilidade dos

microrganismos ao 0zonio depende do meio, do método de aplicacdo e da espécie.

8.2.5. Vantagens da utilizacdo de O3
Além do efeito microbicida, caracteristicas de menor toxicidade e facil manuseio

conferem ao o0zénio vantagens do uso frente ao formaldeido. Somado a esses fatores, sua
decomposicdo em oxigénio ndo toxico e pronta degradacdo da molécula caracterizam o
0z6nio como um desinfetante ndo produtor de residuos (Braun et al., 2011). Whistler e
Sheldon (1989c) apontavam que a exposi¢cdo dos trabalhadores ao formaldeido e sua
formulagdo para desinfecgdo de ovos, era uma prética de risco. De maneira contréria, a
formulacdo de gas ozdnio podia ser mais bem controlada, devido a existéncia comercial de
detectores de ozonio (Whistler e Sheldon, 1989c). A capacidade de deteccdo de ozénio pelo
cheiro, em concentra¢des de 0,01 e 0,05 ppm/volume, muito abaixo de niveis toxicos, também
é relatada como uma vantagem dessa molécula sobre o formaldeido (Whistler e Sheldon,
1989c).

A existéncia de diversos métodos de mensuracdo de 0zonio no ambiente, também é
uma das vantagens de sua utilizacdo como desinfetante. Métodos fisicos, fisico-quimicos e
quimicos estdo disponiveis no mercado (Khadre et al., 2001). Métodos fisicos mensuram a
absorcdo direta na regido do espectro eletromagnético UV, luz visivel e infravermelho,
enquanto métodos fisico-quimicos sdo dependentes de efeitos como calor ou quimi-
iluiminescéncia causados por reacdo (Khadre et al., 2001). Métodos quimicos se referem a
quantificacdo de produtos quando o0z6nio reage com reagentes quimicos, como o iodeto de
potéssio, sendo o método Indigo o mais recomentado nesse caso (Khadre et al., 2001).

8.2.6. LimitacOes do uso de Os
Em comparacgdo ao formaldeido, o custo de desinfeccdo por meio de 0zdnio é maior e

deve ser levado em conta pelas empresas para sua utilizacdo como desinfetante. De acordo
com Whistler e Sheldon, (1989c), o custo associado a producdo de O3 deve ser dividido em
varias fases, a saber: 1) preco do gas alimentador (oxigénio); 2) processo de secagem do ar ou
reciclagem do ozé6nio, dependendo do tipo de gas utilizado; 3) produgdo de ozé6nio e

equipamento de monitoracéo e; 4) processo opcional de eliminagdo e recuperacdo de excesso
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de ozbnio. Os autores também relataram que, dependendo do tipo de material utilizado nas
instalagBes, custos adicionais com reparos devem ser considerados, devido a capacidade
corrosiva do gas em longo prazo.

Mahapatra et al. (2005) alertaram a existéncia de restricbes quanto a exposi¢do
humana ao gas, sendo esse, portanto, um ponto de critico de controle pela empresa. Um
analisador ultravioleta equipado com sistema de mensuragdo que abranja a taxa de 0,01 a 100
ppm por volume (0,02 a 200 mg/m* NTP) deve ser instalado nos ambientes de desinfecgdo
por ozonio, salas adjacentes e local onde a molécula serd destruida (Khadre et al., 2001).
Sinais de alarme devem ser emitidos quando a concentragdo de ozonio no ambiente exceder a
0,1 ppm (0,2 mg/m*® NTP) (Khadre et al., 2001).

8.2.7. Utilizacdo de gas O3 como desinfetante de superficies de ovos
O ozbnio vem sendo estudado como alternativa potencial de desinfetante frente ao uso

de formaldeido para desinfeccdo de ambientes de incubatério e ovos férteis (Whistler e
Sheldon, 1989abc; Bailey et al., 1996; Rodriguez-Romo e Yousef, 2005; Fuhrmann et al.,
2010, Braun et al., 2011). Whistler e Sheldon (1989a) avaliaram a efetividade biocida do O3
comparado com formaldeido sobre microrganismos cultivado em placas encontrados em
incubatdrios e outros patdgenos da industria avicola que afetam a producdo avicola. Nesse
primeiro trabalho, os autores afirmaram que a utilizagdo de O3 como desinfetante alternativo
ao formaldeido, em concentracdo entre 1,52% e 1,65%, durante oito minutos, foi eficaz em
reduzir a contagem microbiana, de maneira significativa, quando comparado ao grupo sem
tratamento de desinfeccdo. Apesar da reducdo da contagem bacteriana e fangica, para o uso
de gés Og, ser de 4 a 7 logio € >4 logio, respectivamente, a reducao da contagem dos mesmos
microrganismos, por meio da desinfeccdo com formaldeido, apresentou-se maior (>7logyo €
>5log10). Por ter sido um experimento realizado com o alvo sobre 0s microrganismos, 0S
autores sugeriram, entdo, a continuacdo dos estudos do efeito desinfetante do O3 em ovos
férteis e ambientes de incubacéo.

Com o objetivo de comparar o efeito bactericida do O; e formaldeido sobre
microrganismos da casca do ovo e também o efeito da aplicacdo desses desinfetantes sobre a
condutancia e eclodibilidade dos ovos, Whistler e Sheldon (1989b) conduziram outro
experimento que indicou, novamente, a eficiente acdo desinfetante do O3. Como um bom
resultado esperado para um desinfetante, 0 O3 néo afetou a cuticula dos ovos, pois, segundo

0s autores, os valores de condutancia entre os tratamentos foram os mesmos. Contudo, apesar
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dessa caracteristica favoravel e também de ter reduzido a contagem microbiana em >2,5 logo,
valor estatisticamente semelhante a fumigacdo com formaldeido, a fumigacdo com Oj;
(concentracéo de 3,03% por peso, por duas horas) afetou a eclodibilidade de forma negativa.
Os autores creditaram a alta mortalidade embrionaria, de 26,5 a 37,5%, a toxicidade do gas
aos embrides, quando aplicado durante o periodo testado.

Bailey et al. (1996) avaliaram a capacidade de desinfeccéo do gas Oj liberado dentro o
nascedouro durante os ultimos trés dias de incubacdo. Nesse trabalho, ao comparar 0s
tratamentos sem desinfeccdo (controle), desinfeccdo com gas Oz (0,2 a 0,4ppm), com
perdxido de hidrogénio (2,5% de H,O, em agua) e com luz ultravioleta (254 nm, 146 uW/s),
0s autores notaram que todos os desinfetantes testados reduziram de 75 a 99% do total de
bactérias mesotfilas aerdbicas totais, Enterobacteriaceae e Salmonella sp. Apesar do bom
resultado, o peroxido de hidrogénio foi mais eficiente que os demais, sendo a reduzida
capacidade do O3, quando comparado ao H,O,, atribuida a baixa concentragdo testada.

A importancia da desinfeccdo da casca de ovos de consumo, com objetivo de reduzir a
presenca de Salmonella enterica sorovar Enteritidis, também levou pesquisadores a utilizaram
0 0zOnio como desinfetante. Rodriguez-Romo e Yousef (2005) avaliaram a desinfeccdo de
ovos contaminados externamente com Salmonella (8,0 x 10° to 4,0 x 10° CFU/g por casca de
ovo) por meio de ozonio (0 to 15 Ib/in? gauge por 0 a 20 min) e UV (1500-2500 puW/cm?). O
estudo comprovou eficacia dos desinfetantes, testados separadamente ou em combinagéo, em
reduzir a contagem bacteriana dos ovos, sendo um importante indicador do uso de associacéo
de O3 a outros desinfetantes. Resultados indicaram que tratando os ovos com Oz (12-14%
peso/peso durante 10 min a 4-8°C), ou com UV (1500-2500 pW/cm? durante 5 min a 22-
25°C), reduziu-se significativamente (p <0,05) a contagem de Salmonella sp. na superficie da
casca dos ovos em > 5,9 e 4,3 logio, respectivamente.

Em um estudo sobre o efeito da desinfeccdo com ozénio sobre os componentes do ovo
e desenvolvimento embrionario, Fuhrmann et al. (2010) demonstraram, de maneira contraria a
Whistler e Sheldon (1989b), que a cuticula foi totalmente destruida, mesmo com a
desinfeccdo na menor dose (10 mL/L de Oz, em 20 ou 120 minutos de exposi¢do). Tal analise
foi possivel por meio do uso da técnica de eletroforese, na qual a banda de proteinas 32, 43 e
80 kDa estavam ausentes no grupo de ovos tratado com 0zOnio, mas presentes no grupo
controle. Ao compararem o efeito da menor dose, da dose média (25 mL/L de O3, por 40 min)
e da dose alta (50 mL/L de Os, por 60 min) de exposicdo sobre o desenvolvimento

embrionario, os autores concluiram que somente a menor dose pareceu ndo afetar o
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desenvolvimento do embrido, mensurada pelo reduzido escore de dano ao DNA. Processos de
oxidacgdo por meio da formacdo de radicais oxidativos parecem estar relacionados ao dano
celular, pois a acéo direta do O3 sobre 0 embrido € dificultada devido a protecéo fisica que o
saco vitelino exerce sobre as células (Fuhrmann et al., 2010). Mesmo afetando a cuticula de
maneira negativa, os autores ndo descartaram o uso de baixas doses de O3 para desinfeccéo de
ovos férteis. Ao afirmarem que a meia vida da cuticula é de somente 48 horas, Fuhrmann et
al. (2010) questionaram se sua auséncia poderia representar perigos ao desenvolvimento do
embrido. Efeitos desse tipo de desinfeccdo sobre a eclodibilidade ndo foram demonstrados
nesse trabalho.

Por fim, com o objetivo de avaliar a eficacia do gas Oz para desinfec¢do de ovos
embrionados, Braun et al. (2011) elaboraram um protocolo para determinacdo de exposicao-
dose Otima para eliminar Salmonella Enteritidis da casca dos ovos. Ao expor 0vos
previamente contaminados (10°-10* ou 10°~10° ufc/casca de ovo) a concentracdes de O3 entre
0,5% a 5% (peso/peso), em combinacdo com duas umidades relativas (< 30%, > 70%) a
temperatura ambiente, os autores demonstraram que o método de desinfec¢do por meio do Os
pode ser recomendado para aplicacdo em incubatorios. A utilizacdo de 1% (peso/peso) de O3
por 120 min, associado & alta umidade, resultou em completa inativacio de Salmonella (10°—
10%ufc/casca), o que levou os autores a recomendar a verificacdo dessa metodologia em
cabines de desinfeccdo maiores. Os autores enfatizaram a utilizagdo de alta umidade (>70%)
para esse tipo de desinfeccdo, ja que a formacdo de radicais livres, em alta umidade realtiva
do ar, sustenta o efeito oxidativo do ozénio. Resultados desse tipo de desinfec¢do sobre
parametros de eclodibilidade e qualidade dos pintos de um dia ndo foram estudados nesse
trabalho, sendo, portanto, necesséria sua avaliag&o.

A partir de novas pesquisas, com o uso de geradores de O3 de alta poténcia, pode ser
possivel determinar a real aplicabilidade de desinfeccdo de ovos embrionados por meio de
0zOnio em incubatérios e seu efeito sobre o rendimento de incubacdo. AvaliacGes de custo

desse tipo de desinfeccéo frente a outros desinfetantes tambem sdo recomendadas.

8.3. Peroxido de Hidrogénio

O perdxido de hidrogénio € um dos oxidantes mais versateis que existe, sendo superior
ao cloro, didxido de cloro e permanganato de potassio (Mattos et al., 2003). Por meio de

catélise, H,O, pode ser convertido em radical hidroxila (*OH) com reatividade inferior apenas
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ao fldor (Mattos et al., 2003). Devido a alta capacidade oxidante, essa substancia tem sido
utilizada como agente antimicrobiano desde 1800. Na inddstria alimenticia, o H,O, é utilizado

como desinfetante de embalagens e agente esterilizante de superficies (Schurman, 2001).

8.3.1. Propriedades fisico-quimicas
O H,0; é uma substancia transparente, com aparéncia da agua e odor caracteristico.

Além disso, ndo é inflaméavel, é miscivel com &gua em todas as proporcdes e é, geralmente,
vendido como solugdo aquosa com concentragdes entre 20 e 60% (m/v) (Mattos et al., 2003).
Sob temperatura ambiente, o perdxido de hidrogénio é estavel, se devidamente armazenado,
sendo que pequenas perdas, de até 1% (m/v) ao ano, podem ocorrer no armazenamento em
grandes tanques (Mattos et al., 2003).

Como agente oxidante de destaque, 0 H,O, possui potencial padrdo de oxidacao igual
a 1,77 V. Listando-se os oxidantes mais poderosos e associando-0S aos Seus respectivos
potenciais padrdo (em V) tem-se: fluor (3,0), radical hidroxila (2,8), ozbnio (2,1),

permanganato de potéssio (1,7), didxido de cloro (1,5) e cloro (1,4) (Mattos et al., 2003).

8.3.2. Agao microbicida
Agentes oxidantes, como o0 H,0,, sdo geralmente de baixo peso molecular e passam

através de paredes e membranas celulares, ocasionando a destruicdo de componentes
intracelulares (Finnegan et al., 2010). O efeito microbicida do peroxido de hidrogénio em
sistemas bioldgicos tem sido relatado, demonstrando inibigcdo de crescimento e/ou inativacao
de microrganismos patogénicos, como bactérias vegetativas, fungos, virus, micobactérias e
esporos quando usado na concentracédo e aplicacdo adequadas (Labas et al., 2008).

Essa solucdo desinfetante é um biocida fortemente oxidante que, por meio da
formacdo de radicais livres, ataca membranas lipidicas, DNA e outros componentes celulares
essenciais (Oliveira, sd). Ao remover elétrons de grupos quimicos susceptiveis e dessa

maneira 0s oxidando, o H,0, se torna, entdo, reduzido no processo (Finnegan et al., 2010).

8.3.3. Vantagens do uso de peroxido de hidrogénio
O peroxido de hidrogénio, diferentemente do formaldeido, é facilmente evaporado ou

degradado ap6s 0 uso, pois se decompde em agua e oxigénio (Sheldon e Brake, 1991). Além
dessas propriedades, ndo apresenta odor de duragdo prolongada e representa risco minimo de

seguranga para os trabalhadores, se manuseado corretamente (Sheldon e Brake, 1991).
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Quando comparado ao 0z6nio, o H,O, é menos oneroso, pois ndo necessita de equipamento
especifico para geracao in loco, € efetivo em baixas concentragdes e tem atividade microbiana
similar ao O3 (Sheldon e Brake, 1991).

De acordo com Gottselig (2011), o perdxido de hidrogénio é relativamente barato e
facil de incorporar em equipamentos que produzem spray. Alta concentragdo de H,O, pode
ser adquirida e diluida para o uso e, com isso, economizar na compra de grandes quantidades
da solucdo em baixa concentracdo, ndo sendo necessario o estoque de grandes volumes
(Gottselig, 2011).

8.3.4. LimitacGes e cuidados ao uso
Como um potente oxidante, deve ser manuseado com atencéo, pois pode irritar a pele,

os olhos e as mucosas, além de descolorir roupas e pelos (Sheldon e Brake, 1991). De acordo
com Mattos et al. (2003), Oculos, mascaras e roupas apropriadas devem ser sempre
empregados quando do uso de solucdes de peroxido de hidrogénio, pois a inalacdo de vapores
causa irritagdo e inflamacdo das vias respiratdrias. 1,4 mg m™ de vapor de H,0, é considerado
o limite para um periodo diario de 8 h (Mattos et al., 2003). Efeito carcinogénico é citado por
Gottselig (2011) quando a solugdo possui alta concentragdo, contudo 3% € a concentracdo

mais utilizada devido a sua baixa toxicidade.

8.3.5. Utilizacao de peroxido de hidrogénio como desinfetante de casca de ovos
O uso de peroxido de hidrogénio (H,0,) para esterilizacdo de canos, filtros e etc, na

industria alimenticia data de véarias décadas (Toledo et al., 1973). A sua recomendag¢do como
desinfetante para ovos férteis foi estabelecida por Sheldon e Brake (1991), que demonstraram
que ovos tratados com 5% de H,O, antes da incubacdo tiveram significativa reducdo da
contagem microbiana (5 logio). Nesse estudo, ao comparar a desinfec¢do dos ovos com H,0,
e ovos ndo tratados com desinfetante, os autores relataram um aumento de 2% na
eclodibilidade. Quando comparado ao formaldeido, nenhuma diferenca significativa foi
encontrada para essa variavel em ovos de matrizes de 30 e 56 semanas de idade. Esses
resultados levaram os autores afirmar que o H,O, é uma alternativa possivel ao uso de
formaldeido para desinfeccdo de ovos férteis.

Em outro estudo, Padron (1995) avaliou o efeito desinfetante de uma solucdo de 6%
de H,O, sobre a reducédo da contagem de Salmonella Typhimurium da membrana da casca de

ovos férteis e sobre a eclodibilidade. Ao utilizar o método de imersdo dos ovos na solugédo
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desinfetante, 0 que, segundo o autor, permite que essa atinja a membrana do ovo, foi
observada reducdo em 95% do ndmero de col6nias da bactéria e apenas 55% dos ovos foram
considerados positivos para o patdgeno. A eclodibilidade ndo foi afetada pelo tipo de
desinfeccdo realizado, mas o autor sugeriu que novos trabalhos fossem conduzidos com
namero de ovos maior que o testado (360). Mesmo sendo considerado um método eficaz,
Padron (1995) afirmou que a desinfeccdo com solucdo de 6% de H,O, pelo método de
imersdo ndo seria um método pratico para uso na inddstria avicola.

Como mencionado anteriormente, Bailey et al. (1996) testaram trés alternativas
viaveis de desinfecgdo de ovos férteis. Nesse trabalho, ao comparar os tratamentos sem
desinfeccédo (controle), desinfec¢do com gas O3 (0,2 a 0,4 ppm), com perdxido de hidrogénio
(nebulizacdo de 2,5% de H,O, em agua, a cada 5 min, durante os Gltimos trés dia de
incubacdo) e com luz ultravioleta (254 nm, 146 uWI/s), os autores notaram que todos 0s
desinfetantes testados reduziram de 75 a 99% do total de bactéria mesofilas aerobicas totais,
Enterobacteriaceae e Salmonella sp. Apesar do bom resultado, o peroxido de hidrogénio foi
mais eficiente que os demais. Os autores creditaram essa eficiéncia no fato de que o H,0O,
obteve maior dispersdo na incubadora e, com isso, maior contato com bactérias patogénicas,
resultando na diminuicdo do nimero de unidades formadoras de col6nias.

A avaliacdo do uso de H,O, como desinfetante para ovos embrionados também foi
abordada por Sander e Wilson (1999). Nessa pesquisa, 0s autores avaliaram o efeito da
pulverizacdo de uma solugéo de 3% de H,0,, do 1° ao 18° dia de incubacdo, sobre a reducéo
de contagem bacteriana, perda de umidade do ovo, eclodibilidade e qualidade do pinto de um
dia. Uma significativa reducdo da contagem bacteriana foi encontrada no tratamento com o
desinfetante, quando comparado ao grupo controle (nebulizagdo com agua). Em relacdo a
perda de umidade do ovo, o tratamento com o desinfetante apresentou maior valor quando
comprado ao grupo controle (pulverizacdo com agua), o que pode demonstrar efeito do H,0,
sobre a permeabilidade do ovo. Ainda assim, a alta perda de umidade (11,3% H,0, x 8,6%
H,O+agua) ndo afetou a eclodibilidade e qualidade do pinto de um dia, o0 que levou os autores
a recomendarem o uso do H,O, em substitui¢do ao formaldeido.

A combinacgdo de H,0, e luz UV foi considerada por Bayliss e Waites (1982) como
um método eficaz em eliminar bactérias. Em conjunto, a luz UV e 0 H,0, produziram radicais
hidroxila que resultaram na destruicdo mais acelerada de Bacillus subtilis em placa (reducéo
de 99,999% na contagem bacteriana). Pensando nisso, Wells et al. (2010) avaliaram a duracao
ideal de exposicdo de ovos a luz UV e a concentragdo 6tima de H,O,, quando usados em

combinacdo, para maxima reducdo do nimero de bactérias na casca do ovo. Foi determinado
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que a exposicdo dos ovos a luz UV durante 8 minutos, concomitante ao uso de H,0O,
(aplicacédo manual do produto) na concentracdo de 1,5%, foi significativamente eficaz para
reduzir a contagem bacteriana de 4 log;o ufc/ovo para 1 logso ufc/ovo. Os autores enfatizaram
a necessidade da avaliacao desse tipo de método de desinfeccdo em ovos ferteis e seu efeito
sobre a eclodibilidade. Posteriormente, Wells et al. (2011) sugeriram o uso da combinacéo de
H.0, e luz UV em granjas comerciais a fim de se evitar a contaminacdo de ovos durante a
incubacdo. Nesse trabalho, ao utilizarem luz UV (11 mW/cm?) e H,0, (3%) em conjunto, 0s
autores concluiram que o tratamento com repeticdo por seis vezes de UV + H,0, com
duracédo de dois minutos cada repeti¢do, proporcionou significativa reducdo da contagem de
microrganismos mesofilos aerébicos. Ndo foi encontrada diferenca significativa para

eclodibilidade dos ovos e qualidade dos pintos quando comparado com o tratamento controle.

8.4. Acido peracético

O 4cido peracético (C,H;O3) consiste em perdxido de hidrogénio, acido acético, agua
e 4cido peracético (Steiner, 1995). E considerado um forte oxidante devido a uma série de
reacOes que ocorrem durante a sua decomposicdo (Stampi et al., 2001). A solucdo de C,H;O3
tem sido utilizada como desinfetante na industria alimenticia (Del Rio et al., 2007,
Bauermeister et al., 2008) e farmacéutica e, mais recentemente, em ambientes de saude, sendo
sua utilizacdo em tratamentos de agua e efluentes destacada em diversas pesquisas (Stampi et
al., 2001).

Em 2004, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Salde
(ANVISA, 2004), por meio da RDC n. 2 de 2004, aprovou a utilizagcdo deste composto na
lavagem de ovos, carcagas, peixes e hortifruticolas em quantidade suficiente para obter o
efeito desejado, sem deixar residuos no produto final. A dissociacdo em agua, acido acético e
oxigénio, caracteriza esse composto como nado liberador de residuos toxicos e, portanto,
“amigavel” ao meio ambiente, sendo, portanto indicado o estudo do seu uso como

desinfetante alternativo ao uso de formaldeido para desinfeccéo de ovos férteis.

8.4.1. Caracteristicas fisico-quimicas
O acido peracetico ou acido peroxiacético (PAA) é o perdxido do &cido acético (AA) e

possui potencial oxidante (1,81 V) maior que o do cloro ou diéxido de cloro (Kitis, 2004). O
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PAA esta disponivel comercialmente na forma de uma mistura quaternéria que contem AA,
H20,, PAA e agua:
H,0, + CH3;COOH < - H,0 + CH3COOOH, sendo:

H,0, = peroxido de hidrogénio

CH3COOH = 4cido acetico

H.O = 4gua

CH3COOOH = 4cido peracético

O 4cido peracético € um liquido limpido e incolor, sem capacidade de formacédo de
espuma, que possui forte odor pungente do &cido acético (componente principal do vinagre),
além de um pH &cido menor que 2 (Kitis, 2004). E uma solugio menos estavel que o H,0; e
deve ser armazenada em locais resfriados e recipientes originais (Kitis, 2004).

Temperatura ambiente e pH do meio podem interferir na acdo do PAA (Baldry, 1983,
Marquis et al., 1995). Assim como outros desinfetantes, 0 PAA perde eficiéncia quando a

temperatura ambiente diminui e 0 meio apresenta-se pouco &cido (Baldry, 1983).

8.4.2. Agao microbicida
O é&cido peracético € um excelente bactericida, fungicida e esporicida (Alasri et al,

1992, Alasri et al., 1993, Marquis et al., 1995). Sua atividade como desinfetante parece estar
relacionada com a liberacdo de oxigénio ativo, mas o detalhamento do modo de acdo contra
microrganismos ainda é limitado (Kitis, 2004, Finnegan et al., 2010). E provavel que, assim
como outros agentes oxidantes, o PAA aja na oxidacdo de componentes celulares (ligacGes
sulfidrila e sulfaricas de proteina, enzimas e outros metabdlitos), ocasionando a destrui¢do da
celula microbiana.

De maneira geral, a dose necesséria para eliminar ou reduzir o nimero de bactérias é
menor quando comparada a dose esporicida. De acordo com Baldry (1983), em pH 5,0, a dose
esporicida é de 13 mmol/l por 60 min, enquanto que a dose bactericida é de apenas
0,13mmol/l por 30 min. Segundo Marquis et al. (1995), a acdo do PAA em esporos pode
estar relacionada a atuacao redutora dos radicais organicos (OH e O,) formados pelo PAA

nesses microrganismos, que encontram-se em estado altamente oxidados.

8.4.3. LimitacOes ao uso
Problemas de corrosdo de materiais sdo apontados como um dos fatores limitantes ao

uso de PAA. O aluminio puro, aco inoxidavel e ferro estanhado s&o resistentes ao PAA; mas
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aco liso, ferro galvanizado, cobre, latdo e bronze séo suscetiveis a reacdo e a corrosdo (Kitis,
2004). Contudo, isso pode ser solucionado com o uso de formulagcdes comerciais contendo
baixa concentracdo de PAA e auséncia de acido sulfurico (Baldry, 1983).

Em relacdo a toxicidade, os perigos a salde associados ao uso de 12% de PAA séo
semelhantes aos perigos do perdxido de hidrogénio a 50% (Kitis, 2004), sendo recomendado,
portanto, 0 manuseio do produto com protecdo adequada. Outra limitacdo apontada por

Samberg e Meroz (1995) é o elevado custo do PAA quando utilizado em larga escala.

8.4.4. Aplicacdo do &cido peracético para desinfeccdo de ovos férteis
Trabalhos com o uso de PAA para desinfeccdo de ovos férteis ainda sdo escassos

frente a outros desinfetantes mais comuns. Hartman e Carlin (1957) sugeriram o tratamento
de desinfeccdo com solucdo de acido peracético em ovos de consumo a fim de reduzir a
contagem bacteriana, especialmente de bactérias Gram-negativo. Apesar de essa
recomendacdo ser direcionada ao tratamento de ovos ndo férteis, a utilizacdo de PAA na
industria avicola foi abrangida, ao longo dos anos, para lavagem de carcacas de frangos
(Bauermeister et al., 2008), desinfeccdo de granjas e abatedouros (Kaskova et al., 2007),
incubatorios (Rodgers et al., 2001, Moustafa-Gehan, 2009) e ovos embrionados (Harrison,
1969, Cox et al., 2007).

Para producéo de aves livres de patdgenos, o PAA foi testado por Harrison (1969), na
concentracdo de 2%, como possivel esterilizante de ovos embrionados. O autor observou que
a desinfeccdo dos ovos com hipoclorito de sédio, momentos antes da incubacdo, seguida de
esterilizacdo com cloreto de mercurio (2% m/v, por 8 min), no 19° dia de incubacéo, era capaz
de esterilizar os ovos, mas reduzia a eclodibilidade de maneira acentuada. Ao comparar 0
PAA com o cloreto de mercurio, Harrison (1969) comprovou a eficacia do PAA em eliminar
patdégenos dos ovos, medida na proporcdo de aves comprovadamente livres de patdgenos
nascidas apds a esterilizacdo, sem que a eclodibilidade fosse afetada (91% para 0 PAA x 41%
do cloreto de mercdrio). Apesar de nesse trabalho a utilizacdo do PAA ser direcionada para
esterilizacdo, seu uso para desinfecgdo é mais usual.

Geralmente, a solucdo de PAA € encontrada associada a outro agente oxidante, o
H,0O,, e dessa maneira, analisada sua eficiéncia como microbicida em ovos ferteis. Cox et al.
(2007) testaram o efeito de sete produtos quimicos comerciais sobre a reducdo da contagem
de Salmonella Typhimurium em ovos férteis, no qual a solugdo de PAA avaliada (35.000 ppm
) estava associada ao H,O,. Os tratamentos consistiram de: T1- peroxido de hidrogénio, T2-
goticulas de emulséo de 6leo em agua estabilizada por detergente, T3- acido peroxiacético
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(35.000 ppm), T4- quatro compostos de amonia quaternéria ligados a um polimero, T5- dois
compostos de aménia, um composto de biguanida e bronopol ligados a um polimero, T6-
cloreto alquil dimetil benzil aménio e ureia estabilizada, e T7- cloridato de polihexametileno
biguanida (PHMB). Apo0s inocular os ovos com o patdgeno e realizar a aplicacdo dos
produtos por meio de spray (recipiente de 750 mL, calibrado para administrar 10 mL de cada
quimico por ovo), foi realizada a analise microbioldgica. Os autores observaram eficiéncia do
PAA em reduzir a contagem bacteriana em 93,5%, resultado significativamente melhor que a
solucdo de H,0, testada (14.000 ppm), a qual obteve somente 10% de reducdo da bactéria.
Nesse trabalho, ndo foi avaliado efeito dos desinfetantes sobre eclodibilidade e qualidade dos

pintinhos, mas os autores recomendaram analises dessas variaveis em trabalhos futuros.
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CAPITULO Il — Desinfetantes alternativos ao uso de formaldeido para
desinfeccao de ovos férteis

1. RESUMO

Obijetivou-se avaliar o efeito de diferentes procedimentos de desinfeccédo alternativos a
fumigacdo com formaldeido sobre a reducdo da contagem microbiana da casca, qualidade de
casca, rendimento de incubacdo, qualidade de pintos neonatos e contaminacao microbiana do
saco vitelinico de pintos de um dia. Um total de 10.080 ovos de galinhas de 42 semanas de
idade, coletados dos ninhos, foi distribuido de maneira aleatoria, em delineamento em bloco
a0 acaso, entre 0s seguintes tratamentos: fumigacdo com paraformaldeido (13,33g/m*20
min), fumigacdo com ozdnio (5-10ppm/20 min), irradiacdo de luz UV-C (6,36 mW/cm?; 60
s), pulverizacdo com peroxido de hidrogénio (1,56%; 0,69 mL/ovo), pulverizacdo com acido
peracético (0,13%; 0,69 mL/ovo), pulverizacdo com agua (0,69 mL/ovo; controle umido) e
sem desinfeccdo (controle seco). Oito amostras com quatro ovos cada foram coletadas, por
tratamento, para enumeracdo de Enterobacteriaceae e bactérias mesofilas aerdbicas totais
presentes na casca dos ovos antes e apds 0 momento de desinfeccdo. Um total de 24 ovos por
tratamento foi coletado para avaliacBes da espessura e resisténcia da casca. Ao todo, 1.152
ovos de cada tratamento foram incubados, em 12 bandejas de 96 ovos cada, para avaliagcdo
dos percentuais de perda de peso dos ovos durante a incubacéo, eclodibilidade, eclodibilidade
de ovos férteis, mortalidade embrionaria (inicial, intermediaria e final), peso dos pintos e
percentual de pintos vendaveis ao nascimento. A contagem dos mesmos microrganismos
avaliados na casca foi realizada no saco vitelinico de 13 pintos de um dia de idade de cada
tratamento. Somente os ovos dos grupos desinfetados com formaldeido e UV apresentaram
significativa reducdo das contagens de bactérias mesofilas aerdbicas totais quando
comparados ao grupo controle seco e a esses mesmos grupos antes da desinfec¢édo (P<0,05),
contudo essa redugdo foi maior (P>0,05) nos ovos fumigados com formaldeido que nos
irradiados com luz UV. Foi observada maior perda de peso (P<0,05) em todos oS 0vos
pulverizados, independentemente da substancia utilizada, quando comparados com 0s ovos do
grupo controle. As demais variaveis avaliadas nesse experimento ndo foram afetadas pelos

tratamentos (P>0,05). Por reduzir a contagem microbiana na casca dos ovos, ndo prejudicar a
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eclodibilidade, o percentual de pintos vendaveis e os aspectos microbioldgicos dos pintos de
um dia, a luz UV pode ser considerada um potencial desinfetante substituto ao formaldeido
para desinfeccdo de ovos incubaveis.

Palavras-chave: contagem de bactérias, casca dos ovos, ozonio, luz UV, perdxido de

hidrogénio, &cido peracético

2. INTRODUCAO

A desinfeccdo de ovos férteis tem fundamental importancia para prevenir a
disseminacdo bacteriana de lotes de matrizes para seus descendentes (Spickler et al., 2011).
Mesmo ovos coletados nos ninhos e considerados limpos possuem determinada quantidade de
microrganismos que, submetidos a condicBes favoraveis ao seu crescimento, podem
comprometer a eclodibilidade e saude do pinto neonato. Nesses tipos de ovos, a contagem de
bactérias mesofilas aerdbicas totais pode alcancar valores que variam de 3,75 a 7,07 logio
UFC/ovo (Kuo et al., 1996; Berrang et al., 1997; Coufal et al., 2003; Zeweil et al., 2015).
Diante desse cenario, a reducdo da carga microbiana da casca de ovos visa, entdo, diminuir a
incidéncia de infeccBes bacterianas nos embrides e pintos neonatos (Fasenko et al., 2009).

Durante muitos anos, a desinfeccdo de ovos incubaveis foi considerada um problema
para a industria avicola, devido a auséncia de uma alternativa econémica, efetiva e segura
para substituir a fumigacdo com formaldeido (Coufal et al., 2003). Pode se dizer que mais de
dez anos passados apos tal afirmacdo, o problema ainda persiste. Os efeitos adversos
associados ao uso de formaldeido a saude dos trabalhadores das granjas e incubat6rios
direcionaram grande parte das pesquisas para a busca de métodos alternativos de desinfeccao
(Berrang et al., 2000). Além disso, em revisao sistematica sobre a fumigacdo dos ovos com
formaldeido, realizada por Cadirci (2009), efeitos adversos do uso dessa substancia ao
embrido também foram relatados. Por ter capacidade de difuséo para dentro dos ovos através
dos poros, esse gas pode alquilar componentes celulares, como as bases purinas e pirimidinas
presentes no DNA e RNA do embrido, e levar a morte embrionéria, principalmente na fase
inicial de desenvolvimento (Cadirci, 2009).

O uso de procedimentos alternativos de desinfeccdo da casca de ovos, como a
pulverizacdo com desinfetantes a base de peroxidos (Bailey et al., 1996; Sander e Wilson,
1999; Cox et al., 2007; Wells et al., 2011), fumigacdo com gas ozonio (Whistler e Sheldon,
1989; Bailey et al., 1996; Rodriguez-Romo e Yousef, 2005; Braun et al., 2011) e o uso de
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irradiagdo de luz UV-C (Chavez et al., 2002; Coufal et al., 2003; Wells et al., 2011) tem
demonstrado efetividade em reduzir a contagem bacteriana presente na casca. Por serem
procedimentos de desinfeccdo nao liberadores de residuos toxicos apés o uso (Sheldon e
Brake, 1991; Braun et al., 2011), esses métodos também podem ser caracterizados como
ecologicamente corretos ao meio ambiente.

Mesmo com resultados positivos para seu uso como agente microbicida na casca dos
0vos, € necessario um conhecimento mais aprofundado dos efeitos desses procedimentos
sobre o rendimento de incubacdo, qualidade e status microbioldgico de pintos neonatos. Nesse
contexto, objetivou-se avaliar o efeito da desinfeccdo de ovos com formaldeido e outros
procedimentos alternativos (gas ozonio, radiagdo de luz UV, pulverizacdo com perdxido de
hidrogénio e acido peracético) sobre a reducdo da contagem microbiana da casca, qualidade
de casca, rendimento de incubacéo, qualidade de pintos neonatos e contamina¢do microbiana

do saco vitelinico de pintos de um dia.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta de Ovos
Os ovos foram obtidos de um lote de matrizes pesadas da linhagem Cobb® de 42

semanas de idade provenientes de um matrizeiro comercial. Ovos de terceira e quarta coletas
foram utilizados para a realizacdo dos diferentes procedimentos de desinfeccdo, avaliacdo da
contagem microbiana da casca, qualidade de casca e rendimento de incubacdo. Todos 0s 0vos
foram coletados dos ninhos com luvas de procedimento para evitar contaminagao entre ovo e
coletador e acondicionados em pentes de plastico previamente desinfetados. Ovos de cama ou
muito sujos ndo foram utilizados. Um total de 10.080 ovos foram selecionados e distribuidos
entre os tratamentos de desinfeccdo de maneira aleatdria, totalizando 1440 ovos para cada
tratamento. Todos os tratamentos receberam a mesma quantidade de ovos de cada coleta, a
fim de garantir a homogeneidade das amostras. Os tratamentos foram constituidos de cinco
diferentes procedimentos de desinfeccdo (fumigacdo com o0z6nio, fumigagdo com
paraformaldeido, irradiacdo com luz ultravioleta tipo C, pulverizacdo com perdxido de
hidrogénio e pulverizacdo com &cido peracetico) e dois tratamentos controle (pulverizacéo
dos ovos com agua e sem desinfeccdo), totalizando sete tratamentos. Imediatamente apods a
separacgdo dos ovos, uma amostra de 16 ovos foi coletada de cada tratamento para avaliagdo
microbioldgica da casca. Em seguida, os ovos foram submetidos aos sete tratamentos

Propostos.
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3.2. Procedimentos de desinfec¢do
3.2.1. Ozbnio
Os ovos foram desinfetados com gas 0z6nio na concentragdo de 5-10 ppm por
20 minutos, de acordo com as recomendagdes do fornecedor do gerador (Alvap
Engenharia LTDA, Lajeado, Rio Grande do Sul, Brasil). O gas foi gerado por meio da
passagem de oxigénio comprimido por um gerador de 0zénio (ALVAP®, Lajeado, Rio
Grande do Sul, Brasil) e para sua mensuracdo dentro da camara foi utilizado um
mensurador de ozonio (OZONE ANALYZER UV-100, Santa Fe, Novo México,
Estados Unidos). Imediatamente ap6s a separacdo dos pentes de ovos coletados entre
os tratamentos, os ovos desse grupo foram alocados dentro de caixa de ovos de
pléastico e colocados dentro da camara de fumigacdo, de 3 m®, localizada no préprio
nucleo, para a desinfeccdo. A umidade relativa do ar foi ajustada para manter-se a 70%
dentro da cémara e mensurada por meio de uma sonda acoplada a um
termohigrometro. Os dados de concentracdo de ozonio dentro da camara registrados
durante as desinfeccOes estdo apresentados na Figura 1. Apds a fumigacgdo foi

realizada a exaustdo do produto dentro da camara por um tempo total de 12 minutos.
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Figura 1. Concentracdo de ozonio em ppm dentro da cdmara de fumigacdo durante
periodo de desinfeccdo dos ovos

3.2.2. Paraformaldeido
A concentragdo de 13,33g/m*® de paraformaldeido foi utilizada para a

desinfecgéo. Os tempos de queima do produto, fumigacgéo e exaustdo totalizaram 20,
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10 e 10 minutos, respectivamente. Da mesma maneira que no grupo desinfetado com
0z0nio, os pentes de ovos desse grupo foram alocados em caixas plasticas especificas e
colocados dentro da camara de fumigacdo, localizada no préprio nucleo. A mesma
camara utilizada para desinfeccdo dos ovos com ozénio foi utilizada para a fumigacédo
com paraformaldeido. Por isso, ap6s cada coleta, 0os ovos desse tratamento foram
desinfetados com atraso de uma hora em relagdo aos outros tratamentos, tempo que
envolve o tempo de fumigacdo mais uma espera para total retirada dos residuos do
produto utilizado anteriormente. A umidade relativa do ar dentro da camara foi
ajustada para manter-se a 70% e mensurada da mesma maneira que na desinfeccéo

com ozonio.

3.2.3. Radiacéo UV
Por meio do uso de luvas de procedimento, os ovos foram colocados um a um

em uma bandeja especifica e, em seguida, introduzidos em uma camara fechada, onde
16 lampadas UV-C instaladas (30W; 90cm; 254nm; HALOTECH) proporcionaram
intensidade média de 6,36 mW/cm? O tempo de desinfeccdo para cada bandeja de
ovos foi de 60 segundos. A intensidade de UV foi mensurada por meio de medidor de
poténcia (THORLABS PM100D, Dachau, Alemanha) e sonda (S401C- THORLABS,
Dachau, Alemanha). Com dimensdo de 1,20x0,45x0,55m, a camara, adaptada de
Gottselig et al. (2016), foi desenvolvida com material MDF e capaz de comportar uma
bandeja de 95 ovos por vez (Figura 2). A bandeja, feita com material de aluminio, foi
desenhada de modo a evitar que 0s ovos encostassem uns nos outros e, assim, permitir
maior exposicdo de todas as partes do ovo a luz UV-C. A temperatura dentro da
camara foi mensurada por meio de uma sonda acoplada a um termdmetro digital e
variou de 29,3 a 33,6°C durante todo o periodo de desinfeccdo. O periodo total gasto

para desinfetar todos os ovos foi de no maximo 35 minutos apds cada coleta.
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Figura 2. Visdo de corte de prot6tipo de camara de desinfeccdo de ovos por meio de

lampadas germicidas (UV-C).

3.2.4. Peroxido de Hidrogénio
Uma solucdo de 1,56% de peroxido de hidrogénio (OXIVIR FIVE 16

CONCENTRATE®, Sdo Paulo, Brasil) foi utilizada para desinfeccdo dos ovos. Ap6s
cada coleta e separacdo dos ovos por tratamento, a pulverizacao foi realizada por meio
do uso de pulverizador manual, em que 500 mL da solucdo do desinfetante foram
pulverizados em 720 ovos por vez. Mensurada por meio do uso de termdmetro
(INCOTERM® 5004, S&o Paulo, Brasil), a temperatura da solucéo registrada variou de
25 a 28°C. Para que toda a superficie dos ovos fosse atingida pela solucgdo, os pentes
de ovos foram colocados em uma superficie plana e a pulverizacdo ocorreu em duas
etapas: 250 mL foram administrados em um lado dos ovos e, ap0s a viragem desses,
por meio do uso de novos pentes previamente desinfetados, mais uma pulverizacdo de
250 mL foi administrada na outra superficie. No total, foi pulverizado, em média, 0,69
mL de peréxido de hidrogénio em cada ovo e 0 tempo gasto nesse procedimento

variou de 8 a 10 minutos ap0s cada coleta.

3.2.5. Acido peracético
Uma solucéo de 0,13% de acido peracético (DIVOSAN FORTE®, Sdo Paulo,

Brasil) foi utilizada para a pulverizacdo dos ovos. O modo de pulverizagdo e a
quantidade do produto pulverizado foram similares as pulverizacbes com peroxido de
hidrogénio. Mensurada da mesma maneira que no grupo anterior, a temperatura da
solugéo registrada variou de 23 a 26°C. O tempo total gasto para pulverizagédo dos

ovos desse grupo variou de 7 a 12 minutos ap6s cada coleta.
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3.2.6. Sem desinfeccéo (controle imido)
Ao final de cada coleta, os ovos foram submetidos a pulverizagdo contendo

somente agua para levar em conta os efeitos da molhagem dos ovos sobre as variaveis
analisadas. O modo de pulverizacdo e a quantidade de agua pulverizada foram
similares as pulverizagbes com o0s outros produtos. A temperatura da agua registrada
foi de 27°C em todas as desinfec¢des e foi mensurada da mesma forma que nos demais
grupos de pulverizagdo. O tempo total gasto para pulverizacdo dos ovos desse grupo

variou de 10 a 13 minutos ap0s cada coleta.

3.2.7. Sem desinfec¢ado (controle seco)
Os pentes com 0s ovos desse tratamento foram mantidos na mesma sala na

qual os outros tratamentos foram realizados, porém os ovos ndao foram submetidos a
nenhum procedimento de desinfec¢do ou pulverizados com agua apos as coletas. A
temperatura e umidade ambiental foram registradas e variaram entre 27,9 a 31,3°C e

48 a 54%, respectivamente.

3.3. Incubacéo
Apds a realizacdo dos processos de desinfec¢do, os ovos foram transportados a um

incubatério comercial. Com um dia de armazenamento foi realizada a selecdo dos ovos,
eliminando aqueles considerados ndo incubaveis (sujos, trincados, quebrados, pequenos, com
duas gemas e deformados). Em seguida, mantendo-se as identificacbes dos tratamentos, 0s
ovos foram colocados em bandejas proprias para incubacdo, com capacidade para 96 ovos
cada. Foram utilizadas 12 bandejas de incubacdo, totalizando 1.152 ovos para cada
tratamento. Nessas condi¢des, 0s 0vos permaneceram por mais um dia na sala de
armazenamento.

Antes da entrada dos ovos na incubadora, todas as bandejas com ovos foram pesadas
individualmente. Em seguida, as bandejas foram dispostas ao acaso na maquina de incubacéo
de estagio multiplo (CASP CMG 125E, Amparo, Sao Paulo, Brasil) que foi regulada para
manter-se com a temperatura do bulbo seco em 37,4°C (99,3°F) e a temperatura de bulbo
umido em 28,9°C (84°F), correspondendo a 62% de umidade relativa (UR). A viragem dos
ovos foi programada para acontecer a cada hora. No 11° dia de incubacdo foi realizada a
ovoscopia para identificar os ovos inférteis e com embrides mortos. Esses dados foram
registrados para serem incluidos na analise final de mortalidade embrionéria e fertilidade.

No 19° dia de incubacdo os ovos foram transferidos para um nascedouro (CASP 21E,

Amparo, S&o Paulo, Brasil) e, nessa ocasido, todas as bandejas foram novamente pesadas
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individualmente, para posterior calculo de perda de peso dos ovos. Apds a pesagem, 0S 0VOS
foram transferidos para as bandejas de ecloséo, devidamente identificadas de acordo com os
tratamentos e essas distribuidas aleatoriamente dentro do nascedouro. A méaquina foi regulada
para manter-se a temperatura de bulbo seco em 36,6°C (98°F) e a temperatura de bulbo imido
em 28,9°C (84°F), correspondendo a 65% de UR.

3.4. Nascimento dos pintos e rendimento de incubacao
A retirada dos pintos do nascedouro ocorreu com 504 horas (21 dias) de incubagéo.

Foi realizada a contagem e pesagem dos pintos nascidos. A qualidade dos pintos nascidos foi
visualmente registrada e, assim, determinada a porcentagem de pintos vendaveis de acordo
com os padrdes comerciais exigidos pelo incubatério (pintos com umbigo aberto, problemas
de pernas ou outras anormalidades ndo foram contabilizados). O nimero de ovos nao
eclodidos de cada bandeja foi registrado e cada ovo examinado para determinacdo do
percentual de ovos inférteis, ovos bicados (pintos totalmente desenvolvidos e que néo
conseguirdo eclodir) vivos e mortos e a fase em que ocorreu a mortalidade embrionaria (0-7,
8-14 e 15-21 dias de incubacdo), incluindo a observacdo sobre ovos contaminados,
desidratados e anormalidades morfoldgicas. A eclodibilidade foi calculada com base no

percentual de pintos nascidos sobre o total de ovos incubados e sobre o total de ovos férteis.

3.5. Avaliacdo microbioldgica
3.5.1. Casca dos ovos

Um método adaptado de Fasenko et al. (2009) para avaliacdo de bactérias mesofilas
aerobicas totais e Enterobacteriaceae foi realizado para contagem microbiana das casca dos
ovos. Apds cada coleta, imediatamente antes e uma hora depois da desinfeccdo, foram
selecionados 16 ovos de cada tratamento para a realizagcdo das avaliagcbes de contagem
microbiana da casca. Os ovos, coletados com luvas de procedimento, foram colocados em
sacos autoclavados em agrupamentos de quatro ovos por saco, os quais foram devidamente
identificados de acordo com cada tratamento e, entdo, refrigerados a 4°C. As amostras foram
transportadas ao laboratorio, onde 24 horas apés sua refrigeracdo foram realizadas as analises
microbiologicas. Cada saco contendo um pool de quatro ovos foi aberto e os ovos foram
repassados para outro saco autoclavado, onde 250 mL de solucdo tampéo fosfato-salina (PBS)
foram adicionados. Nesse novo ambiente, os ovos foram massageados por cinco minutos a
fim de remover as células bacterianas de suas superficies. Em seguida, uma amostra de 1,0

mL de PBS foi retirada de cada saco e uma série de trés diluicdes decimais em PBS foram
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realizadas para cada amostra. O plaqueamento de 1,0 mL de PBS de cada diluicdo foi
realizado sobre agares PCA (OXOID LTD., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) e
MacConkey (BD DIFCO™ Sparks, Maryland, Estados Unidos) para a obtencéo da contagem
de microrganismos mesofilos aerdbicos e enterobactérias, respectivamente. As placas foram
incubadas a 37°C, de 24 a 48 horas, sob condi¢Oes de aerobiose, e as colonias bacterianas
contadas e registradas. Contagens microbianas foram expressas em log;o UFC/1 mL de pool

de ovos.

3.5.2. Saco vitelinico
A avaliacdo microbioldgica do saco vitelinico foi adaptada de Sander e Wilson (1999).

Os pintos considerados vendaveis foram selecionados para posterior anélise microbiolégica
do saco vitelinico. Apds a pesagem, foi realizada a coleta, ao acaso, de 13 pintos por
tratamento e esses encaminhados, separadamente, ao laboratorio para analise microbiologica.
Apbs 24 horas do nascimento, os pintos foram eutanasiados por deslocamento cervical para a
coleta do 6rgdo. A coleta do saco vitelinico de cada pintinho foi realizada de maneira
asséptica de forma a evitar sua contaminagdo com o ambiente. Foi amostrado 1,0 g de saco
vitelinico mais fluido de cada amostra para a realizacdo de cinco dilui¢cbes decimais em PBS.
O plaqueamento de 100 pL de cada diluigdo foi realizado para avaliagdo da contagem de
bactérias mesofilas aerdbicas e enterobactérias, em agares PCA (OXOID LTD., Basingstoke,
Hampshire, Inglaterra) e MacConkey (BD DIFCO™ Sparks, Maryland, Estados Unidos),
respectivamente. As placas foram incubadas sob aerobiose a 37°C, de 24 a 48 horas, e
colbnias bacterianas contadas e registradas. Contagens microbianas foram expressas em logi

UFC/1 mL de saco vitelinico.

3.6. Qualidade da casca

3.6.1. Resisténcia da casca

Foram amostrados 24 ovos de cada tratamento para avaliagdes de resisténcia da casca.
A forca necessaria para quebrar essa estrutura, em gramas, foi determinada por meio do
aparelho TA.XT2 Texture Analyser (Stable Micro Systems, Surrey, England). Foi utilizada
uma sonda (P4 DIA Cylinder) de aco inoxidavel de 4 mm de didmetro, com distancia de 6
mm e velocidade pré, durante e pos teste de 3,0; 0,5; e 5,0; mm/s respectivamente. A forca de

gatilho da sonda foi de 3,0g. O teste seguiu 0 método de fratura por compressdo de acordo
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com Stefanello et al. (2014), no qual o ovo inteiro é colocado longitudinalmente dentro de um
cadinho de porcelana. A casca foi pressionada até que ocorresse a fratura e a forga necessaria

usada foi indicadora da resisténcia da casca.

3.6.2. Espessura da casca

Apobs os procedimentos de desinfeccdo, outros 24 ovos foram coletados de cada
tratamento para a medida de espessura da casca por método similar ao utilizado por Stefanello
et al. (2014). As cascas foram separadas com o auxilio de uma tesoura em trés partes
correspondentes as regifes apical (extremidade afilada), equatorial e basal (extremidade
alargada que contém a camara de ar). A medida da espessura da casca foi realizada com um
micrémetro digital com resolucdo de 0,00lmm (MITUTOYO SUL AMERICANA LTDA,
Suzano, Sao Paulo, Brasil). Foi medida a espessura de cada uma das trés regides e entdo, a

espessura média da casca do ovo foi calculada.

3.7. Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado para as avaliacdes microbiol6gicas da casca e
rendimento de incubacdo foi em blocos ao acaso, sendo as coletas consideradas como blocos,
e constituido de sete tratamentos. Um total de oito repeti¢cdes formadas por um pool de quatro
ovos cada foi utilizada para a avaliacdo microbioldgica da casca, enquanto 12 repeticdes,
constituidas das bandejas de incubacdo compostas de 96 ovos cada, foram utilizadas para
avaliacdo do rendimento de incubacdo. Para as avaliacbes de qualidade de casca, o
delineamento foi inteiramente ao acaso, constituido de sete tratamentos de 24 repeticfes cada,
sendo o ovo considerado a repeticdo. Para a avaliacdo da contagem microbiana presente no
saco vitelinico de pintos de um dia, o delineamento foi similar a avaliacdo de qualidade de
casca, constituido de sete tratamentos, mas com 13 repeticdes cada, sendo o pinto considerado
a repeticdo. Todos os dados foram submetidos a anélise de variancia pelo procedimento GLM
do SAS. Médias entre tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de significancia.
Os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal (percentual de mortalidade inicial,
intermediaria e final e pintos vendaveis) foram transformados para raiz da variavel e, entdo,

novamente submetidos a ANOVA pelo mesmo procedimento.



100

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Contagem Microbiana da Casca

Os ovos dos grupos desinfetados com formaldeido e UV apresentaram reducédo
significativa das contagens de bactérias mesdfilas aerdbicas totais quando comparados aos
demais grupos e a esses mesmos grupos antes da desinfeccdo (P<0,05; Tabela 1). Os ovos
desinfetados com formaldeido apresentaram menores contagens de bactérias mesofilas
aerobicas totais que os ovos tratados com UV (P<0,05; Tabela 1). Nenhuma diferenca
significativa entre os grupos foi encontrada para a contagem de bactérias aerdbicas totais e
Enterobacteriaceae na casca dos ovos antes da desinfeccdo (P>0,05; Tabela 1). Apos a
aplicacdo dos tratamentos, a contagem de Enterobacteriaceae também ndo foi afetada pelos
tratamentos (P>0,05; Tabela 1).
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Tabela 1. Contagens médias de bactérias mesofilas aerdbicas totais e Enterobacteriaceae, em
logip UFC/mL pool de 4 ovos, antes e ap0s a desinfeccdo, nos ovos dos tratamentos
formaldeido, ozbnio (Ogz), luz ultravioleta (UV), peroxido de hidrogénio (H.0,), &cido
peracético (PAA), controle imido e controle seco, acompanhados dos respectivos desvios-
padrdo (DP)

Tratamento Bactérias mesofilas aerdbicas totais Enterobacteriaceae
(logig UFC/mL pool de 4 ovos + DP)
Antes do Depois do Ccv Antes do Depois do Ccv

tratamento tratamento (%) tratamento tratamento (%)
Formaldeido 3,42 +0,29™ 1,10 +0,16%° 1041 1,27 +0,64 1,04+0,00 39,44
O 3,31+0,42% 295+0,41" 1333 1,08+0,10 1,37+0,69 40,31
uv 3,57 10,24Aa 2,2010,56Bb 1497 1,11 +0,13 1,04 0,00 8,54
H,0, 3,2840,39"%  3,05+0,16™ 939 1,24+0,38 1,04+0,00 2373
PAA 3,24J_r0,35Aa 2,91 10,67Aa 17,76 1,370,844 1,39 0,72 56,43
Controle A A
o 3,17 £0,22™% 3,16 +0,44™ 1524 113+0,26 1,43+0,61 36,36
Umido
Controle A A

3,36+0,36"% 3,14 +0,42"* 1206 1,16 0,22 1,08 +0,10 15,12
seco
CV (%) 10,06 16,22 36,95 36,88

a,b,c Médias seguidas de letras distintas minasculas dentro das colunas sdo diferentes pelo teste Tukey (P<0,05).
A,B Médias seguidas de letras distintas maitisculas dentro das linhas sdo diferentes pelo teste F (P<0,05).

CV = Coeficiente de variagao.

A inclusdo da contagem de bactérias da familia Enterobacteriaceae, para monitoragdo da
contaminacdo dos ovos nas granjas, fornece uma boa visdo do grau de higiene dos ovos a
serem incubados (Musgrove et al., 2014). A presenca de algumas bactérias pertencentes a essa
familia, como Salmonella enterica sorovar Enteritidis e Escherichia coli patogénica, pode ser
prejudicial a satde das aves e a produtividade, além de ameaca a seguranca de produtos a base
de carne de frango (Berrang et al., 2000; Fasenko et al., 2009). Os resultados encontrados para
contagem de Enterobacteriaceae na casca, em todos os grupos, diferem-se dos encontrados
por Fasenko et al. (2009), que ndo observaram a presenca dessa familia de bactérias na casca
de ovos, sejam eles desinfetados ou ndo. No entanto, os resultados obtidos no presente estudo,

assim como observado no trabalho de Musgrove et al. (2014), demonstraram contagens de
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Enterobacteriaceae muito baixas em todos 0s grupos, mesmo antes da desinfeccdo. Com isso,
as médias das contagens, tanto em ovos do grupo controle ou em ovos desinfetados,
apresentaram-se abaixo da precisdo para contagem de microrganismos por placa (Corry et al.,
2007).

Os valores encontrados para a contaminacdo da casca de ovos por bactérias mesofilas
aerobicas totais, antes de qualquer procedimento de desinfeccdo, variaram entre 3,17 e 3,57
logip UFC/mL entre os grupos e estdo em consonéncia com dados observados na literatura
para ovos coletados em ninhos (Kuo et al., 1996; Coufal et al., 2003). No entanto, valores
entre 4 e 7 logip UFC/ovo, em ovos considerados limpos, também foram descritos por alguns
autores (Berrang et al., 1997; Stephens et al., 2009; Wells et al., 2011; Zeweil et al., 2015).
Diante desse fato, sugere-se que 0s ovos desse experimento foram expostos a reduzido desafio
bacteriano apés a postura.

Independentemente do desafio microbiano a que os ovos foram submetidos, foi possivel
observar que as desinfecgbes com formaldeido e UV, em comparagdo ao grupo controle,
foram eficazes em reduzir a contaminacdo da casca por bactérias mesoéfilas aerobicas totais
em 2 e 1 log;o UFC/ml, respectivamente. Chavez et al. (1999) e Coufal et al. (2003) também
demonstraram reducéo significativa da populacdo de microrganismos mesdéfilos aerébicos na
casca, dentro da faixa citada, em ovos expostos durante 60 segundos a irradiacdo de luz UV
de 7,5 mW/cm? e 4-14 mW/cm?, respectivamente, valores proximos ao utilizado nesse
trabalho. Em relacdo a comparacdo com o formaldeido, os dados dessa pesquisa indicam que
ndo foi possivel atingir o mesmo padrdo de reducdo microbiana da casca por meio do uso de
luz UV. Como também foi sugerido por Coufal et al. (2003), esse resultado pode ser
explicado pela dificuldade da luz UV atingir toda a superficie do ovo, impossibilitando a
exposicao das bactérias a irradiacdo e, entdo, obter maior reducdo na contagem microbiana da
casca. Outra possivel causa desse resultado apoia-se no valor da intensidade de luz utilizada
nesse experimento, que teria sido insuficiente para equiparar ou superar os valores de redugédo
dessa contagem aos resultados do formaldeido.

Apesar de menor valor numérico de contagem de bactérias aerdbicas totais observado
nos grupos de ovos desinfetados com 0z6nio, peroxido de hidrogénio e acido peracético, esses
resultados foram estatisticamente similares ao grupo controle. Diferentemente do obtido nesse
trabalho, Whistler e Sheldon (1989) observaram reducdo significativa de 2,5 logyo na
contagem desses microrganismos na casca de ovos desinfetado com ozdnio (3,03% por peso
durante duas horas). Como abordado por Braun et al. (2011), o efeito do ozénio estaria

relacionado a uma curva de inativagdo bacteriana de carater bifasico, a qual apresenta um
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padrdo inicial répido, seguido de lenta reducdo de microrganismos mais resistentes. Os
autores ainda destacaram a importancia da concentracdo do o0z6nio combinado a elevados
tempos de exposicdo para a ocorréncia de uma linear inativacao de bactérias na casca de ovos.
Diante disso, sugere-se que a auséncia de diferenca significativa encontrada para a contagem
de bactérias mesofilas aerobicas totais entre os ovos desinfetados com o 0z6nio e grupo
controle, pode ter sido causada pela baixa dose de exposicdo a que os ovos foram submetidos
nesse experimento.

Em relacdo ao peroxido de hidrogénio, os dados apresentados na Tabela 1 também
contrastam com os dados da literatura, nos quais reducbes significativas de bactérias
mesofilas aerdbicas totais de até 5 log;o foram observadas em ovos desinfetados com H,0;
(Sheldon e Brake, 1991; Wells et al. 2011) quando comparados com 0 grupo controle.
Samberg e Meroz (1995) citaram a alta efetividade do acido peracético contra bactérias,
fungos e virus. O efeito bactericida do acido peracético também foi comprovado por Cox et
al. (2007), apesar desses autores terem estudado esse efeito em ovos previamente
contaminados por Salmonella enterica sorovar Typhimurium. Todos os desinfetantes a base
de perdxidos testados nessa pesquisa foram aplicados em menores concentracdes, de acordo
com as recomendacdes dos fabricantes, e menores quantidades, a fim de evitar a molhagem
excessiva do ovo, quando comparado aos trabalhos citados, 0 que pode ser a causa para a
diferenca encontrada para redugéo bacteriana na casca.

4.2. Qualidade da casca

Os dados da Tabela 2 demonstram semelhanca (P>0,05) entre os tratamentos para a

espessura e resisténcia da casca.
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Tabela 2. Médias da espessura da casca, em milimetros, e resisténcia, em Kg/mm?, dos ovos
dos tratamentos formaldeido, o0z6nio (Os), luz ultravioleta (UV), perdxido de hidrogénio
(H20,), éacido peracético (PAA), controle Umido e controle seco, acompanhados dos

respectivos desvios-padrédo (DP)

Espessura Resisténcia
Tratamento (mm:DP) (Kg/mm’+DP)
Formaldeido 0,350,020 4,40+0,651
O3 0,36+0,018 4,51+0,623
uv 0,35+0,018 4,48+0,680
H,0, 0,34+0,024 4,51+0,621
PAA 0,35+0,018 4,12+0,612
Controle imido 0,35+0,020 4,41+0,612
Controle seco 0,36+0,024 4,47+0,502
cv(%) 5,78 13,97

Médias ndo seguidas de letras dentro das colunas sdo semelhantes (P>0,05)

CV = Coeficiente de variagao.

A relacdo entre qualidade da casca e penetracdo bacteriana nessa estrutura foi proposta
por alguns autores (Sauter E Petersen, 1974; Nascimento e Solomon, 1991, Messens et al.,
2005). Alguns compostos quimicos usados na desinfec¢do de ovos podem afetar a estrutura da
casca (Kim e Slavik, 1996) e isso pode alterar a qualidade dessa estrutura (Messens et al.,
2005). A auséncia de diferenca significativa para os valores de espessura da casca indica que
nenhum dos procedimentos testados afetou essa variavel de maneira negativa. Como a
espessura € um dos fatores diretamente relacionados a resisténcia da casca (Robert, 2004), a
auséncia de diferenca estatistica observada entre 0s grupos para resisténcia também era
esperada. Contudo, uma analise da ultraestrutura da casca é fortemente indicada para uma
avaliacdo mais precisa do efeito dos referidos procedimentos de desinfeccao sobre as diversas

camadas da casca, em especial, a cuticula.

4.3. Rendimento de incubacéo

Os pesos dos ovos no momento da incubagdo ndo foram afetados pelos tratamentos
(P>0,05; Tabela 3). Os percentuais de perda de peso dos ovos variaram significativamente de

12,52 a 13,30% entre os grupos. A perda de peso dos ovos foi menor no grupo controle
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quando comparados com as perdas observadas nos ovos dos grupos controle umido, acido
peracético e peroxido de hidrogénio (P<0,05; Tabela 3), ndo diferindo dos grupos
paraformaldeido, 0z6nio e UV (P>0,05; Tabela 3).

Tabela 3. Pesos médios dos ovos antes da incubagdo e durante a transferéncia, em gramas, e
percentual de perda de peso de ovos dos tratamentos formaldeido, ozénio (Os), luz
ultravioleta (UV), peroxido de hidrogénio (H,0,), acido peracético (PAA), controle imido e

controle seco, acompanhados dos respectivos desvios-padréo (DP)

Peso antes

da incubacao Peso na transferéncia Perda de peso’
Tratamento (9+DP) (9+DP) (%xDP)
Formaldeido 64,57+0,34 56,28+0,60 12,84 +0,73%
Ozobnio 64,83+0,58 56,52+0,50 12,82 +0,39%
uv 64,82+0,66 56,51+0,70 12,82 +0,40%°
H,0, 64,68+0,49 56,20+0,55 13,12+0,40°
PAA 64,77+0,65 56,24+0,60 13,18+0,52"
Controle imido 64,69+0,73 56,09+0,66 13,30+0,37°
Controle seco 64,54+0,43 56,47+0,48 12,52+0,38°
’CV (%) 0,79 0,92 3,61

P Médias seguidas de letras distintas dentro das colunas sio diferentes pelo teste Tukey (P<0,05).
Perda de peso= [(peso inicial dos ovos — peso dos na transferéncia)/peso inicial dos ovos] x100.

2CV = Coeficiente de variancia.

A auséncia de diferenca significativa para peso dos ovos entre os tratamentos garantiu a
uniformidade das amostras de ovos entre 0s grupos e a certeza que qualquer alteracdo do peso
ou perda de peso, durante a incubacdo, deveu-se exclusivamente aos efeitos dos tratamentos
aplicados nos ovos. A perda de peso dos ovos durante a incubacdo deve-se principalmente a
difusdo de agua do interior do ovo através da casca (Tullet, 1990; Tona et al., 2001), o que
pode afetar a eclodibilidade e qualidade dos pintos neonatos (Peebles et al., 1987; Tona et al.,
2001). De acordo com Peebles et al. (1998), o aumento da perda de 4gua dos ovos pelos poros
estd relacionado, além da baixa umidade de incubagdo, a remocdo ou dano a cuticula. A
cuticula é capaz de atuar como barreira a difusdo do vapor de &gua, 0 que pode afetar a
permeabilidade da casca (Peebles e Brake, 1986) e o desenvolvimento embrionéario (Peebles

et al.,1987). Nesse experimento, devido a incubacdo de todos os ovos em condigdes similares
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de temperatura e umidade, credita-se qualquer alteragdo na perda de peso dos ovos a alteracao
na camada cuticular da casca.

Poucos trabalhos na literatura descreveram os efeitos da desinfec¢do da casca com 0s
desinfetantes testados, exceto formaldeido, sobre a perda de peso dos ovos durante a
incubacdo. Para a comparagdo entre os tratamentos de desinfec¢do dos ovos com formaldeido,
0zonio e sem desinfeccdo, os dados encontrados nesse estudo estdo em consonancia com 0s
apresentados por Whistler e Sheldon (1989). Esses autores também ndo observaram diferenca
significativa para perda de umidade dos ovos entre grupos de ovos ndo desinfetados (controle
seco) e fumigados com oz6nio (3, 06% peso/peso por 30 minutos) ou formaldeido (3 x =
119,8 mL formalina: 59,9 g permanganato de potéssio/2,83 m3). Em relagdo a comparagdo
entre desinfeccdo dos ovos com UV e formaldeido, a auséncia de diferenca significativa para
a perda de peso dos ovos encontrados entre esses tratamentos neste trabalho diverge dos
resultados encontrados por Scott (1993a). Esse autor observou maior perda de peso em ovos
desinfetados com 1% de formalina — substancia de mesmo principio ativo que o formaldeido
— gue em ovos tratados com luz UV em alta intensidade. Tal divergéncia entre resultados
pode ser explicada com base no efeito do método de desinfec¢do sobre a camada cuticular
utilizado pelo autor, que avaliou a imersdo dos ovos em formalina e ndo a fumigagdo com
esse produto. Dessa maneira, a possivel acdo da formalina, em estado liquido, sobre a cuticula
dos ovos pode ter levado ao aumento da permeabilidade da casca e consequente aumento da
perda de peso dos ovos, o que ndo foi observado na comparacdo entre 0s grupos de ovos
fumigados com formaldeido e desinfetados com luz UV nesse trabalho. Ao comparar a
desinfeccdo dos ovos com UV e grupo de ovos sem desinfeccdo, os dados desse trabalho
estdo de acordo com os encontrados por Coufal et al. (2003). Esses autores também néo
encontraram diferenca significativa para a perda de umidade dos ovos entre grupos, sugerindo
gue o tratamento de ovos férteis com a luz UV ndo é capaz de afetar cuticula a ponto de
aumentar a perda de peso dos ovos durante a incubacao.

Em relacdo ao H,0O,, PAA e controle umido, os maiores valores de perda de peso dos
ovos encontrados nesses grupos sugerem que o método de pulverizagdo utilizado,
independentemente da substancia aplicada nos ovos, parece ter afetado a integridade da
cuticula. Esses resultados diferem dos encontrados por Sheldon e Brake (1991), que ndo
observaram diferenca significativa para perda de umidade durante a incubagdo entre ovos
pulverizados com 5% de H,O, e sem desinfec¢do. Ainda que a aplicacdo do H,0O, nessa
pesquisa tenha sido em concentracdo menor que no trabalho citado, a diferenga entre

resultados talvez se deva a quantidade do desinfetante pulverizado nos ovos, que foi maior no
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presente estudo (0,69 mL/ ovo) que no trabalho de Sheldon e Brake (1991) (0,25-0,33
mL/ovo). Devido ao alto poder de oxidagdo do H,O,, esses autores ndo descartaram a
provavel alteracdo que essa substancia poderia ocasionar a cuticula, levando a maior perda de
agua e peso dos ovos, fato corroborado por Sander e Wilson (1999). Ao pulverizar ovos de
matrizes de 35 semanas de idade com solucéo de 3% de H,O, durante a incubagéo (do 1° ao
18° dia), esses autores observaram maior perda de peso dos ovos no grupo pulverizado com o
desinfetante que no grupo pulverizado com agua. No presente estudo, a alta perda de peso dos
ovos pulverizados com agua pode ser explicada por dois fatores: possivel presenca de cloro
residual (ndo mensurado) na agua em quantidade capaz de alterar a camada cuticular; e/ou o
efeito da agua per se sobre a remocgéo dessa estrutura.

Independentemente do maior ou menor percentual de perda de peso do ovo observado
entre os tratamentos, todos os valores encontraram-se dentro do esperado para essa variavel.
Dados da literatura apontam para a perda de 12 a 15% do peso inicial do ovo durante a
incubacédo para obtencéo de boa eclodibilidade (Peblees e Brake, 1986; Peebles et al., 1987;
Molenaar et al., 2010).

Os tratamentos de desinfeccdo ndo afetaram a fertilidade, eclodibilidade do numero total
de ovos incubados e eclodibilidade do nimero total de ovos ferteis (P>0,05; Tabela 4). A
mortalidade embrionéria também néo foi afetada pelos tratamentos nos periodos analisados
(inicial, intermediaria e final) (P>0,05; Tabela 4).
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Tabela 4. Percentual médio de fertilidade (Fert), eclodibilidade do numero total de ovos
incubados (Eclod), eclodibilidade do nimero total de ovos férteis incubados (Eclod fert),
mortalidade embrionéria de ovos dos tratamentos formaldeido, ozdnio (Os), luz ultravioleta
(UV), peroxido de hidrogénio (H20,), acido peracético (PAA), controle imido e controle

seco, acompanhados dos respectivos desvios-padréo (DP)

Mort final
Mort + bicados
Mort inter- (vivos e
Fert! Eclod® Eclod fert®  inicial® medidria®  mortos)’
Tratamento  (%<DP) (%+DP) (%+DP)  (%<DP) (%DP)  (%=DP)
Formaldeido  98,26+1,36 91,22+3,13 92,84+2,99 5,04+1,81 0,09+0,30 1,51+1,68
O3 98,35+1,86 92,43+3,48 93,98+2,93 3,98+2,36 0,09+0,31 1,50+1,57
uv 98,35+1,50 93,29+1,74 94,87+1,88 2,84+154 0,35+0,68 1,76+1,22
H,0, 98,61+1,28 93,21+3,30 94,52+2,84 4,15+3,03 0,18+0,41 0,80+0,66
PAA 98,87£1,44 92,70+2,00 93,76£1,45 4,13+x152 0,44+0,54 1,15%0,96
Controle
imido 98,77+1,48 93,71+2,99 94,86+2,18 2,84+2,04 0,27+0,48 1,15+1,05
Controle
seco 98,25+1,43 93,00+2,98 94,66+2,90 3,48+2,33 0,09+0,31 1,24+0,88
CV'(%) 1,51 3,06 2,59 26,97 26,81 33,00

Médias ndo seguidas de letras dentro das colunas sdo semelhantes (P>0,05).

YFertilidade = (nimero de ovos férteis/nimero de ovos incubados) x 100.

*Eclodibilidade = (nimero de ovos eclodidos/ niimero total de ovos incubados) x 100.

*Eclodibilidade de ovos férteis = ( n(imero de ovos eclodidos/niimero de ovos férteis incubados) x 100.

*Mortalidade inicial = (nimero de embrides mortos entre 0 a 7 dias de incubagdo/niimero total de ovos férteis

incubados) x 100.

*Mortalidade intermediaria = (nimero de embrides mortos entre 8 a 14 dias de incubag&o/niimero total de ovos

férteis incubados) x 100.

®Mortalidade final mais bicados vivos e mortos = [(nimero de embrides mortos entre 15 a 21 dias de incubagdo

+ ndmero de ovos bicados com embriGes vivos e ovos bicados com embrides mortos)/nimero total de ovos
férteis incubados)] x 100.

'CV = Coeficiente de variacao.

O resultado observado para fertilidade dos ovos era esperado e demonstra, mais uma

vez, que a homogeneidade das amostras de ovos coletados para todos os grupos, antes dos
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tratamentos, foi garantida. A auséncia de diferenca significativa observada entre o0s
tratamentos para as variaveis de eclodibilidade indica que a desinfec¢cdo dos ovos, com
qualquer um dos procedimentos testados, ndo afetou esses parametros de maneira negativa,
tampouco melhorou seus valores em comparacdo ao grupo controle.

Nenhuma alteracdo significativa nas taxas de mortalidade embrionaria em quaisquer
periodos durante a incubagdo foi observada entre tratamentos (Tabela 2). O padrdo de
mortalidade embrionaria seguiu a normalidade apontada por Tona et al. (2001), com altas
taxas sendo observadas nos periodos inicial e final de incubacéo.

De maneira diferente ao observado por Whistler e Sheldon (1989), a desinfec¢cdo com
0zoOnio ndo prejudicou a eclodibilidade dos ovos ou aumentou as taxas de mortalidade
embrionaria nesse estudo. Essa diferenca entre resultados provavelmente deve-se a elevada
dose de exposicao ao 0zénio (concentracdo de 3,03% por peso, por duas horas) a que 0s 0vos
foram expostos no trabalho desses autores. De acordo com Furhmann et al. (2010), o ozonio
possui efeito deletério sobre o desenvolvimento celular quando aplicado em altas doses.
Como nesse estudo ndo foi observada alteracdo na eclodibilidade ou mortalidade embrionéria,
sugere-se que a desinfec¢cdo com o o0zénio, nos moldes propostos, ndo foi prejudicial as
celulas embrionérias.

Em relacdo ao tratamento com UV, a auséncia de melhora significativa na
eclodibilidade dos ovos tratados por esse método também foi observada por outros
pesquisadores (Scott, 1993; Berrang et al., 1995; Coufal et al., 2003). Isso evidencia, mais
uma vez, que a desinfeccdo por meio de luz UV ndo prejudica o desenvolvimento das células
embrionérias e tem efeito somente na casca.

Para os ovos do grupo testado com H,0O,, os dados observados nessa pesquisa diferem
dos encontrados por Sheldon e Brake (1991), que relataram maior eclodibilidade de ovos
férteis e menor mortalidade embrionéria inicial para ovos pulverizados com H,0, que para
ovos ndo desinfetados. A contaminagdo da casca dos ovos na pesquisa desses autores
apresentou-se maior que no presente estudo, o que pode ter influenciado a alta mortalidade
embrionaria e consequente diferenca significativa para eclodibilidade de ovos férteis em
grupos ndo desinfetados. Outra possivel justificativa para as diferengas encontradas pode ser
apoiada no fato de que no trabalho de Sheldon e Brake (1991), a desinfec¢do dos ovos com
H.O, ocorreu em concentracdes maiores desse desinfetante, o que levou a maior reducao da
contaminacdo da casca e, logo, menor desafio microbiano aos embrides na fase inicial de

incubagdo. Em contraste com os dados apresentados por esses autores, assim como observado
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nesse estudo, Scott et al. (1993) e Sander e Wilson (1999) também nédo observaram efeito
deletério da desinfec¢do de ovos com H,0, sobre a eclodibilidade.

Nesse trabalho, assim como ocorreu com o tratamento H,O,, a pulverizagdo dos ovos
com PAA também ndo foi prejudicial ao embrido. Pouco é conhecido sobre o efeito da
desinfeccdo de ovos incubaveis com acido peracético sobre o rendimento de incubacgdo e
qualidade de pintos. Em concordancia aos resultados apresentados nesse trabalho, Harisson
(1969) também néo encontrou efeito prejudicial do PAA, utilizado como produto esterilizante
em ovos incubaveis para a producdo de pintos SPF (Specific-Pathogen-Free), sobre a
eclodibilidade.

Ao supor que a menor contagem bacteriana da casca dos ovos diminui a mortalidade
embrionaria e melhora os parametros de eclodibilidade, esperava-se que 0S Qrupos
formaldeido e UV apresentassem, ao menos, eclodibilidade superior ao grupo controle. No
entanto, isso ndo foi observado, o que sugere que a contaminagdo inicial dos ovos foi

insuficiente para causar efeito negativo a essa variavel.

4.4. Qualidade dos pintos nascidos e contagem microbiologica do saco vitelinico

O peso dos pintos e o percentual de pintos vendaveis ao nascimento ndo diferiram entre
os tratamentos (P>0,05; Tabela 5). Da mesma maneira, as contagens de bactérias mesofilas
aerodbicas e enterobactérias em pintos de um dia de idade apresentaram valores semelhantes
entre os tratamentos (P>0,05; Tabela 5). As contagens de bactérias mesofilas aerdbicas e
Enterobacteriaceae variaram de 2,12 a 2,85 e 2,04 a 2,89 loglOUFC/mL entre os grupos,

respectivamente.
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Tabela 5. Peso médios dos pintos, em gramas, percentual de pintos vendaveis (machos e
fémeas) ao nascimento e contagens de bactérias mesofilas aerdbicas totais e
Enterobacteriaceae do saco vitelinico de pintos de um dia de idade oriundos dos tratamentos
formaldeido, ozénio (Ogz), luz ultravioleta (UV), peréxido de hidrogénio (H,O,), &cido
peracético (PAA), controle imido e controle seco, acompanhados dos respectivos desvios-
padrdo (DP)

Contagem microbioldgica do saco
vitelinico
(log;o UFC/mL+DP)

Peso dos Bactérias
pintos Vendavéis mesofilas

Tratamento (9DP) (%+DP) aerobicas totais  Enterobacteriaceae
Formaldeido 42,75+1,07 98,45+1,34 2,85+1,26 2,89+1,29
O3 43,48+1,02 98,95+0,92 2,12+0,44 2,04+0,13
uv 43,27+0,53 99,24+0,89 2,43+0,76 2,36+0,88
H,0, 43,32+1,02 99,25+0,75 2,20+0,28 2,48+1,01
PAA 43,21+0,85 98,96+1,13 2,53+£1,12 2,44+1,02
Controle imido 43,46+1,14 99,05+1,28 2,21+0,52 2,35+0,78
Controle seco 43,36+1,34 98,40+1,01 2,50+0,87 2,09+0,31
CV* (%) 2,22 1,08 34,24 36,19

Médias ndo seguidas de letras dentro das colunas sdo semelhantes (P>0,05)

CV = Coeficiente de variagao.

O peso dos pintos ao nascimento foi similar entre os grupos e, da mesma maneira, 0
percentual de pintos vendaveis ndo foi afetado pelos tratamentos de desinfeccdo dos ovos. O
peso ao nascimento é um indicador da qualidade dos pintos (Tona et al., 2004) e varia em
funcdo do peso do ovo, idade e nutricdo da matriz, além da perda de peso dos ovos, entre
outros (Tona et al., 2001). Apesar de os grupos de ovos pulverizados com desinfetantes a base
de peroxidos e dgua apresentarem maior perda de peso durante a incubagdo em comparacao
com os demais grupos, essa diferenca ndo foi suficiente para causar alteracdo no peso e
percentual de pintos vendaveis. Como mencionado anteriormente, a perda de peso dos ovos
variou dentro dos limites relatados na literatura, 0 que também pode estar relacionado as
similaridades observadas entre os diferentes procedimentos de desinfec¢do tanto para a

eclodibilidade, quanto para a qualidade dos pintos.
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Cortés et al. (2004) apontaram a contaminacdo da casca dos ovos nos ninhos e/ou
ambiente de incubagdo como provavel causa para a infeccdo do saco vitelinico. A
contaminacdo bacteriana do saco vitelinico pode resultar em infeccGes sistémicas e
subsequente diminuicdo de qualidade de pintos e desempenho produtivo das aves (Harry,
1957). Todos os tratamentos apresentaram pintos com baixas contagens microbianas do saco
vitelinico e auséncia de diferenca estatistica entre si para essa contagem. Sander e Wilson
(1999) também observaram que, no primeiro dia de vida, a contaminacao desse 6rgao, medida
em percentual de incidéncia de positividade para a presenca de bactérias, foi bastante reduzida
e estatisticamente similar entre pintos oriundos de ovos desinfetados ou néo.

A reducdo significativa da contagem de microrganismos da casca, observada nos
tratamentos dos ovos com formaldeido e UV, ndo foi acompanhada por menor contagem dos
mesmos microrganismos no saco vitelinico dos pintos. Uma explicacdo possivel para essa
ocorréncia pode apoiar-se no fato de que o desafio microbiano imposto pelo ambiente de
incubacédo tenha aumentado a contagem de bactérias da casca dos ovos de maneira a equiparar
esses valores em todos os tratamentos. Dados de Magwood (1964) corroboram essa teoria, ao
demonstrarem aumento expressivo da contagem bacteriana da casca durante a incubacdo. De
acordo com Fuller e Jayne-Williams (1968), a ocorréncia de doenca oriunda da infec¢do do
saco vitelinico da ave estaria ligada ndo somente a presenca de bactérias nesse 6rgdo, mas
também ao tipo de microrganismos envolvidos na infec¢do, o grau de hidratacdo da gema e o
nivel de resisténcia do pinto.

Em conclusdo, resultados desse experimento indicam que somente a radiacdo de luz UV
e a fumigacdo com formaldeido foram eficazes em reduzir a contagem de bactérias aerdbicas
na casca de ovos incubaveis em comparacdo ao grupo controle. Por apresentar efeito
bactericida significativo na casca e ndo afetar os parametros de qualidade de casca, perda de
peso dos ovos, rendimento de incubacdo e qualidade dos pintos neonatos e aspectos
microbioldgicos do saco vitelinico, a luz UV € indicada como procedimento alternativo eficaz
para desinfeccdo de ovos incubaveis em larga escala. AvaliacGes da ultraestrutura da casca
sdo necessarias para determinar se realmente a luz UV néo afeta a cuticula. A desinfeccdo dos
ovos com gas 0zbnio, em doses maiores que as testadas nesse experimento, é indicada para
nova avaliacdo quanto ao uso como desinfetante alternativo ao formaldeido em matrizeiros. A
pulverizacdo de peroxido de hidrogénio ou acido peracético nas concentracOes testadas afeta a
perda de peso dos ovos, o que sugere provavel efeito indireto dessas substancias sobre a
cuticula e, portanto, restricdo do seu uso em ovos que apresentem menor deposi¢do dessa

camada. Apesar de 0os ovos ndo desinfetados ndo terem apresentados piores resultados de
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eclodibilidade e gerado pintos de similar qualidade aos pintos oriundos de ovos desinfetados,
a desinfeccdo logo apds a postura é fortemente indicada, a fim de evitar aumento do desafio
microbiano dos ovos no ambiente de incubacdo. Estudos futuros sdo necessarios para
determinar se os desinfetantes alternativos testados possuem efeito diferenciado quando

aplicados em ovos de matrizes mais velhas e ovos coletados em camas.

5. AGRADECIMENTOS

Ao suporte financeiro dado pela COBB e ao apoio técnico oferecido por Rafael Carreon. Ao
apoio da Empresa PIFPAF Alimentos e de seus profissionais, Leonardo Ruiz, Antonio e
Clever, na conducdo do experimento na fase de campo. Ao apoio técnico oferecido por
Alcides (ALVAP). Aos conselhos dados pelo Professor Marcelo Resende (Universidade
Federal de Minas GeraissfUFMG, Brasil) e a assisténcia técnica dada por Maura (UFMG,
Brasil) e pelos alunos de po6s-graduacdo (UFMG, Brasil), Leticia, Felipe, Gabriela e Renata,
na conducdo das analises microbioldgicas. Aos alunos de graduacgdo, Leticia e Matheus, e
pos-graduacdo (UFMG, Brasil), Erica, Mariana, Diego, Paula, Maria Fernanda, Renata,
Lorena e Larissa, do Grupo de Estudos Avicolas (GEAvV), pela ajuda na conducdo desse
experimento. A Professora Angela, & Doutora Jilia e & aluna de pés-graduacdo (UFMG,
Brasil), Luiza, pelo auxilio no delineamento experimental e analises estatisticas realizadas.
Aos Professores Leonardo José Camargos Lara e Nelson Carneiro Baido (UFMG, Brasil) pela

confianca em mim depositada para a realizacdo desse projeto.

6. REFERENCIAS

Bailey, J. S.; Buhr, R. J..; Cox, N. A.; Berrang, M. E. Effect of Hatching Cabinet Sanitation
Treatments on Salmonella Cross-Contamination and Hatchability of Broiler Eggs. Poult. Sci.,
v. 75, p. 191-196, 1996.

Berrang, M. E.; Cox, N. A,; Bailey, J. S. e Buhr, R. J. Efficacy of ultraviolet light for
elimination of Salmonella on broiler hatching eggs. J. Appl. Poult. Res., v. 4, p. 422-429,
1995.

Berrang, M.E., Frank, J.F., Buhr, R.J. et al. Microbiology of sanitized broiler hatching eggs
through the egg production period. J. Appl. Poult. Res., v. 6, p. 298-305, 1997.



114

Berrang, M. E.; Cox, N. A.; Frank, J. E.; Buhr, R J. et al. Hatching egg sanitization for
preventioorn r eduction of human Enteropathog: A Review. J. Appl. Poult. Res., v. 9, p. 279-
284, 2000.

Braun P.G.; Fernandez, N.; Fuhrmann, H. Investigations on the effect of ozone as a
disinfectant of egg surfaces. Ozone: Science & Engineering: The Journal of the International
Ozone Association, v. 33, n.5, p. 374-378, 2011.

Cadirci, S. Disinfection of hatching eggs by formaldehyde fumigation — a review.
Arch.Gefllgelk., v. 73, n. 2, p,116-123, 20009.

Chavez, C.; Knape, K. D. e Carey, J. B. Reduction of egg shell aerobic plate counts by
ultraviolet light irradiation. Poult. Sci., v. 78 (Suppl. 1), p. 67, 1999.

Chavez, C., Knape, K. D. ; Coufal, C. D; e Carey, J. B. Reduction of eggshell aerobic plate
counts by ultraviolet irradiation. Poult. Sci., v. 81, p.1132-1135, 2002.

Corry, J. E. L.; Jarvis, B.; Passmore, S.e Hedges, A. A critical review of measurement
uncertainty in the enumeration of food microorganisms. Food Microbiol.. v. 24, p. 230-253,
2007.

Cortés, C.R., Isaias, G.T., Cuello, C.L.et al. Bacterial isolation rate from fertile eggs, hatching
eggs, and neonatal broilers with yolk sac infection. Rev. Latinoam. Microbiol., v. 46, n.1-2, p.
12-16, 2004.

Coufal, C., C. Chavez, K. Knape, and J. Carey. Evaluation of a method of ultraviolet light
sanitation of broiler hatching eggs. Poult. Sci., v. 82, p.754-759, 2003.

Cox, N. A.; Richardson, L. J. ; Buhr, R. J. et al. Bactericidal effect of several chemicals on
hatching eggs inoculated with Salmonella serovar Typhimurium. J. Appl. Poult. Res., v. 16,
p.623-627, 2007.



115

Fasenko, G.M.; O’Dea Christopher, E. E. e McMullen, L. M. Spraying hatching eggs with
electrolyzed oxidizing water reduces eggshell microbial load without compromising broiler
production parameters. Poult. Sci., v. 88, p.1121-1127, 20009.

Fuhrmann, H.; Rupp, N.; Buchner, A.; Braun, P. The effect of gaseous ozone treatment on
egg components. J. Sci. Food Agric., v. 90, p. 593-598, 2010.

Fuller, R. e Jayne-Wiliams, D.J., The origin of bacteria recovered from the peritoneum and
yolk sac of healthy chickens. Br. Poult. Sci., v. 9, p. 159-163, 1968.

Gottselig, S.M.; Dunn-Horrocks, S.L.; Woodring, K.S. et al. Advanced oxidation process

sanitization of eggshell surfaces. Poult. Sci., v. 95, p.1356-1362, 2016.

Harrison, G.F. Production of germ-free chicks: a comparison of the hatchability of eggs
sterilized extern ally by different methods. Lab. Anim., v.3, p.51-59, 19609.

Harry, E. G. The effect on embryonic and chick mortality of yolk contaminated with bacteria
from the hen. Vet. Rec., v. 69, p. 1433-1439, 1957.

Kim, J.W. e Slavik, M.F. Use of blue lake as an indicator of bacterial penetration into eggs. J.
Rapid Methods Automat. Microbiol., v..4, p. 183-190, 1996.

Kuo, F.-L., Carey; J. B.; Ricke, S. C. e. Ha, S. D. Peroxidase catalyzed chemical dip, egg
shell surface contamination, and hatching. J. Appl. Poult. Res., v.5, p. 6-13, 1996.

Magwood, S. E. Studies in hatchery sanitation I. Fluctuations in microbial counts of air in
poultry hatcheries. Poult. Sci., v. 43, p. 441-449, 1964.

Messens, W.; Grijspeerdt, K. e Herman. L. Eggshell characteristics and penetration by
Salmonella enterica serovar Enteritidis through the production period of a layer flock.
Brit. Poult. Sci., 46, 694-700, 2005.



116

Molenaar, R.; Reijrink, .LA.M.; Meijerhof. et al. Meeting embryonic requirements of broilers

throughout incubation: a review. Rev. Bras. Cienc. Avic., v.12, n.3, p. 137-148, 2010.

Musgrove, M. T.; Stephens, C. B.; Bourassa, D. V. et al. Enterobacteriaceae and Salmonella
recovered from non sanitized and sanitized broiler hatching eggs. J. Appl. Poult. Res., v. 23,
p. 516-522, 2014.

Nascimento, V.P. e Solomon, S.E. The transfer of bacteria (Salmonella Enteritidis) across the

eggshell wall of eggs classified as poor quality. Anim. Tech., v. 42, p. 157-165, 1991.

Peebles, E. D. e Brake, J. The role of the cuticle in water vapor conductance by the eggshell
of broiler breeders. Poult. Sci., v. 65, p.1034-1039, 1986.

Peebles, E. D.; Brake, J. e Gildersleeve. R. P. Effects of eggshell cuticle removal and
incubation humidity on embryonic development and hatchability of broilers. Poult.Sci., v. 66,
p.834-840, 1987.

Peebles, E.D.; Pansky,T.; Doyle, S. M. et al. Effects of dietary fat and eggshell cuticle
removal on egg water loss and embryo growth in broiler hatching eggs. Poult. Sci., v. 77,
p.1522-1530, 1998.

Rodriguez-Romo, L.A. e Yousef, A.E. Inactivation of Salmonella enterica serovar Enteritidis
on shell eggs by ozone and UV radiation. J Food Prot., v.68, p. 711-717, 2005.

Robert, J.R. Factors affecting egg internal quality and egg shell quality in laying hens. J.
Poult. Sci., v. 41, p. 161-177, 2004.

Samberg, Y. e Meroz, M. Application of disinfectants in poultry hatcheries Rev. sci. tech. Off.
int. Epiz., v.14, n. 2, p. 365-380, 1995.

Sander, J. E. e Wilson, J. L. Effect of hydrogen peroxide disinfection during incubation of

chicken eggs on microbial levels and productivity. Avian Dis., v. 43, p. 227-233, 1999.



117

Sauter, E.A. e Petersen, C.F. The effect of egg shell quality on penetration by various
salmonellae. Poult. Sci., v.53, p.2159-2162, 1974.

Scott, T.A. The effect of UV light and air filtering system on ebryo viability and
microorganism load on the egg shell. J. Appl. Poult. Res, v. 2, p.19-23, 1993.

Scott, T.A., Swetnam, C. e Kinsman, R. Screening sanitizing agents and methods of
application for hatching eggs, 3. Effect of concentration and exposure time on embryo
viability, J. Appl. Poult. Res, v. 2, p. 12-18, 1993.

Sheldon, B.W e Brake. J. Hydrogen peroxide as an alternative hatching egg disinfectant.
Poult. Sci., v. 70, p. 1092-1098, 1991.

Spickler, J.L., Buhr, R.J., Cox, N.A. et al. Comparison between rinse and crush-and-rub
sampling for aerobic bacteria recovery from broiler hatching eggs after sanitization. Poult.
Sci., v. 90, p.1609-1615, 2011.

Stefanello, C., Santos, T.C., Muramaki, A.E et al. Productive performance, eggshell quality,
and eggshell ultrastructure of laying hens fed diets supplemented with organic trace minerals.
Poult. Sci., v. 93, p. 104-113, 2014.

Stephens C. B., Cox, N. A., Richardson L. J., et al. Eggshell surface and deep bacteria
recovered from non-sanitized broiler hatching eggs. Poult. Sci., v. 88 (Suppl. 1):143. (Abstr.),
20009.

Tona, K., Bamelis, F., Coucke, W. Relationship between broiler breeder’s age and egg weight
loss and embryonic mortality during incubation in large-scale conditions. J. Appl. Poult. Res.,
v. 10, p. 221-227, 2001.

Tona, K.; Onafbesan, O. M.; Jego, Y. et al. Comparison of embryo physiological parameters
during incubation, chick quality and growth performance of three lines of broiler breeders

differing in genetic composition and growth rate. Poult. Sci., v. 83, p. 507-513, 2004.

Tullett, S.G. Science and the art of incubation. Poult. Sci., v. 69, p.1-15, 1990.



118

Wells , J. B. ;Coufal, C. D.; Parker, H.M. et al. Hatchability of Broiler Breeder Eggs
Following Eggshell Sanitization by Repeated Treatment with a Combination of Ultraviolet
Light and Hydrogen Peroxide. Int. J. Poult. Sci., v. 10, n. 6, p. 421-425, 2011.

Whistler, P.E. e Sheldon, B.W. Bactericidal activity, eggshell condutance and hatchability
effects of ozone versus formaldehyde disinfection. Poult. Sci., v. 68, p. 1074-1077, 1989.

Zeweil, H.S., Rizk, R.E., Bekhet, G.M et al. Comparing the effectiveness of egg disinfectants
against bacteria and mitotic indices of developing chick embryos. The J. of Basic &
Appl.Zoo., v. 70, p . 1-15, 2015.



119

CAPITULO |11 - CONSIDERACOES FINAIS

Em virtude dos problemas descritos na literatura associados ao uso de formaldeido, os
resultados desse trabalho realcam a possibilidade do uso da luz UV-C como procedimento
alternativo capaz de reduzir a contagem microbiana da casca de ovos incubaveis considerados
limpos. Por meio das respostas obtidas nesse experimento, foi possivel observar que esse
procedimento de desinfec¢do ndo prejudicou a producdo de pintos em quantidade e qualidade
elevados.

Importante ressaltar que a capacidade germicida da radiagdo UV-C esta condicionada
a exposicdo da superficie do ovo a radiagdo e, portanto, qualquer obstaculo entre a luz e 0 ovo
pode diminuir sua efetividade. Por isso, a indicacdo de seu uso esta relacionada aos ovos
considerados limpos e sem acimulo de matéria organica.

A utilizagdo da radiagdo UV-C para desinfecgdo de ovos em escala industrial deve
também se ater ao tempo entre postura e desinfeccdo, que deve ser o minimo possivel. Dessa
maneira, a indicacdo do uso desse procedimento esta ligada ao uso de maquinas que garantam
a desinfeccdo de grande nimero de ovos em tempo habil.

O uso de gas 0zbnio para a desinfeccdo de ovos, apesar de nédo ter sido efetivo em
reduzir a contaminagdo microbiana da casca nesse experimento, deve ainda ser objeto de
estudos futuros devido a praticidade de uso. Avaliacdo da dose de exposicdo dos ovos ao
0z6nio pode fornecer dados mais consistentes para uma possivel indicacdo do 0zénio como
método de desinfeccdo alternativo ao formaldeido. Ja as respostas obtidas com o0s
desinfetantes pulverizados indicaram possivel acdo negativa desses produtos sobre a cuticula,
0 que pode limitar sua indicagdo para uso em 0vos com menor espessura dessa camada.

Estudos futuros sdo necessarios para determinar se o formaldeido e os desinfetantes
alternativos testados possuem efeito diferenciado quando aplicados em ovos de matrizes mais

velhas e ovos coletados em camas.



