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RESUMO 
 
Salmonella spp. é uma das principais causas de doenças transmitidas por alimentos em 
humanos. Salmonella Enteritidis e Salmonella Heidelberg estão entre os sorovares mais 
predominantes nas granjas avícolas e apresentam habilidade em formar biofilmes em 
diversas superfícies. As nanopartículas de prata (AgNPs) são conhecidas por serem 
altamente tóxicas para microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos, incluindo-se 
bactérias multirresistentes. No entanto, o efeito antimicrobiano e antibiofilme das AgNPs 
contra os diferentes patógenos de importância para a indústria avícola não está totalmente 
elucidado. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade in vitro de AgNPs 
obtidas por dois métodos de síntese (A1 e A2) e de um composto de polihexametileno 
biguanida associado a quaternário de amônio contra S. Enteritidis e S. Heidelberg de 
origem avícola. Além disso, as atividades de antiformação e remoção de biofilmes em 
placas de poliestireno e em cupons de polietileno de alta densidade (PEAD) também 
foram estimadas. A concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração bactericida 
mínima (CBM) das AgNPs A1 foram determinadas por um método de microdiluição em 
caldo. AgNPs A1 exibiram atividade bacteriana contra S. Enteritidis com valores de CIM 
que variaram entre 17 e 25 µg/mL e de CBM entre 18 e 50 µg/mL. As AgNPs A1 (12,5 
µg/mL, 25 µg/mL e 125 µg/mL) inibiram a formação de biofilmes de S. Enteritidis em 
42,06%, 75,70% e 99,46%, respectivamente. Já as AgNPS A2 (125 µg/mL) apresentaram 
um percentual de inibição de apenas 14,72% para as cepas analisadas, o qual foi 
significativamente inferior ao das AgNPs A1. Os percentuais de erradicação de biofilme 
em microplacas de poliestireno pelas AgNPs A1 (250µg/mL) variaram entre 15,92% e 
57,73% e não ultrapassaram 31,79% quando expostos às AgNPs A2 na mesma 
concentração. Nos tratamentos utilizando cupons de PEAD, simulando superfícies 
utilizadas em avicultura, as AgNPs A1 mostraram-se a melhor opção na remoção dos 
biofilmes, seguidas pela ação do sanitizante. A média de redução das amostras de S. 
Enteritidis tratadas com AgNPs A1 (200ppm) e sanitizante (2600 ppm), no tempo de 
contato de 10 minutos, foi de 3,91 log10UFC. cm-2 e 2,57 log10UFC. cm-2, 
respecticamente. A média de redução das cepas de S. Enteritidis tratadas por 30 minutos 
com AgNPs A1 resultou em uma diferença de 1,76 log10UFC. cm-2 em relação ao tempo 
de 10 minutos. As AgNPs foram capazes de promover redução significativa de S. 
Enteritidis e S. Heidelberg, sendo que as AgNPs A1 apresentaram melhores resultados 
com relação à inibição e erradicação de biofilmes. As nanopartículas e os desinfetantes 
apresentaram capacidade de controlar biofilmes maduros de S. Enteritidis isolados de 
fontes avícolas. Apesar do sanitizante também ter sido eficaz no controle de biofilmes de 
Salmonella, foi necessária a sua utilização em maiores concentrações. 
 
Palavras-chave: Salmonella spp; nanopartículas de prata; biofilme; indústria avícola. 
 
  



 

ABSTRACT 
 
Salmonella spp. it is one of the main causes of foodborne illness in humans. Salmonella 
Enteritidis and Salmonella Heidelberg are among the most prevalent serovars on poultry 
farms and have the ability to form biofilms on different surfaces. Silver nanoparticles 
(AgNPs) are known to be highly toxic to Gram-negative and Gram-positive 
microorganisms, including multidrug-resistant bacteria. However, the antimicrobial and 
antibiofilm effect of AgNPs against different pathogens of importance to the poultry 
industry is not fully elucidated. Therefore, the aim of this study was to evaluate the in 
vitro activity of AgNPs obtained by two synthesis methods (A1 and A2) and a 
polyhexamethylene biguanide compound associated with quaternary ammonium against 
S. Enteritidis and S. Heidelberg of poultry origin. In addition, antiformation and biofilm 
removal activities on polystyrene plates and on high density polyethylene (HDPE) 
coupons were also estimated. The minimum inhibitory concentration (MIC) and the 
minimum bactericidal concentration (MBC) of AgNPs A1 were determined by a broth 
microdilution method. AgNPs A1 exhibited bacterial activity against S. Enteritidis with 
MIC values ranging between 17 and 25 µg/ml and CMB between 18 and 50 µg/ml. AgNPs 
A1 (12.5 µg/ml, 25 µg/ml and 125 µg/ml) inhibited S. Enteritidis biofilm formation by 
42.06%, 75.70% and 99.46%, respectively. AgNPS A2 (125 µg/mL) showed an inhibition 
percentage of only 14.72% for the strains analyzed, which was significantly lower than 
that of AgNPs A1. The percentages of biofilm eradication in polystyrene microplates by 
AgNPs A1 (250µg/mL) ranged between 15.92% and 57.73% and did not exceed 31.79% 
when exposed to AgNPs A2 at the same concentration. In treatments using HDPE 
coupons, simulating surfaces used in poultry farming, AgNPs A1 proved to be the best 
option for removing biofilms, followed by the action of the sanitizer. The mean reduction 
of S. Enteritidis samples treated with AgNPs A1 (200ppm) and sanitizer (2600ppm), in 
the contact time of 10 minutes, was 3.91 log10UFC. cm-2 and 2.57 log10 CFU. cm-2, 
respectively. The mean reduction of S. Enteritidis strains treated for 30 minutes with 
AgNPs A1 resulted in a difference of 1.76 log10 CFU. cm-2 in relation to the time of 10 
minutes. AgNPs were able to promote significant reduction of S. Enteritidis and S. 
Heidelberg, and AgNPs A1 showed better results in relation to inhibition and eradication 
of biofilms. The nanoparticles and disinfectants were able to control mature biofilms of 
S. Enteritidis isolated from poultry sources. Although the sanitizer was also effective in 
controlling Salmonella biofilms, it was necessary to use it in higher concentrations. 
 
Keywords: Salmonella spp, silver nanoparticles, biofilm, poultry industry.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

A carne de frango é uma das mais consumidas no mundo e isto se deve 

principalmente aos preços reduzidos comparados às demais proteínas animais, à 

diversidade de produtos ofertados e as suas características nutricionais. No Brasil, a 

produção de frango de corte tem evoluído de forma significativa. De acordo com o 

relatório anual de 2021 da Associação Brasileira de Proteína Animal (ABPA), o Brasil 

atualmente é o terceiro maior produtor de carne de frango e o maior exportador mundial 

do produto. Do total de sua produção, aproximadamente 31% é exportado e 69% é 

direcionado ao mercado interno, com consumo médio de 45,27 kg de carne de 

frango/habitante/ano no país. Contudo, o cenário de destaque da indústria avícola requer 

uma atenção especial na produção de aves, a fim de se garantir um produto final seguro 

e de qualidade para o consumidor (ABPA, 2021). 

Os produtos avícolas são uma das principais fontes de contaminação por 

patógenos importantes em termos de saúde pública, como, por exemplo, Salmonella, uma 

das causas mais comuns de gastroenterite em humanos no mundo (CARDINALE et. al., 

2003; CDC, 2016). De acordo com os dados do Centro de Controle e Prevenção de 

Doenças CDC (Centers for Disease Control and Prevention - CDC), 40.000 casos de 

salmonelose são relatados nos Estados Unidos anualmente (CDC, 2000). No Brasil, 

estima-se que mais de 34% dos casos de doenças transmitidas por alimentos (DTAs) 

sejam causadas por Salmonella spp. Porém, devido a uma ineficiência no sistema de 

notificações no país, ainda é difícil determinar a quantidade exata de surtos alimentares 

relacionados a Salmonella spp. (BRASIL, 2005). 

Do ponto de vista microbiológico, a adesão e a consequente formação de biofilmes 

estão diretamente ligadas à veiculação de doenças (ANDRADE, 2008). Muitos estudos 

demonstram a habilidade de Salmonella em formar biofilmes nos mais diversos materiais 

e ambientes, desde a granja até o abatedouro (SILAGYI, et al., 2009; SCHONEWILLE 

et al., 2012). O polietileno, por exemplo, é um material bastante irregular e que apresenta 

mais porosidades e microfissuras, quando comparados com materiais metálicos, o que 

proporciona maior adesão de microrganismos (HOLAH; THORPE, 1990; 

STEPANOVIC et al., 2004; STEENACKERS et al., 2012; GIAOURIS, 2015).  

Esta característica torna o controle microbiológico um grande desafio, uma vez 

que a matriz do biofilme reduz significativamente a capacidade de penetração de agentes 

antimicrobianos e desinfetantes de uso habitual (TRABULSI et al., 1999; MADIGAN et 
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al., 2010). Além de não penetrarem facilmente pela matriz do biofilme, os desinfetantes 

apresentam outras desvantagens conhecidas, como toxicidade dos resíduos e promoção 

de resistência antimicrobiana (NOGUEIRA, 2014).  

Devido a esses fatores, faz-se necessária a busca pelo desenvolvimento e 

avaliação de novos agentes antimicrobianos. Uma alternativa é o estudo de nanopartículas 

(NPs) metálicas, desenvolvidas através da nanobiotecnologia. As NPs metálicas são 

sistemas nanoestruturados que apresentam características físico-químico-biológicas 

dependentes da sua composição, tamanho e forma (MITTAL et al., 2014). A elevada 

relação da área superficial por volume exibida pelas NPs permite que mínimas 

quantidades destes materiais sejam suficientes para conferir propriedades antibacterianas 

ao produto final (NOGUEIRA et al., 2014; DUFFY, et al., 2018).  

Considerando o cenário problemático dos procedimentos de limpeza e de 

desinfecção, especialmente de materiais plásticos utilizados em avicultura e na indústria 

avícola, faz-se necessário o desenvolvimento e a avaliação de novas substâncias com 

atividade antimicrobiana. Embora existam comprovações científicas referente à ação 

antimicrobiana e antibiofilme de nanopartículas de prata (AgNPs) sobre determinados 

microrganismos, novos estudos que visem desenvolver e aprimorar metodologias de 

síntese, bem como investigar a eficácia desses nanomateriais sobre microrganismos de 

importância em saúde pública, são necessários. Além disso, testes de eficácia em 

superfícies poliméricas utilizadas a campo e na indústria avícola são importantes de serem 

desenvolvidos. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito 

antimicrobiano e antibiofilme de nanopartículas de prata frente a isolados de Salmonella 

Enteritidis e Salmonella Heidelberg de origem avícola. 
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2. OBJETIVOS 
 
 
2.1 Objetivos gerais 

 

Avaliar a atividade in vitro de nanopartículas de prata frente à cepas de Salmonella 

Enteritidis e Salmonella Heidelberg de origem avícola. 

 

2.2 Objetivos específicos  

• Sintetizar nanopartículas de prata através de dois métodos distintos (A1 e A2). 

• Caracterizar estruturalmente as nanopartículas de prata via ensaios em Microscopia 

Eletrônica de Transmissão e em Espectroscopia UV-Vis.  

• Avaliar o efeito antimicrobiano das nanopartículas A1 AgNPs A1 frente a isolados 

de Salmonella Enteritidis e Salmonella Heidelberg de origem avícola; 

• Avaliar a capacidade antimicrobiana e antibiofilme das nanopartículas de prata (A1 

e A2). 

• Avaliar a interferência do tempo de contato (10 e 30 minutos) na redução do biofilme 

das cepas tratadas com (A1);  

• Avaliar a eficácia das nanopartículas de prata A1 e de um sanitizante à base de 

cloridrato de polihexametileno biguanida associado a quaternário de amônio sobre a 

remoção de biofilme aderido em superfícies poliméricas utilizadas em avicultura. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 O gênero Salmonella  

 

Salmonella spp. consiste em um bastonete Gram-negativo, aeróbio ou anaeróbio 

facultativo e não formador de esporos. Seu habitat natural é o trato intestinal de humanos 

e dos animais. Em sua grande maioria, são bactérias móveis com flagelos peritríquios, 

com excessão dos sorovares S. Pullorum e S. Gallinarum (BERCHIERI JR., 2009; 

TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). As salmonelas apresentam faixa de temperatura de 

crescimento entre 4°C e 48°C, sendo sua temperatura ótima entre 35°C e 37°C, podendo 

crescer em ambientes com valores de pH entre 4,5 a 9,3 (D’AOUST; MAURER, 2007; 

ABPA, 2018).  

A bactéria Salmonella pertence à família Enterobacteriaceae e o gênero consiste 

de duas espécies, Salmonella enterica e Salmonella bongori. A espécie S. enterica é 

subdividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e 

indica. Em cada subespécie, diferentes sorovares são determinados, sendo reconhecidos 

atualmente mais de 2.600 exemplares (GUIBOURDENCHE et al., 2010). S. enterica 

subsp. enterica contempla tanto exemplares associados aos mamíferos quanto às aves e é 

considerada a subespécie mais importante, já que concentra mais de 99% dos sorovares 

isolados em seres humanos (FRANCO; LANDGRAF, 2005). A classificação do gênero 

Salmonella teve início em 1926 a partir da identificação de antígenos específicos da 

bactéria. Tais estudos deram origem ao Esquema de Kauffman & White, amplamente 

empregado, e que propõe a divisão do gênero em sorogrupos e sorovares, com base na 

caracterização de seus antígenos somáticos, flagelares e capsulares (BELL; 

KYRIAKIDES, 2002).  

Nas aves, as principais enfermidades relacionadas à contaminação por Salmonella 

são a pulorose e o tifo aviário. Além disso, podem abrigar sorovares (paratíficos) que não 

causam sintomas em aves, mas que são patogênicas ao homem, como os sorotipos S. 

Enteritidis, S. Typhimurium e S. Heidelberg (BACK, 2010; FREITAS NETO, 2015; 

BRASIL, 2020).  

Em aves jovens, o sorovar S. Enteritidis pode causar sonolência, diarreia, 

desidratação, redução no consumo de ração, desuniformidade e amontoamento das aves 

próximo à fonte de calor. Em aves adultas, geralmente a infecção é inaparente, mas 

algumas cepas podem causar anorexia, diarreia e redução na produção de ovos (BACK, 
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2010). Pessoas infectadas por Salmonella geralmente apresentam, febre, náuseas, 

eventualmente acompanhada de vômitos, cólicas abdominais e diarreia. O início dos 

sintomas da doença ocorre entre 6 e 72 horas após infecção, podendo o quadro clínico 

durar de 2 a 7 dias (EFSA, 2014). 

 

3.2 Salmonella em saúde pública 

 

A salmonelose é um dos principais problemas de saúde pública em todo o mundo. 

A Organização Mundial da Saúde (World Health Organization – WHO) afirma que 

Salmonella é responsável por um em cada quatro casos de diarreia no mundo (WHO, 

2017). Na União Europeia, a salmonelose é considerada a segunda zoonose mais comum 

em seres humanos, somente menos prevalente que os casos de campilobacteriose. Estima-

se que os quadros de salmonelose gerem gastos estimados de mais de três bilhões de euros 

por ano (EFSA, 2014).  

Em um relatório do Centro de Controle e Prevenção de Doenças (Centers for 

Disease Control and Prevention - CDC), abrangendo os anos de 1968 a 2011, 

demonstrou-se que dentre as inúmeras fontes possíveis de contaminação de seres 

humanos por S. Enteritidis, o frango ocupou o topo da lista, sendo o principal veiculador 

deste patógeno (CDC, 2013).  

 

3.3 Salmonella Enteritidis 

 

De acordo com o CDC, o sorovar S. Enteritidis é o segundo principal agente 

causador de intoxicações alimentares, nos Estados Unidos, que afetam até um milhão de 

indivíduos no país, ocasionando 19.000 hospitalizações e 380 mortes por ano (CDC, 

2017). De acordo com informações da Rede Global de Infecções por Alimentos (Global 

Foodborne Infections Network - GFN), o sorovar S. Enteritidis foi o mais isolado na 

Europa em amostras provenientes de humanos, animais e alimentos, no ano de 2014 

(WHO, 2016). 

No Brasil, o grande problema é a subnotificação dos surtos alimentares. 

Geralmente, as notificações são realizadas apenas em surtos que envolvem um maior 

número de pessoas ou quando a duração dos sintomas é mais longa (FROTA, 2015). Entre 

os anos de 1999 e 2009, os surtos alimentares causados por Salmonella representaram 

42,5% dos casos no país (ALMEIDA, 2015). Entre 2007 e 2016, Salmonella spp. 
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continuou sendo apontada como o principal microrganismo envolvido em surtos de 

doenças alimentares, sendo identificada em 7,5% dos casos, percentual somente inferior 

ao dos surtos com causas não identificadas (BRASIL, 2016). No Rio Grande do Sul, o 

sorovar S. Enteritidis ocupa posição de destaque de acordo com a Secretaria de Vigilância 

em Saúde (SVS) do Estado, que o identificou como sendo o causador da maioria das 

salmoneloses alimentares no período entre 2007 a 2014 (BRASIL, 2014). De acordo com 

dados epidemiológicos preliminares de surtos alimentares ocorridos no Brasil no período 

entre 2009 a 2018 gerados pelo Sistema de Informação de Agravos de Notificação 

(SINAN), o ambiente residencial foi apontado como o local de maior ocorrência dos 

surtos alimentares, com um índice de 37,2%, seguido por restaurantes/padarias ou 

similares, com 16% (BRASIL, 2019). 

 

3.4 Salmonella Heidelberg 

 

Salmonella Heidelberg, classificada como paratífica, tem sido estudada como 

estirpe de prevalência ambiental em granjas da região sul do Brasil e, que por 

consequência do incorreto manejo da cama, tem desenvolvido grande capacidade de 

colonização e de formação de biofilme. É considerado o quinto sorotipo mais associado 

a doenças em humanos e o segundo mais associado com aves de criação. Em 2019, foi 

registrada uma prevalência de 87,5% em granjas de frangos de corte no sul do Brasil. De 

acordo com os relatórios Anuais do Laboratório de Referência Nacional IOC/ FIOCRUZ 

encaminhados a CGLAB/SVS/MS, sugere-se que possa estar havendo uma mudança na 

prevalência deste sorovar, em relação a Salmonella Enteritidis, sorotipo mais identificado 

ao longo de 10 anos no país (BRASIL, 2012; VOSS-RECH et al., 2019). Ainda na região 

sul do Brasil, a partir da análise de dados do Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) no período entre março de 2017 a fevereiro de 2019, verificou-

se que o sorovar mais frequentemente isolado nas carcaças também foi S. Heidelberg, 

identificado em 85,3% dos casos (QUEIROZ, 2020).  

É evidente a ocorrência de alterações na predominância de sorotipos associados a 

aves comerciais e a infecções em humanos. Nos últimos anos, a prevalência de S. 

Enteritidis em produtos avícolas apresentou redução gradual. Lane et al. (2014), 

analisando dados da vigilância epidemiológica para as salmoneloses referentes a 67 anos 

(1945 a 2011), observaram um declínio de infecções alimentares causadas por este 

sorotipo a partir do ano de 1999, o que coincide com adoção da vacinação das aves e de 
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medidas de manejo exigidas. No entanto, S. Enteritidis ainda é alvo de controle em todo 

o mundo devido à alta patogenicidade em infecções alimentares (FOLEY et al., 2011). 

Foley et al. (2011) reforçam que essas mudanças na predominância de sorotipos devem-

se ao fato de terem surgido programas de erradicação de Salmonella e à vacinação. Com 

a diminuição ou erradicação de alguns sorotipos, ocorre a reemergência de outros. 

Especificamente no caso de Salmonella spp., ocorreu a diminuição de S. Enteritidis e o 

aumento de S. Heidelberg. 

Embora S. Heidelberg não esteja entre os sorovares cujo controle é oficialmente 

preconizado pelo Plano Nacional de Sanidade Avícola (PNSA) do MAPA, este sorovar 

deve, obrigatoriamente, ser controlado com a mesma atenção e esforço dedicados aos 

sorovares S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Pullorum e S. Gallinarum (SESTI, 2010). 

 

3.5 Biofilmes bacterianos 

 

Biofilmes bacterianos podem ser definidos como a união de microrganismos que 

produzem uma matriz polimérica extracelular junto a superfícies bióticas ou abióticas, 

formando canais pelos quais é possível o trânsito de células e de substâncias que nutrem 

as bactérias (FLACH; KARNOPP; CORÇÃO, 2005). A matriz celular compreende até 

90% da composição do biofilme e corresponde a biopolímeros de origem microbiana, 

principalmente polissacarídeos. Além disso, há uma variedade de proteínas, 

glicoproteínas, glicolipídeos e ácidos nucléicos. Todas estas substâncias conferem 

estabilidade mecânica ao biofilme, facilitam a adesão a superfícies e formam uma rede 

coesa e tridimensional, a qual interconecta e imobiliza o biofilme (FLEMMING, 

WINGENDER, 2010).  

A formação do biofilme (Figura 1) inicia com a adesão primária e reversível das 

bactérias em sua forma planctônica, a uma determinada superfície. Este processo é 

considerado complexo, pois ocorre através de interações físico-químicas não específicas 

entre a bactéria e a superfície abiótica. Posteriormente, há a multiplicação destes 

microrganismos, seguida pela produção de substâncias que têm a função de atrair outros 

microrganismos e produzir uma matriz de exopolissacarídeo (EPS) (DONLAN et al., 

2001; CAIXETA, 2008). Essas substâncias fazem com que a densidade bacteriana 

aumente; devido à presença de moléculas autoindutoras que ao se acumular induzem a 

transcrição de genes específicos, regulando várias funções bacterianas, como motilidade, 

virulência e a capacidade de produção de EPS. Este processo de comunicação é referido 
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como quorum sensing (sistema de comunicação intra e interespécies de microrganismos) 

(RUTHERFORD; BASSLER, 2012; TRENTI et al., 2013). Na segunda etapa, que 

consiste na adesão secundária ou adesão irreversível, as bactérias aderidas passam a se 

multiplicar, formando macro-colônias, as quais sintetizam EPS e estabelecem o processo 

de adesão (STOODLEY et al., 2002; MENOITA, 2012). Na etapa seguinte, ocorre o 

processo de troca de substâncias entre o meio interno e o externo. As bactérias que se 

encontram próximas das extremidades do biofilme possuem o metabolismo mais ativo do 

que as que foram aderidas inicialmente (MENOITA, 2012). Estes microrganismos 

consomem o oxigênio, favorecendo o desenvolvimento e manutenção de microrganismos 

que necessitam de um ambiente microaerófilo ou anaeróbio (HANSEN et al., 2007; 

YANG et al., 2011; ELIAS; BANIN, 2012). Na última etapa, ocorre o processo de 

dispersão ou desprendimento da estrutura séssil, conhecido como erosão, e que consiste 

na perda de células individuais ou de agregados maiores. Neste estágio, as bactérias 

retornam ao seu estado planctônico e podem vir a colonizar outras superfícies (XAVIER, 

2002; MENOITA, 2012; TRENTI et al., 2013).  

 

Figura 1 - Etapas envolvidas no processo de formação de biofilmes microbianos.  

 

Fonte: XAVIER et al. (2002). 

 

Os microrganismos em biofilmes são geralmente melhor protegidos contra 

estresses ambientais, antibioticoterapias, ao uso de desinfetantes e ao sistema imune do 

hospedeiro. Consequentemente, há grandes dificuldades para sua eliminação (DAVIES, 
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2003; BURMOLLE et al., 2006; STEENACKERS et al., 2012; OGLESBY-

SHERROUSE et al., 2014). Vários fatores têm sido sugeridos para explicar a resistência 

dos microrganismos na forma de biofilmes. Primeiro, as bactérias presentes nas camadas 

mais internas do biofilme apresentam reduzida taxa metabólica e de crescimento. Além 

disto, a matriz polimérica extracelular age como um adsorvente, reduzindo a quantidade 

de antimicrobiano disponível para interagir com as células do biofilme. Por último, a 

matriz de substâncias poliméricas extracelulares pode reduzir fisicamente a penetração 

do agente antimicrobiano, e as células em um biofilme são fisiologicamente distintas de 

células planctônicas, expressando fatores de proteção específicos, tais como bomba de 

efluxo (MEN et al., 2016).  

 

3.5.1 Biofilmes na indústria de alimentos 

 

Na indústria de alimentos, a colonização das superfícies por diferentes 

microrganismos pode ocasionar vários problemas, tanto de ordem econômica como de 

saúde pública. Sob o ponto de vista econômico, as bactérias deteriorantes podem 

contaminar os alimentos, alterando suas características organolépticas e levando à perda 

dos produtos. Entretanto, o risco à saúde pública é considerado um problema mais grave, 

pois o biofilme pode ser fonte de contaminação crônica e pode veicular microrganismos 

patogênicos (CAIXETA, 2008).  

Uma das grandes preocupações em saúde pública com relação às salmonelas diz 

respeito à capacidade do microrganismo em formar biofilmes (BORGES et al., 2018) e 

aos registros de surtos envolvendo patógenos relacionados a esta forma de vida (SREY; 

JAHID; HA, 2013). Salmonella spp. é capaz de formar biofilmes de maneira significativa 

e em diferentes tipos de superfícies, sejam elas abióticas (plástico, borracha, vidro e aço 

inoxidável) ou bióticas (plantas, células epiteliais, alimentos) (AUSTIN et al., 1998; 

STEENACKERS et al., 2012). De acordo com a World Health Organization (WHO), a 

contaminação do alimento pode ocorrer durante qualquer etapa do seu processamento, ou 

seja, desde a produção até o consumo (WHO, 2020).  

Nas indústrias de alimentos, a formação de biofilme microbiano na superfície de 

equipamentos e de utensílios resulta em graves problemas, uma vez que esta pode ser 

fonte de contaminação, comprometendo a qualidade final do produto e a saúde do 

consumidor (MILLEZI et al., 2012). Por esta razão, todas as superfícies devem ser 

sempre higienizadas, para que se evite a adesão microbiana (PEÑA, 2010; GIAOURIS et 
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al., 2013). Uma vez aderidas à superfície, as bactérias apresentam maior resistência à 

ação de antimicrobianos, quando comparadas às células livres, permanecendo nos 

equipamentos e nos utensílios mesmo após a desinfecção (CHAVANT et al., 2007).  

 

3.5.1.1 Polietileno como superfície de adesão  

 

Na indústria de alimentos, diferentes superfícies permitem o crescimento 

microbiano e podem originar processos de adesão bacteriana e formação de biofilmes. 

Dentre os materiais mais utilizados, destacam-se aço inoxidável, polietileno, 

polipropileno, policarbonato, aço-carbono, madeira, poliuretano, PVC, mármore, 

silicone, granito, teflon e vidro (LEJEUNE, 2003; ANDRADE, 2008). Considerando-se 

que a superfície de adesão é essencial para o desenvolvimento de um biofilme, o 

entendimento a respeito das suas propriedades pode ajudar a desenvolver ações para o 

controle da adesão microbiana (BERNARDES, 2008).  

Polímeros, como o polietileno, são amplamente utilizados na indústria de 

alimentos, principalmente devido ao seu baixo custo, a sua resistência à oxidação e à 

atoxicidade (COUTINHO, 2003; ANDRADE, 2008). Contudo, este material é bastante 

irregular e apresenta mais porosidades e microfissuras, quando comparado com materiais 

metálicos, como o aço inoxidável, o que proporciona maior adesão de microrganismos e 

dificulta a ação de agentes desinfetantes (HOLAH; THORPE, 1990; STEPANOVIC et 

al., 2004; STEENACKERS et al., 2012; GIAOURIS, 2015; CARVALHO, 2019). Além 

disto, as propriedades físico-químicas da superfície podem exercer uma forte influência 

sobre a adesão dos microrganismos, os quais aderem mais facilmente às superfícies 

hidrofóbicas (plásticos) do que às hidrofílicas (vidro ou metais). Estudos mostram que a 

adesão microbiana torna-se melhor com o aumento da hidrofobicidade, tanto da 

superfície celular como do substrato de adesão (DONLAN; COSTERTON, 2002; 

RODRIGUES et al. 2009).  

De acordo com a norma ASTM D-4976 da American Society for testing materials, 

o polietileno pode ser classificado segundo sua densidade como: polietileno de baixa 

densidade (0,910 a 0,925 g/cm-3), polietileno de média densidade (>0,925 a 0,940 g/cm-

3), polietileno de alta densidade (>0,940 g/cm-3) (ASTM, 2016). O polietileno de alta 

densidade (PEAD) é o quarto polímero mais vendido no mundo e é também o principal 

componente de caixas de transporte de aves. Este tipo de material possui poucas 

ramificações, formando cadeias principalmente lineares. Devido a esta característica, as 
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cadeias conseguem “encaixar-se” umas nas outras e, portanto, aproximar-se, formando 

uma estrutura mais compacta e regular. A proximidade entre as cadeias faz com que as 

ligações secundárias entre elas sejam mais fortes e mais difíceis de serem quebradas do 

que em outros tipos de polietileno. Portanto, o PEAD possui maior estabilidade térmica, 

maior resistência mecânica e maior dureza do que outros exemplos de polietileno 

(COUTINHO, 2003).  

 

3.5.1.2 Caixas de transporte de aves como fonte de contaminação 

 

Diversos microrganismos podem ter origem em diferentes pontos da cadeia 

produtiva do frango, como incubatórios, fábricas de rações, granjas e abatedouros, 

disseminando-se amplamente por esses setores e persistindo nos ambientes (CARDOSO; 

TESSARI, 2008). No caso das aves, Salmonella spp. pode estar presente na cloaca, trato 

digestório ou aderida à pele e às penas das aves, o que é um agravante para a indústria 

avícola, já que este microrganismo pode contaminar as carcaças ao longo do 

processamento industrial e representar um risco à saúde pública (REZENDE et al., 2005).  

O transporte de frangos da granja para o abatedouro frigorífico é um momento de 

estresse para os animais (MULDER, 1995). O jejum pré-abate, preconizado pelo 

Regulamento da Inspeção Industrial e Sanitária de Produtos de Origem Animal 

(RIISPOA), tem como objetivo reduzir o conteúdo gastrointestinal, a fim de minimizar a 

possibilidade de contaminação fecal de carcaças durante o abate, principalmente durante 

a evisceração (BAIÃO et al., 1992; BRASIL, 1998). Contudo, ainda que esse período de 

jejum seja respeitado, é inevitável a contaminação das caixas de transporte com material 

fecal, penas e outros detritos que podem ser transportados até o abatedouro (BERRANG; 

NORTHCUTT, 2006; ALLEN et al., 2008; CISCO, 2015; DIANIN, 2016). Além disso, 

a presença de microrganismos patogênicos durante o transporte pode causar a 

contaminação cruzada entre os diferentes lotes (BOLDER, 1998). Para que esta 

contaminação seja minimizada, são adotados procedimentos rotineiros de limpeza 

realizados posteriormente à pendura das aves na nórea e previamente ao seu carregamento 

em caminhões, a fim de que retornem às granjas livres dos principais microrganismos 

patogênicos (OLSEN et al., 2003).  

Ainda não existe um padrão comercial para a lavagem de gaiolas. Cada unidade 

de abate pode adaptar um modelo de lavagem de gaiolas que se enquadre nas suas 

necessidades e que diminua a contaminação para um nível aceitável. Para ser eficaz, a 
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lavagem de gaiolas deve compreender duas etapas: remoção completa da matéria fecal, e 

posterior aplicação de um desinfetante para eliminação de bactérias remanescentes 

(BERRANG et al., 2003). A ausência da etapa de lavagem e desinfecção das caixas de 

transporte ou a ineficiência nestas operações pode promover a permanência de 

microrganismos patogênicos e a contaminação cruzada de lotes subsequentes durante o 

carregamento e o transporte (CORRY et al., 2002; SLADER et al., 2002; OLSEN et al., 

2003; RASSCHAERT et al., 2007; ELLERBROEK et al., 2010; PATRIARCHI et al., 

2011). Heyndrickx et al. (2007) citam a existência de pelo menos três possíveis fontes de 

Salmonella spp. em carcaças de frango: o animal vivo oriundo da granja, as caixas 

utilizadas no transporte e o abatedouro propriamente dito. Diversos estudos demonstram 

a presença dos mesmos sorovares de Salmonella spp. nas caixas de transporte de frangos 

e nas carcaças após o processamento (SHACKELFORD, 1988; BAILEY et al., 2001; 

ROY et al., 2002). Além disto, destaca-se a ineficiência dos processos de higienização 

em algumas situações, em que possuem pouco ou nenhum efeito sobre a presença de 

patógenos importantes, como Salmonella spp. e Campylobacter sp. (BORGES et al., 

2019; BORGES et al., 2020 SLADER et al., 2002; PEYRAT et al., 2008).  

 

3.5.2 Controle dos biofilmes 

 

Os procedimentos de limpeza e desinfecção através de métodos físicos e químicos 

estão diretamente relacionados à qualidade do produto final (SIMÕES; SIMÕES; 

VIEIRA, 2010; GIAOURIS et. al., 2013). Como os desinfetantes geralmente não 

penetram na matriz do biofilme, o processo de limpeza que antecede o uso é um passo 

fundamental para a remoção física de resíduos sólidos de alimentos e outras sujidades 

(MAUKONEN et al., 2003). A sanitização, última etapa do procedimento de 

higienização, visa reduzir a carga de microrganismos deteriorantes e patogênicos até 

níveis seguros, de modo a obter um produto final de boa qualidade higiênico-sanitária. 

Dentre os diversos agentes químicos indicados para uso como sanitizantes, encontram-se 

disponíveis compostos à base de amônia quaternária, cloro, biguanida, iodo, ácido 

peracético e água oxigenada (MORAES et. al., 1997; LEITE, 2002; ASHRAF, 2012). 

 

 

 

 



 25 

3.5.2.1 Métodos alternativos para o controle do biofilme 

 

Apesar de amplamente utilizados para fins de controle microbiano na indústria de 

alimentos, os desinfetantes apresentam desvantagens conhecidas, como a toxicidade dos 

resíduos e a promoção de resistência antimicrobiana (LANGSRUD et al., 2003). Neste 

contexto, alternativas para o controle da formação de biofilme em superfícies com alta 

capacidade de adesão ou que entrem em contato com os alimentos têm sido propostas 

(GIAOURIS et al., 2013). Dentre elas, pode-se destacar o uso de bacteriocinas (GÓMEZ 

et al., 2012), ionização e radiação UV (BAE; LEE, 2012), água eletrolisada (AYEBAH 

et al., 2006; WILSMMAN et al., 2020), bacteriófagos (POTTKER, 2016), 

biosanitizantes, ozônio e produtos antimicrobianos naturais (CARVALHO, 2019). Além 

dos métodos citados, pesquisas com nanopartículas (NPs) têm apresentando resultados 

promissores para fins de remoção de biofilmes (ROSSI 2017; KOO et al., 2017; 

MERINO, 2019). As NPs surgem como uma estratégia atual para a eliminação da 

biomassa dos biofilmes, uma vez que possuem uma grande área superficial/volume, 

penetram facilmente na matriz do biofilme, são menos propensas ao desenvolvimento de 

resistência e apresentam efeito mínimo sobre células humanas (COSTA et al., 2011; LU 

et al., 2012; LIU et al., 2016; PEZZONI et al., 2017). 

 

3.6 Nanopartículas metálicas  

 

Em 1959, o cientista Richard Phillips Feynman foi o primeiro a sugerir a 

manipulação da matéria átomo por átomo, apesar da impossibilidade de visualizá-los 

naquela época (SANTOS et al., 2009). A partir da década de 80, com a criação do 

microscópio de varredura por tunelamento (STM) e do microscópio de força atômica 

(AFM), os investimentos na área têm aumentando e no final do ano de 2000 o Brasil 

começou a investir em pesquisas em nanociência e nanotecnologia (MELO; PIMENTA, 

2004).  

Nanotecnologia (nano em grego significa “anão”) é a ciência que tem a habilidade 

de criar, controlar e manipular objetos na escala nanométrica, com a finalidade de 

produzir novos materiais que possuam propriedades específicas e controláveis 

(ALIVISATOS, 1997; LÊDO, 2006;). O termo “nano” é usado para indicar a bilionésima 

parte de um metro ou 10-9m (Figura 2). As NPs são agrupamentos de átomos com 

tamanho variando de 1 a 100 nanômetros (DAY, 1996; RAI et al., 2009; CLARK; 
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PAZDERNIK, 2016). O tamanho em nanoescala geralmente confere maiores áreas de 

superfície às NPs em comparação com partículas em escala macrométrica (SEIL; 

WEBSTER, 2012). Dessa forma, qualquer efeito causado pela interação na superfície da 

partícula de maior tamanho é passível de ser ampliado em nanomateriais (LOWE, 2000; 

CAO, 2011; SRIVATSAN, 2012).  

 

Figura 2 - Escala de medidas de diferentes materiais e organismos. 

 
Fonte: SALOMONI(2016). 

 

As propriedades intrínsecas das NPs metálicas, como a prata, são caracterizadas 

principalmente por seu tamanho, composição, cristalinidade e morfologia. Reduzir o 

tamanho para nanoescala pode modificar suas propriedades químicas, mecânicas, 

elétricas, estruturais, morfológicas e ópticas. Materiais nanoestruturados têm uma 

porcentagem maior de átomos em sua superfície, o que leva a uma alta reatividade 

superficial (ZEWDE et al., 2016). 

Estudos recentes têm demonstrado que vários tipos de NPs metálicas possuem 

atividade antimicrobiana (DERBALAH et al., 2011), sendo eficientes no combate a 

bactérias, fungos e vírus (VIGNESHWARAN et al., 2007 apud CAVALCANTE, 2014; 

PEIRIS et al., 2017). As nanopartículas de prata (AgNPs) têm sido amplamente 

empregadas para várias finalidades, devido a suas propriedades únicas que facilitam 

inúmeras aplicações antimicrobianas. A indústria têxtil tem empregado AgNPS em 

diversos produtos, como toalhas, meias, camisetas, calças e forros de calçados. O objetivo 

é combater a propagação de microrganismos que tenham contato com o usuário, combater 

bactérias causadoras de mau odor com a transpiração corporal e também diminuir o 
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consumo de água com lavagens desnecessárias das vestimentas (LARA et al., 2010; 

FERNANDES, 2010). Além da aplicação em cosméticos, curativos e resinas dentárias, 

as NPs metálicas também são utilizadas em produtos medicinais em que o controle de 

infecção é crítico, como bandagens, instrumentos cirúrgicos, catéteres. Atualmente 

também são estudadas aplicações para próteses em forma de revestimento, visando 

minimizar os riscos de infecções (LI et al., 2008; FERNANDES, 2010; FATEH, 2014). 

Já como revestimentos, as NPs apresentam uma gama de aplicações, sendo empregadas 

em tintas e vernizes, em acessórios de informática, corrimãos, telefones e até em 

recipientes de alimentos (MAYNARD; MICHELSON, 2005; ANTUNES, 2013).  

 

3.6.1 Mecanismo de ação biocida das nanopartículas de prata  

 

Devido à escala nanométrica, as NPs podem ter a capacidade de alcançar os sítios 

de colonização microbianos que, muitas vezes, estão em espaços intercelulares ou fissuras 

presentes em superfícies (SHAHVERDI et al., 2007). Os mecanismos de remoção e de 

inibição do biofilme não estão totalmente elucidados, porém se suspeita que o potencial 

antibiofilme das NPs esteja relacionado ao tamanho extremamente pequeno do material 

(MORONES et al., 2005) e à penetração da prata através dos poros presentes na matriz 

do biofilme (SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004). 

Na literatura, encontra-se a descrição de diferentes possíveis mecanismos de ação 

das AgNPs sobre as células vegetativas. Alguns dos prováveis mecanismos incluem a 

interação com os microrganismos, devido à elevada área superficial da prata em escala 

nanométrica, permitindo a interação com a superfície da célula, a penetração no interior 

dos microrganismos e a interação com proteínas de membrana celular e com o DNA 

(PANÁCEK, et al. 2006). Tanto as AgNPs quanto os íons de prata (Ag+) podem interagir 

com as proteínas da membrana plasmática, ocorrendo adsorção de NPs na membrana 

celular bacteriana e a consequente formação de poros que ocasionam o extravasamento 

do conteúdo citoplasmático e a morte celular. Em relação ao DNA, as NPs interagem com 

estruturas enzimáticas e com bases nitrogenadas, perturbando o funcionamento biológico 

da célula bacteriana e inibindo suas funções de replicação celular. Além disto, as AgNPs 

ou os íons  (Ag+) podem provocar danos às mitocôndrias, provocando a morte celular. 

Outro provável mecanismo de ação é a liberação sustentada de Ag+ dentro das células dos 

microrganismos, podendo formar radicais livres e induzir ao estresse oxidativo (WONG, 

2010). As AgNPs são conhecidas por suas propriedades antimicrobianas (Figura 3) e 
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também por exibirem baixa toxicidade para os humanos. (SILVER; PHUNG, 1996; 

REDDY et al., 2007).  

 

Figura 3 - Esquema de representação do mecanismo de ação biocida das nanopartículas 

de prata (Ag) e de óxido zinco (ZnO) em células bacterianas. 

Fonte: Adaptado de KHEZERLOU (2018). 
 

3.7 Nanocompósitos de matriz polimérica  

 

Um compósito é um material formado por pelo menos dois constituintes com 

diferentes propriedades físicas e químicas que mantêm as suas propriedades individuais 

quando são misturados. O objetivo da produção de compósitos é obter um material com 

propriedades melhores do que aquelas observadas em cada um dos componentes 

individualmente (SALAVATI-NIASARI; GHANBARI, 2011). As duas fases que 

compõem um compósito são denominados matriz e reforço. A matriz é a base do 

compósito, podendo ser polimérica, cerâmica ou metálica. Os compósitos poliméricos 

possuem a vantagem de poderem ser processados a temperaturas menores, devido à 

relativamente baixa temperatura de fusão, à fácil conformidade dos polímeros, e por 

apresentarem baixa densidade e alta resistência específica (SALAVATI-NIASARI; 

GHANBARI, 2011). O reforço refere-se ao material que é adicionado à matriz para 

melhorar as suas propriedades. O termo nanocompósito é utilizado quando o reforço 

apresenta pelo menos uma dimensão nanométrica, isto é, inferior a 100nm (PEIJS, 2015).  
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Polímeros incorporados com antimicrobianos podem ter várias aplicações. NPs de 

óxido de zinco (ZnO), por exemplo, têm sido incorporados em diferentes materiais, 

incluindo vidro, PEBD, polipropileno, poliuretano, papel e quitosana, utilizando distintos 

métodos de incorporação. Para avaliar a atividade antimicrobiana, ensaios como o de 

difusão em ágar e o de contato direto dos materiais com o microrganismo em meio de 

cultura líquido, seguida de contagem de colônia, são comumente utilizados (GHULE et 

al., 2006; APPLEROT et al., 2009; JIN et al., 2009; LI et al., 2009; LEPOT et al., 2010; 

EMAMIFAR et al., 2010; PRASAD et al., 2010; VICENTINI et al., 2010; EMAMIFAR 

et al., 2011; ESKANDARI et al., 2011). Applerot et. al. (2009) estudaram o mecanismo 

e a cinética de deposição de nanopartículas de óxido de zinco (ZnONPs) em vidro por 

irradiação ultrassônica. O vidro revestido com 1 hora de tratamento demonstrou atividade 

antimicrobiana contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus, com uma redução da 

contagem microbiana de 89% e 15%, respectivamente, após 4 horas de incubação. De 

acordo com Emamifar et al.  (2010), filmes de PEBD incorporados com AgNPs e 

ZnONPs por extrusão possuem ação antimicrobiana. NPs de ZnO prolongaram a vida de 

prateleira de suco de laranja fresco em 28 dias sem causar efeitos sensoriais. 
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4 CONCLUSŌES 

 

• A solução coloidal utilizada possui partículas de prata dispersas e em tamanhos que 

estão dentro da faixa recomendada para ação antimicrobiana (<10nm). 

• A solução de prata da amostra A1 apresentou atividade bacteriostática e bactericida 

contra as cepas de S. Enteritidis e S. Heidelberg nas concentrações de 18 a 

100µg/mL. 

• As cepas de S. Enteritidis e S. Heidelberg avaliadas foram sensíveis às soluções de 

prata em diferentes concentrações. No entanto, o sorovar S. Heidelberg mostrou-se 

mais resistente que S. Enteritidis. 

• A redução da contagem bacteriana de S. Enteritidis e S. Heidelberg foi proporcional 

ao aumento da concentração de nanopartículas de prata.  

• A concentração de 125µg/mL de nanopartículas de prata mostrou-se eficaz na 

prevenção de biofilmes formados por S. Enteritidis, sendo uma alternativa aos 

sanitizantes frente a bactérias planctônicas e sésseis. 

• As nanopartículas de prata da amostra A1 foram consideravelmente mais eficientes, 

quando comparadas as nanopartículas de prata da amostra A2, tanto na capacidade 

de prevenção quanto na de remoção de biofilmes de S. Enteritidis. 

• O tempo de exposição às nanopartículas de prata da amostra A1 foi um fator 

determinante para o sucesso do tratamento. 

• As nanopartículas de prata da amostra A1 e o sanitizante à base de cloridrato de 

polihexametileno biguanida associado a um composto de quaternário de amônio 

foram capazes de promover redução significativa de S. Enteritidis de origem avícola 

e de controlar biofilmes maduros. Apesar do sanitizante também ter sido eficaz no 

controle de biofilmes de S. Enteritidis, foi necessária a utilização do mesmo em 

maiores concentrações. 
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APÊNDICE A 

 

Identificação e fonte de isolamento das cepas de Salmonella Enteretidis e Salmonella 

Heidelberg. 

 

Identificação  Sorovar 
Fonte 

de isolamento 

Formação de 

Biofilme (28ºC)  
Ano 

109 Heidelberg Suabe de arrasto Formadora 2006 

115 Heidelberg Carcaça de frango Não formadora 2006 

121 Heidelberg Carcaça de frango Formadora 2006 

104 Heidelberg Suabe de cloaca Formadora 2006 

59 Heidelberg Carcaça de frango Não formadora 2003 

65 Heidelberg Suabe de cloaca Não formadora 2003 

74 Heidelberg Carcaça de frango  Não formadora 2003 

69 Heidelberg Suabe de cloaca Formadora 2003 

88 Heidelberg Carcaça de frango  Não formadora 1995 

72 Heidelberg Carcaça de frango  Não formadora 2003 

81 Heidelberg Suabe de cloaca Não formadora 2005 

116 Heidelberg Suabe de cloaca Não formadora 2006 

76 Heidelberg Carcaça de frango  Não formadora 2003 

217 Enteritidis Suabe de arrasto Formadora 2000 

275 Enteritidis Produto avícola envolvido em surto de 
salmonelose em humanos 

Formadora 2004 

282 Enteritidis Produto avícola envolvido em surto de 
salmonelose em humanos 

Formadora 2007 

224 Enteritidis Órgão de ave Formadora 2000 

311 Enteritidis Produto avícola envolvido em surto de 
salmonelose em humanos 

Formadora 2011 

230 Enteritidis Suabe de arrasto Formadora 2001 

329 Enteritidis Produto avícola envolvido em surto de 
salmonelose em humanos 

Formadora 2008 

330 Enteritidis Produto avícola envolvido em surto de 
salmonelose em humanos 

Formadora 2008 

338 Enteritidis Produto avícola envolvido em surto de 
salmonelose em humanos 

Formadora 2008 

344 Enteritidis Produto avícola envolvido em surto de 
salmonelose em humanos 

Formadora 2007 

 


