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RESUMO

Salmonella spp. ¢ uma das principais causas de doencgas transmitidas por alimentos em
humanos. Salmonella Enteritidis e Sa/lmonella Heidelberg estdo entre os sorovares mais
predominantes nas granjas avicolas e apresentam habilidade em formar biofilmes em
diversas superficies. As nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo conhecidas por serem
altamente toxicas para microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos, incluindo-se
bactérias multirresistentes. No entanto, o efeito antimicrobiano e antibiofilme das AgNPs
contra os diferentes patogenos de importancia para a industria avicola ndo esta totalmente
elucidado. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade in vitro de AgNPs
obtidas por dois métodos de sintese (Al e A2) e de um composto de polihexametileno
biguanida associado a quaternario de amonio contra S. Enteritidis e S. Heidelberg de
origem avicola. Além disso, as atividades de antiformagdo e remocao de biofilmes em
placas de poliestireno e em cupons de polietileno de alta densidade (PEAD) também
foram estimadas. A concentragdo inibitdria minima (CIM) e a concentracio bactericida
minima (CBM) das AgNPs A1 foram determinadas por um método de microdilui¢do em
caldo. AgNPs A1 exibiram atividade bacteriana contra S. Enteritidis com valores de CIM
que variaram entre 17 e 25 ug/mL e de CBM entre 18 e 50 ug/mL. As AgNPs A1l (12,5
pg/mL, 25 ng/mL e 125 pg/mL) inibiram a formagdo de biofilmes de S. Enteritidis em
42,06%, 75,70% e 99,46%, respectivamente. J4 as AgNPS A2 (125 pg/mL) apresentaram
um percentual de inibi¢do de apenas 14,72% para as cepas analisadas, o qual foi
significativamente inferior ao das AgNPs A1. Os percentuais de erradicagdo de biofilme
em microplacas de poliestireno pelas AgNPs Al (250ug/mL) variaram entre 15,92% e
57,73% e nao ultrapassaram 31,79% quando expostos as AgNPs A2 na mesma
concentracdo. Nos tratamentos utilizando cupons de PEAD, simulando superficies
utilizadas em avicultura, as AgNPs Al mostraram-se a melhor op¢do na remocdo dos
biofilmes, seguidas pela a¢do do sanitizante. A média de reducdo das amostras de S.
Enteritidis tratadas com AgNPs Al (200ppm) e sanitizante (2600 ppm), no tempo de
contato de 10 minutos, foi de 3,91 log,UFC. cm? e 2,57 log,(UFC. cm?,
respecticamente. A média de redugdo das cepas de S. Enteritidis tratadas por 30 minutos
com AgNPs Al resultou em uma diferenca de 1,76 log,(UFC. cm™ em relagdo ao tempo
de 10 minutos. As AgNPs foram capazes de promover reducdo significativa de S.
Enteritidis e S. Heidelberg, sendo que as AgNPs Al apresentaram melhores resultados
com relagdo a inibi¢do e erradicacdo de biofilmes. As nanoparticulas e os desinfetantes
apresentaram capacidade de controlar biofilmes maduros de S. Enteritidis isolados de
fontes avicolas. Apesar do sanitizante também ter sido eficaz no controle de biofilmes de
Salmonella, foi necessaria a sua utilizagdo em maiores concentragdes.

Palavras-chave: Salmonella spp, nanoparticulas de prata; biofilme; industria avicola.



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 (Al 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 Al were determined by a broth
microdilution method. AgNPs Al exhibited bacterial activity against S. Enteritidis with
MIC values ranging between 17 and 25 ug/ml and CMB between 18 and 50 ug/ml. AgNPs
Al (12.5 ug/ml, 25 ug/ml and 125 ug/ml) inhibited S. Enteritidis biofilm formation by
42.06%, 75.70% and 99.46%, respectively. AgNPS A2 (125 ug/mL) showed an inhibition
percentage of only 14.72% for the strains analyzed, which was significantly lower than
that of AgNPs Al. The percentages of biofilm eradication in polystyrene microplates by
AgNPs Al (250ug/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 Al 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 Al (200ppm) and sanitizer (2600ppm), in
the contact time of 10 minutes, was 3.91 logioUFC. cm-2 and 2.57 logio CFU. cm-2,
respectively. The mean reduction of S. Enteritidis strains treated for 30 minutes with
AgNPs Al resulted in a difference of 1.76 logio 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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13
1. INTRODUCAO

A carne de frango ¢ uma das mais consumidas no mundo e isto se deve
principalmente aos precos reduzidos comparados as demais proteinas animais, a
diversidade de produtos ofertados e as suas caracteristicas nutricionais. No Brasil, a
producdo de frango de corte tem evoluido de forma significativa. De acordo com o
relatério anual de 2021 da Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), o Brasil
atualmente ¢ o terceiro maior produtor de carne de frango e o maior exportador mundial
do produto. Do total de sua producdo, aproximadamente 31% ¢ exportado e 69% ¢
direcionado ao mercado interno, com consumo médio de 45,27 kg de carne de
frango/habitante/ano no pais. Contudo, o cendrio de destaque da industria avicola requer
uma atengdo especial na producdo de aves, a fim de se garantir um produto final seguro
e de qualidade para o consumidor (ABPA, 2021).

Os produtos avicolas sdo uma das principais fontes de contaminacdo por
patogenos importantes em termos de satide publica, 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 ¢ Prevencido de
Doengas CDC (Centers for Disease Control and Prevention - CDC), 40.000 casos de
salmonelose sdo relatados nos Estados Unidos anualmente (CDC, 2000). No Brasil,
estima-se que mais de 34% dos casos de doengas transmitidas por alimentos (DTAs)
sejam causadas por Salmonella spp. Porém, devido a uma ineficiéncia no sistema de
notificagdes no pais, ainda ¢ dificil determinar a quantidade exata de surtos alimentares
relacionados a Sa/monella spp. (BRASIL, 2005).

Do ponto de vista microbioldgico, a adesdo e a consequente formagao de biofilmes
estdo diretamente ligadas a veiculacdo de doengas (ANDRADE, 2008). Muitos estudos
demonstram a habilidade de Sa/monella em formar biofilmes nos mais diversos materiais
e ambientes, desde a granja até o abatedouro (SILAGYT, et al., 2009; SCHONEWILLE
etal., 2012). O polietileno, por exemplo, ¢ um material bastante irregular e que apresenta
mais porosidades e microfissuras, quando comparados com materiais metalicos, o que
proporciona maior adesdo de microrganismos (HOLAH; THORPE, 1990;
STEPANOVIC et al., 2004; STEENACKERS et al., 2012; GIAOURIS, 2015).

Esta caracteristica torna o controle microbioldgico um grande desafio, uma vez
que a matriz do biofilme reduz significativamente a capacidade de penetracao de agentes

antimicrobianos e desinfetantes de uso habitual (TRABULSI et al., 1999; MADIGAN et
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al., 2010). Além de ndo penetrarem facilmente pela matriz do biofilme, os desinfetantes
apresentam outras desvantagens conhecidas, como toxicidade dos residuos e promogao
de resisténcia antimicrobiana (NOGUEIRA, 2014).

Devido a esses fatores, faz-se necessaria a busca pelo desenvolvimento e
avalia¢do de novos agentes antimicrobianos. Uma alternativa € o estudo de nanoparticulas
(NPs) metalicas, desenvolvidas através da nanobiotecnologia. As NPs metalicas sdo
sistemas nanoestruturados que apresentam caracteristicas fisico-quimico-biologicas
dependentes da sua composi¢do, tamanho e forma (MITTAL et al., 2014). A elevada
relagdo da drea superficial por volume exibida pelas NPs permite que minimas
quantidades destes materiais sejam suficientes para conferir propriedades antibacterianas
ao produto final (NOGUEIRA et al, 2014; DUFFY, et al., 2018).

Considerando o cendrio problematico dos procedimentos de limpeza e de
desinfecc¢do, especialmente de materiais plésticos utilizados em avicultura e na industria
avicola, faz-se necessario o desenvolvimento e a avaliacdo de novas substancias com
atividade antimicrobiana. Embora existam comprovagdes cientificas referente a acgdo
antimicrobiana e antibiofilme de nanoparticulas de prata (AgNPs) sobre determinados
microrganismos, novos estudos que visem desenvolver e aprimorar metodologias de
sintese, bem como investigar a eficacia desses nanomateriais sobre microrganismos de
importancia em satde publica, sdo necessarios. Além disso, testes de eficacia em
superficies poliméricas utilizadas a campo e na industria avicola sdo importantes de serem
desenvolvidos. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
antimicrobiano e antibiofilme de nanoparticulas de prata frente a isolados de Sa/monella

Enteritidis e Sa/monella Heidelberg de origem avicola.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar a atividade in vitro de nanoparticulas de prata frente a cepas de Sal/monella

Enteritidis e Sa/monella Heidelberg de origem avicola.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de prata através de dois métodos distintos (Al e A2).

e Caracterizar estruturalmente as nanoparticulas de prata via ensaios em Microscopia
Eletronica de Transmissdo e em Espectroscopia UV-Vis.

e Avaliar o efeito antimicrobiano das nanoparticulas A1 AgNPs Al frente a isolados
de Salmonella Enteritidis e Salmonella Heidelberg de origem avicola;

e Avaliar a capacidade antimicrobiana e antibiofilme das nanoparticulas de prata (A1l
e A2).

e Avaliar a interferéncia do tempo de contato (10 e 30 minutos) na redugdo do biofilme
das cepas tratadas com (Al);

e Avaliar a eficacia das nanoparticulas de prata Al e de um sanitizante a base de
cloridrato de polihexametileno biguanida associado a quaternario de amdnio sobre a

remo¢ado de biofilme aderido em superficies poliméricas utilizadas em avicultura.



16

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O género Salmonella

Salmonella spp. consiste em um bastonete Gram-negativo, aerébio ou anaerobio
facultativo e ndo formador de esporos. Seu habitat natural ¢ o trato intestinal de humanos
e dos animais. Em sua grande maioria, sdo bactérias moveis com flagelos peritriquios,
com excessao dos sorovares S. Pullorum ¢ 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 6tima 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 a familia Enterobacteriaceae e o género 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 sdo determinados, sendo reconhecidos
atualmente mais de 2.600 exemplares (GUIBOURDENCHE et al., 2010). S. enterica
subsp. enterica contempla tanto exemplares associados aos mamiferos quanto as aves e ¢
considerada a subespécie mais importante, ja que concentra mais de 99% dos sorovares
isolados em seres humanos (FRANCO; LANDGRAF, 2005). A classificagdo do género
Salmonella teve inicio em 1926 a partir da identificacdo de antigenos especificos da
bactéria. Tais estudos deram origem ao Esquema de Kauffman & White, amplamente
empregado, e que propde a divisdo do género em sorogrupos e sorovares, com base na
caracterizacdo de seus antigenos somaticos, flagelares e capsulares (BELL;
KYRIAKIDES, 2002).

Nas aves, as principais enfermidades relacionadas a contaminagao por Salmonella
sd0 a pulorose e o tifo aviario. Além disso, podem abrigar sorovares (paratificos) que nao
causam sintomas em aves, mas que sdo patogénicas ao homem, como 0s sorotipos S.
Enteritidis, S. Typhimurium e S. Heidelberg (BACK, 2010; FREITAS NETO, 2015;
BRASIL, 2020).

Em aves jovens, o sorovar S. Enteritidis pode causar sonoléncia, diarreia,
desidratacao, reducao no consumo de ra¢ao, desuniformidade ¢ amontoamento das aves
proximo a fonte de calor. Em aves adultas, geralmente a infec¢do ¢ inaparente, mas

algumas cepas podem causar anorexia, diarreia e redu¢do na produgdo de ovos (BACK,
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2010). Pessoas infectadas por Salmonella geralmente apresentam, febre, nauseas,
eventualmente acompanhada de vOmitos, colicas abdominais e diarreia. O inicio dos

sintomas da doenc¢a ocorre entre 6 ¢ 72 horas apos infec¢do, podendo o quadro clinico

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

3.2 Salmonella em saude publica

A salmonelose ¢ um dos principais problemas de satide ptblica em todo o mundo.
A Organizacdo Mundial da Satde (World Health Organization — WHO) afirma que
Salmonella ¢ responsavel por um em cada quatro casos de diarreia no mundo (WHO,
2017). Na Unido Europeia, a salmonelose ¢ 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 trés bilhdes de euros
por ano (EFSA, 2014).

Em um relatorio do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (Centers for
Disease Control and Prevention - CDC), abrangendo os anos de 1968 a 2011,
demonstrou-se que dentre as inumeras fontes possiveis de contaminacdo de seres
humanos por S. Enteritidis, o frango ocupou o topo da lista, sendo o principal veiculador

deste patogeno (CDC, 2013).

3.3 Salmonella Enteritidis

De acordo com o CDC, o sorovar S. Enteritidis ¢ o segundo principal agente
causador de intoxicacdes alimentares, nos Estados Unidos, que afetam até um milhao de
individuos no pais, ocasionando 19.000 hospitalizagdes e 380 mortes por ano (CDC,
2017). De acordo com informagdes da Rede Global de Infecgdes 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 ¢ a subnotificacdo dos surtos alimentares.
Geralmente, as notificagdes sdo realizadas apenas em surtos que envolvem um maior
nimero de pessoas ou quando a duracdo dos sintomas ¢ mais longa (FROTA, 2015). Entre
os anos de 1999 e 2009, os surtos alimentares causados por Salmonella representaram

42,5% dos casos no pais (ALMEIDA, 2015). Entre 2007 e 2016, Salmonella spp.
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continuou sendo apontada como o principal microrganismo envolvido em surtos de
doengas alimentares, sendo identificada em 7,5% dos casos, percentual somente inferior
ao dos surtos com causas nao identificadas (BRASIL, 2016). No Rio Grande do Sul, o
sorovar S. Enteritidis ocupa posi¢do de destaque de acordo com a Secretaria de Vigilancia
em Saude (SVS) do Estado, que o identificou como sendo o causador da maioria das
salmoneloses alimentares no periodo entre 2007 a 2014 (BRASIL, 2014). De acordo com
dados epidemiolédgicos preliminares de surtos alimentares ocorridos no Brasil no periodo
entre 2009 a 2018 gerados pelo Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo
(SINAN), o ambiente residencial foi apontado como o local de maior ocorréncia dos
surtos alimentares, com um indice de 37,2%, seguido por restaurantes/padarias ou

similares, com 16% (BRASIL, 2019).

3.4 Salmonella Heidelberg

Salmonella Heidelberg, classificada como paratifica, tem sido estudada como
estirpe de prevaléncia ambiental em granjas da regido sul do Brasil e, que por
consequéncia do incorreto manejo da cama, tem desenvolvido grande capacidade de
colonizagio e de formagio de biofilme. E considerado o quinto sorotipo mais associado
a doencas em humanos e o segundo mais associado com aves de criagdo. Em 2019, foi
registrada uma prevaléncia de 87,5% em granjas de frangos de corte no sul do Brasil. De
acordo com os relatorios Anuais do Laboratorio de Referéncia Nacional IOC/ FIOCRUZ
encaminhados a CGLAB/SVS/MS, sugere-se que possa estar havendo uma mudancga na
prevaléncia deste sorovar, em relagdo a Salmonella Enteritidis, sorotipo mais identificado
ao longo de 10 anos no pais (BRASIL, 2012; VOSS-RECH et al., 2019). Ainda na regido
sul do Brasil, a partir da andlise de dados do Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento (MAPA) no periodo entre marco de 2017 a fevereiro de 2019, verificou-
se que o sorovar mais frequentemente isolado nas carcagas também foi S. Heidelberg,
identificado em 85,3% dos casos (QUEIROZ, 2020).

E evidente a ocorréncia de alteragdes na predominancia de sorotipos associados a
aves comerciais e a infeccdes em humanos. Nos ultimos anos, a prevaléncia de S.
Enteritidis em produtos avicolas apresentou reduc¢do gradual. Lane et al. (2014),
analisando dados da vigilancia epidemioldgica para as salmoneloses referentes a 67 anos
(1945 a 2011), observaram um declinio de infeccdes alimentares causadas por este

sorotipo a partir do ano de 1999, o que coincide com adog¢do da vacinagdo das aves e de
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medidas de manejo exigidas. No entanto, S. Enteritidis ainda ¢ alvo de controle em todo
o mundo devido a alta patogenicidade em infec¢des alimentares (FOLEY et al., 2011).
Foley et al. (2011) reforcam que essas mudancas na predominancia de sorotipos devem-
se ao fato de terem surgido programas de erradicacio de Salmonella e a vacinagdo. Com
a diminuicdo ou erradicacdo de alguns sorotipos, ocorre a reemergéncia de outros.
Especificamente no caso de Salmonella spp., ocorreu a diminuicao de S. Enteritidis e o
aumento de S. Heidelberg.

Embora S. Heidelberg ndo esteja entre os sorovares cujo controle ¢ oficialmente
preconizado pelo Plano Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) do MAPA, este sorovar
deve, obrigatoriamente, ser controlado com a mesma atencdo e esfor¢o 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 unido de microrganismos que
produzem uma matriz polimérica extracelular junto a superficies bidticas ou abioticas,
formando canais pelos quais ¢ possivel o transito de células e de substancias que nutrem
as bactérias (FLACH; KARNOPP; CORCAO, 2005). A matriz celular compreende até
90% da composicdo do biofilme e corresponde a biopolimeros de origem microbiana,
principalmente polissacarideos. Além disso, ha uma variedade de proteinas,
glicoproteinas, glicolipideos e &cidos nucléicos. Todas estas substincias conferem
estabilidade mecanica ao biofilme, facilitam a adesdo a superficies e formam uma rede
coesa e tridimensional, a qual interconecta e imobiliza o biofilme (FLEMMING,
WINGENDER, 2010).

A formacao do biofilme (Figura 1) inicia com a adesdo primaria e reversivel das
bactérias em sua forma planctonica, a uma determinada superficie. Este processo ¢
considerado complexo, pois ocorre através de interagdes fisico-quimicas ndo especificas
entre a bactéria e a superficie abidtica. Posteriormente, ha a multiplicagdo destes
microrganismos, seguida pela produgdo de substancias que tém a funcao de atrair outros
microrganismos e produzir uma matriz de exopolissacarideo (EPS) (DONLAN et al.,
2001; CAIXETA, 2008). Essas substancias fazem com que a densidade bacteriana
aumente; devido a presen¢a de moléculas autoindutoras que ao se acumular induzem a
transcricao de genes especificos, regulando varias fun¢des bacterianas, como motilidade,

viruléncia e a capacidade de producdo de EPS. Este processo de comunicagao ¢ referido
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como quorum sensing (sistema de comunicagdo intra e interespécies de microrganismos)
(RUTHERFORD; BASSLER, 2012; TRENTI et al, 2013). Na segunda etapa, que
consiste na adesdo secundaria ou adesdo irreversivel, as bactérias aderidas passam a se
multiplicar, formando macro-colonias, as quais sintetizam EPS e estabelecem o processo
de adesdo (STOODLEY et al.,, 2002; MENOITA, 2012). Na etapa seguinte, ocorre o
processo de troca de substancias entre o meio interno e o externo. As bactérias que se
encontram proximas das extremidades do biofilme possuem o metabolismo mais ativo do
que as que foram aderidas inicialmente (MENOITA, 2012). Estes microrganismos
consomem o oxigénio, favorecendo o desenvolvimento e manuten¢do de microrganismos
que necessitam de um ambiente microaerdfilo ou anaerébio (HANSEN et al., 2007;
YANG et al, 2011; ELIAS; BANIN, 2012). Na ultima etapa, ocorre o processo de
dispersao ou desprendimento da estrutura séssil, conhecido como erosdo, e que consiste
na perda de células individuais ou de agregados maiores. Neste estagio, as bactérias
retornam ao seu estado planctonico e podem vir a colonizar outras superficies (XAVIER,

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

Figura 1 - Etapas envolvidas no processo de formagao de biofilmes microbianos.
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Fonte: XAVIER et al. (2002).

Os microrganismos em biofilmes s3o geralmente melhor protegidos contra
estresses ambientais, antibioticoterapias, ao uso de desinfetantes e ao sistema imune do

hospedeiro. Consequentemente, ha grandes dificuldades para sua eliminagao (DAVIES,
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2003; BURMOLLE et al, 2006; STEENACKERS et al, 2012; OGLESBY-
SHERROUSE et al., 2014). Varios fatores tém sido sugeridos para explicar a resisténcia
dos microrganismos na forma de biofilmes. Primeiro, as bactérias presentes nas camadas
mais internas do biofilme apresentam reduzida taxa metabdlica e de crescimento. Além
disto, a matriz polimérica extracelular age como um adsorvente, reduzindo a quantidade
de antimicrobiano disponivel para interagir com as células do biofilme. Por tltimo, a
matriz de substancias poliméricas extracelulares pode reduzir fisicamente a penetragao
do agente antimicrobiano, e as células em um biofilme sdo fisiologicamente distintas de
células planctdnicas, expressando fatores de protecdo especificos, tais como bomba de

efluxo (MEN et al., 2016).

3.5.1 Biofilmes na industria de alimentos

Na induastria de alimentos, a colonizacdo das superficies por diferentes
microrganismos pode ocasionar varios problemas, tanto de ordem econdmica como de
saude publica. Sob o ponto de vista econdmico, as bactérias deteriorantes podem
contaminar os alimentos, alterando suas caracteristicas organolépticas e levando a perda
dos produtos. Entretanto, o risco a saude publica ¢ considerado um problema mais grave,
pois o biofilme pode ser fonte de contaminagdo cronica e pode veicular microrganismos
patogénicos (CAIXETA, 2008).

Uma das grandes preocupagdes em saude publica com relagdo as salmonelas diz
respeito a capacidade do microrganismo em formar biofilmes (BORGES et al., 2018) e
aos registros de surtos envolvendo patdgenos relacionados a esta forma de vida (SREY;
JAHID; HA, 2013). Salmonella spp. € capaz de formar biofilmes de maneira significativa
e em diferentes tipos de superficies, sejam elas abioticas (plastico, borracha, vidro e aco
inoxidavel) ou bioticas (plantas, células epiteliais, alimentos) (AUSTIN et al., 1998;
STEENACKERS et al., 2012). De acordo com a World Health Organization (WHO), a
contaminac¢do do alimento pode ocorrer durante qualquer etapa do seu processamento, ou
seja, desde a produgdo até o consumo (WHO, 2020).

Nas industrias de alimentos, a formagdo de biofilme microbiano na superficie de
equipamentos e de utensilios resulta em graves problemas, uma vez que esta pode ser
fonte de contaminacgdo, comprometendo a qualidade final do produto e a satde do
consumidor (MILLEZI et al., 2012). Por esta razdo, todas as superficies devem ser

sempre higienizadas, para que se evite a adesdo microbiana (PENA, 2010; GIAOURIS et
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al., 2013). Uma vez aderidas a superficie, as bactérias apresentam maior resisténcia a
acdo de antimicrobianos, quando comparadas as células livres, permanecendo nos

equipamentos e nos utensilios mesmo apo6s a desinfecgdo (CHAVANT et al., 2007).

3.5.1.1 Polietileno como superficie de adesdo

Na industria de alimentos, diferentes superficies permitem o crescimento
microbiano e podem originar processos de adesdo bacteriana e formacdo de biofilmes.
Dentre os materiais mais utilizados, destacam-se aco inoxidavel, polietileno,
polipropileno, policarbonato, ago-carbono, madeira, poliuretano, PVC, marmore,
silicone, granito, teflon e vidro (LEJEUNE, 2003; ANDRADE, 2008). Considerando-se
que a superficie de adesdo ¢ essencial para o desenvolvimento de um biofilme, o
entendimento a respeito das suas propriedades pode ajudar a desenvolver agdes para o
controle da adesao microbiana (BERNARDES, 2008).

Polimeros, como o polietileno, sdo amplamente utilizados na industria de
alimentos, principalmente devido ao seu baixo custo, a sua resisténcia a oxidagdo e a
atoxicidade (COUTINHO, 2003; ANDRADE, 2008). Contudo, este material é bastante
irregular e apresenta mais porosidades e microfissuras, quando comparado com materiais
metalicos, como o ago inoxidavel, o que proporciona maior adesdo de microrganismos e
dificulta a acdo de agentes desinfetantes (HOLAH; THORPE, 1990; STEPANOVIC et
al., 2004; STEENACKERS et al., 2012; GIAOURIS, 2015; CARVALHO, 2019). Além
disto, as propriedades fisico-quimicas da superficie podem exercer uma forte influéncia
sobre a adesdo dos microrganismos, os quais aderem mais facilmente as superficies
hidrofobicas (plasticos) do que as hidrofilicas (vidro ou metais). Estudos mostram que a
adesdo microbiana torna-se melhor com o aumento da hidrofobicidade, tanto da
superficie celular como do substrato de adesdo (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™), polietileno de média densidade (>0,925 a 0,940 g/cm’
%), polietileno de alta densidade (>0,940 g/cm™) (ASTM, 2016). O polietileno de alta
densidade (PEAD) ¢ o quarto polimero mais vendido no mundo e ¢ também o principal
componente de caixas de transporte de aves. Este tipo de material possui poucas

ramificagdes, formando cadeias principalmente lineares. Devido a esta caracteristica, 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
ligagdes secundarias entre elas sejam mais fortes e mais dificeis de serem quebradas do
que em outros tipos de polietileno. Portanto, o PEAD possui maior estabilidade térmica,
maior resisténcia mecanica e maior dureza do que outros exemplos de polietileno

(COUTINHO, 2003).

3.5.1.2 Caixas de transporte de aves como fonte de contaminac¢ao

Diversos microrganismos podem ter origem em diferentes pontos da cadeia
produtiva do frango, como incubatorios, fabricas de ragdes, granjas e abatedouros,
disseminando-se amplamente por esses setores e persistindo nos ambientes (CARDOSO;
TESSARLI, 2008). No caso das aves, Sa/monella spp. pode estar presente na cloaca, trato
digestorio ou aderida a pele e as penas das aves, o que ¢ um agravante para a induastria
avicola, ja que este microrganismo pode contaminar as carcagas ao longo do
processamento industrial e representar um risco a saude publica (REZENDE et al., 2005).

O transporte de frangos da granja para o abatedouro frigorifico ¢ um momento de
estresse para os animais (MULDER, 1995). O jejum pré-abate, preconizado pelo
Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitdria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA), tem como objetivo reduzir o conteudo gastrointestinal, a fim de minimizar a
possibilidade de contaminacao fecal de carcacas durante o abate, principalmente durante
a evisceragio (BAIAO et al., 1992; BRASIL, 1998). Contudo, ainda que esse periodo de
jejum seja respeitado, € inevitavel a contaminagdo 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 presenca de microrganismos patogénicos durante o transporte pode causar a
contaminagdo cruzada entre os diferentes lotes (BOLDER, 1998). Para que esta
contaminagdo seja minimizada, sdo adotados procedimentos rotineiros de limpeza
realizados posteriormente a pendura das aves na norea e previamente ao seu carregamento
em caminhdes, a fim de que retornem as granjas livres dos principais microrganismos
patogénicos (OLSEN et al., 2003).

Ainda ndo existe um padrdo 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 contaminagdo para um nivel aceitavel. Para ser eficaz, a
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lavagem de gaiolas deve compreender duas etapas: remocao completa da matéria fecal, e
posterior aplicacdo de um desinfetante para eliminacdo de bactérias remanescentes
(BERRANG et al., 2003). A auséncia da etapa de lavagem e desinfec¢do das caixas de
transporte ou a ineficiéncia nestas operagdes pode promover a permanéncia de
microrganismos patogénicos € a contaminacdo 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 existéncia de pelo menos trés possiveis fontes de
Salmonella spp. em carcacas de frango: o animal vivo oriundo da granja, as caixas
utilizadas no transporte e o abatedouro propriamente dito. Diversos estudos demonstram
a presenca dos mesmos sorovares de Sa/monella spp. nas caixas de transporte de frangos
e nas carcacas apds o processamento (SHACKELFORD, 1988; BAILEY et al, 2001;
ROY et al., 2002). Além disto, destaca-se a ineficiéncia dos processos de higienizagao
em algumas situacdes, em que possuem pouco ou nenhum efeito sobre a presenca de
patogenos importantes, como Sal/monella 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 desinfeccdo através de métodos fisicos e quimicos
estdo diretamente relacionados a qualidade do produto final (SIMOES; SIMOES;
VIEIRA, 2010; GIAOURIS et. al, 2013). Como os desinfetantes geralmente ndo
penetram na matriz do biofilme, o processo de limpeza que antecede o uso € um passo
fundamental para a remocao fisica de residuos s6lidos de alimentos e outras sujidades
(MAUKONEN et al., 2003). A sanitizacdo, ultima etapa do procedimento de
higienizagdo, visa reduzir a carga de microrganismos deteriorantes e patogénicos até
niveis seguros, de modo a obter um produto final de boa qualidade higiénico-sanitaria.
Dentre os diversos agentes quimicos indicados para uso como sanitizantes, encontram-se
disponiveis compostos & base de amodnia quaternaria, cloro, biguanida, iodo, acido

peracético e agua oxigenada (MORAES et. al., 1997; LEITE, 2002; ASHRAF, 2012).
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3.5.2.1 Métodos alternativos para o controle do biofilme

Apesar de amplamente utilizados para fins de controle microbiano na industria de
alimentos, os desinfetantes apresentam desvantagens conhecidas, como a toxicidade dos
residuos e a promogao de resisténcia antimicrobiana (LANGSRUD et al., 2003). Neste
contexto, alternativas para o controle da formac¢ao de biofilme em superficies com alta
capacidade de adesdo ou que entrem em contato com os alimentos tém sido propostas
(GIAOURIS et al., 2013). Dentre elas, pode-se destacar o uso de bacteriocinas (GOMEZ
et al., 2012), ionizagdo e radiagdo UV (BAE; LEE, 2012), agua eletrolisada (AYEBAH
et al, 2006; WILSMMAN et al., 2020), bacteriofagos (POTTKER, 2016),
biosanitizantes, 0zonio e produtos antimicrobianos naturais (CARVALHO, 2019). Além
dos métodos citados, pesquisas com nanoparticulas (NPs) tém apresentando resultados
promissores para fins de remocdo de biofilmes (ROSSI 2017; KOO et al, 2017,
MERINO, 2019). As NPs surgem como uma estratégia atual para a eliminacdo da
biomassa dos biofilmes, uma vez que possuem uma grande area superficial/volume,
penetram facilmente na matriz do biofilme, sdo menos propensas ao desenvolvimento de
resisténcia e apresentam efeito minimo sobre células humanas (COSTA et al., 2011; LU

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

3.6 Nanoparticulas metalicas

Em 1959, o cientista Richard Phillips Feynman foi o primeiro a sugerir a
manipulacdo da matéria atomo por atomo, apesar da impossibilidade de visualiza-los
naquela época (SANTOS et al., 2009). A partir da década de 80, com a criagdo do
microscopio de varredura por tunelamento (STM) e do microscopio de forca atdmica
(AFM), os investimentos na drea tém aumentando e no final do ano de 2000 o Brasil
comegou a investir em pesquisas em nanociéncia e nanotecnologia (MELO; PIMENTA,
2004).

Nanotecnologia (nano em grego significa “ando”) ¢ a ciéncia que tem a habilidade
de criar, controlar e manipular objetos na escala nanométrica, com a finalidade de
produzir novos materiais que possuam propriedades especificas e controlaveis
(ALIVISATOS, 1997; LEDO, 2006;). O termo “nano” € usado para indicar a bilionésima
parte de um metro ou 10°m (Figura 2). As NPs sdo agrupamentos de adtomos com

tamanho variando de 1 a 100 nanometros (DAY, 1996, RAI et al., 2009; CLARK;
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PAZDERNIK, 2016). O tamanho em nanoescala geralmente confere maiores areas de
superficie as NPs em comparagdo com particulas em escala macrométrica (SEIL;
WEBSTER, 2012). Dessa forma, qualquer efeito causado pela interagdo na superficie da
particula de maior tamanho ¢ passivel de ser ampliado em nanomateriais (LOWE, 2000;

CAOQ, 2011; SRIVATSAN, 2012).

Figura 2 - Escala de medidas de diferentes materiais e organismos.
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Fonte: SALOMONI(2016).

As propriedades intrinsecas das NPs metélicas, como a prata, sdo caracterizadas
principalmente por seu tamanho, composi¢do, cristalinidade e morfologia. Reduzir o
tamanho para nanoescala pode modificar suas propriedades quimicas, mecanicas,
elétricas, estruturais, morfologicas e Opticas. Materiais nanoestruturados t€ém uma
porcentagem maior de atomos em sua superficie, o que leva a uma alta reatividade
superficial (ZEWDE et al., 2016).

Estudos recentes tém demonstrado que varios tipos de NPs metélicas possuem
atividade antimicrobiana (DERBALAH et al, 2011), sendo eficientes no combate a
bactérias, fungos e virus (VIGNESHWARAN et al., 2007 apud CAVALCANTE, 2014;
PEIRIS et al, 2017). As nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido amplamente
empregadas para varias finalidades, devido a suas propriedades unicas que facilitam
inimeras aplicagdes antimicrobianas. A industria té€xtil tem empregado AgNPS em
diversos produtos, como toalhas, meias, camisetas, calgas e forros de calgados. O objetivo
¢ combater a propagacao de microrganismos que tenham contato com o usuario, combater

bactérias causadoras de mau odor com a transpiracdo corporal e também diminuir o
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consumo de 4gua com lavagens desnecessarias das vestimentas (LARA et al., 2010;
FERNANDES, 2010). Além da aplicagdo em cosméticos, curativos e resinas dentarias,
as NPs metalicas também sdo utilizadas em produtos medicinais em que o controle de
infeccdo ¢ critico, como bandagens, instrumentos cirurgicos, catéteres. Atualmente
também sdo estudadas aplicagdes para proteses em forma de revestimento, visando
minimizar os riscos de infecgdes (LI et al., 2008; FERNANDES, 2010; FATEH, 2014).
Ja como revestimentos, as NPs apresentam uma gama de aplicacdes, sendo empregadas
em tintas e vernizes, em acessorios de informatica, corrimios, telefones e até em

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

3.6.1 Mecanismo de acdo biocida das nanoparticulas de prata

Devido a escala nanométrica, as NPs podem ter a capacidade de alcancar os sitios
de colonizagdo microbianos que, muitas vezes, estdo em espagos intercelulares ou fissuras
presentes em superficies (SHAHVERDI et al., 2007). Os mecanismos de remogdo e de
inibi¢do do biofilme ndo estdo totalmente elucidados, porém se suspeita que o potencial
antibiofilme das NPs esteja relacionado ao tamanho extremamente pequeno do material
(MORONES et al.,, 2005) e a penetracdo da prata através dos poros presentes na matriz
do biofilme (SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004).

Na literatura, encontra-se a descri¢do de diferentes possiveis mecanismos de acao
das AgNPs sobre as células vegetativas. Alguns dos provaveis mecanismos incluem a
interacdo com os microrganismos, devido a elevada area superficial da prata em escala
nanométrica, permitindo a interagdo com a superficie da célula, a penetragdo no interior
dos microrganismos e a interacdo com proteinas de membrana celular e com o DNA
(PANACEK, et al. 2006). Tanto as AgNPs quanto os ions de prata (Ag*) podem interagir
com as proteinas da membrana plasmatica, ocorrendo adsor¢cdo de NPs na membrana
celular bacteriana e a consequente formagao de poros que ocasionam o extravasamento
do conteudo citoplasmatico e a morte celular. Em relagdo ao DNA, as NPs interagem com
estruturas enzimaticas e com bases nitrogenadas, perturbando o funcionamento biolégico
da célula bacteriana e inibindo suas func¢des de replicacdo celular. Além disto, as AgNPs
ou os ions (Ag") podem provocar danos as mitocondrias, provocando a morte celular.
Outro provavel mecanismo de agéo ¢ a liberagao sustentada de Ag" dentro das células dos
microrganismos, podendo formar radicais livres e induzir ao estresse oxidativo (WONG,

2010). As AgNPs sao 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 representagdo do mecanismo de a¢do biocida das nanoparticulas

de prata (Ag) e de o6xido zinco (ZnO) em células bacterianas.
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Fonte: Adaptado de KHEZERLOU (2018).

3.7 Nanocompositos de matriz polimérica

Um composito € um material formado por pelo menos dois constituintes com
diferentes propriedades fisicas e quimicas que mantém as suas propriedades individuais
quando s3o misturados. O objetivo da produgdo de compositos € obter um material com
propriedades melhores do que aquelas observadas em cada um dos componentes
individualmente (SALAVATI-NIASARI; GHANBARI, 2011). As duas fases que
compdem um compdsito sdo denominados matriz e reforco. A matriz ¢ a base do
compdsito, podendo ser polimérica, ceramica ou metalica. Os compositos poliméricos
possuem a vantagem de poderem ser processados a temperaturas menores, devido a
relativamente baixa temperatura de fusdo, a facil conformidade dos polimeros, e por
apresentarem baixa densidade e alta resisténcia especifica (SALAVATI-NIASARI;
GHANBARI, 2011). O refor¢o refere-se ao material que ¢ adicionado a matriz para
melhorar as suas propriedades. O termo nanocomposito ¢ utilizado quando o reforco

apresenta pelo menos uma dimensao nanométrica, isto ¢, inferior a 100nm (PEIJS, 2015).
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Polimeros incorporados com antimicrobianos podem ter varias aplicagdes. NPs de
oxido de zinco (Zn0O), por exemplo, tém sido incorporados em diferentes materiais,
incluindo vidro, PEBD, polipropileno, poliuretano, papel e quitosana, utilizando distintos
métodos de incorporagdo. Para avaliar a atividade antimicrobiana, ensaios como o de
difusdo em agar e o de contato direto dos materiais com o microrganismo em meio de
cultura liquido, seguida de contagem de coldnia, sdo 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
etal, 2011; ESKANDARI et al., 2011). Applerot et. al. (2009) estudaram o mecanismo
e a cinética de deposi¢cdo de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONPs) em vidro por
irradiacao ultrassonica. O vidro revestido com 1 hora de tratamento demonstrou atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus, com uma reducdo da
contagem microbiana de 89% e 15%, respectivamente, apds 4 horas de incubagdo. De
acordo com Emamifar et al. (2010), filmes de PEBD incorporados com AgNPs e
ZnONPs por extrusdo possuem a¢do 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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CONCLUSOES

A solucdo coloidal utilizada possui particulas de prata dispersas € em tamanhos que
estdo dentro da faixa recomendada para a¢ao antimicrobiana (<10nm).

A solugdo de prata da amostra Al apresentou atividade bacteriostatica e bactericida
contra as cepas de S. Enteritidis e S. Heidelberg nas concentragdes de 18 a
100pg/mL.

As cepas de S. Enteritidis e S. Heidelberg avaliadas foram sensiveis as solugdes de
prata em diferentes concentragdes. No entanto, o sorovar S. Heidelberg mostrou-se
mais resistente que S. Enteritidis.

A reducdo da contagem bacteriana de S. Enteritidis e S. Heidelberg foi proporcional
ao aumento da concentra¢do de nanoparticulas de prata.

A concentracdo de 125pug/mL de nanoparticulas de prata mostrou-se eficaz na
prevencdo de biofilmes formados por S. Enteritidis, sendo uma alternativa aos
sanitizantes frente a bactérias planctonicas e sésseis.

As nanoparticulas de prata da amostra Al foram consideravelmente mais eficientes,
quando comparadas as nanoparticulas de prata da amostra A2, tanto na capacidade
de preven¢do quanto na de remocao de biofilmes de S. Enteritidis.

O tempo de exposicdo as nanoparticulas de prata da amostra Al foi um fator
determinante para o sucesso do tratamento.

As nanoparticulas de prata da amostra Al e o sanitizante a base de cloridrato de
polihexametileno biguanida associado a um composto de quaternario de amodnio
foram capazes de promover redugao significativa de S. Enteritidis de origem avicola
e de controlar biofilmes maduros. Apesar do sanitizante também ter sido eficaz no
controle de biofilmes de S. Enteritidis, foi necessaria a utilizagdo do mesmo em

maiores concentracoes.
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APENDICE A

Identificacdo e fonte de isolamento das cepas de Salmomnella Enteretidis e Salmonella

Heidelberg.

Fonte Formagio de
Identificagdo  Sorovar Ano
de isolamento Biofilme (28°C)

109 Heidelberg Suabe de arrasto Formadora 2006

115 Heidelberg Carcaca de frango Nao formadora 2006

121 Heidelberg Carcaca de frango Formadora 2006

104 Heidelberg Suabe de cloaca Formadora 2006

59 Heidelberg Carcaca de frango Nao formadora 2003

65 Heidelberg Suabe de cloaca Nao formadora 2003

74 Heidelberg Carcacga de frango Nao formadora 2003

69 Heidelberg Suabe de cloaca Formadora 2003

88 Heidelberg Carcaca de frango Nao formadora 1995

72 Heidelberg Carcaga de frango Nao formadora 2003

81 Heidelberg Suabe de cloaca Nao formadora 2005

116 Heidelberg Suabe de cloaca Nao formadora 2006

76 Heidelberg Carcacga de frango Nao formadora 2003

217 Enteritidis Suabe de arrasto Formadora 2000

275 Enteritidis Produto avicola envolvido em surto de Formadora 2004
salmonelose em humanos

282 Enteritidis Produto avicola envolvido em surto de Formadora 2007
salmonelose em humanos

224 Enteritidis Orgao de ave Formadora 2000

311 Enteritidis Produto avicola envolvido em surto de Formadora 2011
salmonelose em humanos

230 Enteritidis Suabe de arrasto Formadora 2001

329 Enteritidis Produto avicola envolvido em surto de Formadora 2008
salmonelose em humanos

330 Enteritidis Produto avicola envolvido em surto de Formadora 2008
salmonelose em humanos

338 Enteritidis Produto avicola envolvido em surto de Formadora 2008
salmonelose em humanos

344 Enteritidis Produto avicola envolvido em surto de Formadora 2007

salmonelose em humanos




