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RESUMO

Salmonella spp. € frequentemente associada a casos de infec¢des em humanos no mundo todo.
O consumo de alimentos contaminados, destacando os produtos de origem avicola (carne e
0vos), sao os mais associados a esses casos. Controlar a presenca de Salmonella spp. e de outros
micro-organismos na producdo avicola ¢ um desafio, principalmente devido a capacidade de
produzir biofilmes. Nesse contexto, a nanotecnologia, com o desenvolvimento de
nanoparticulas surge com novas possibilidades de controle e preven¢do de contaminacdes. No
presente trabalho objetivou-se avaliar nanoparticulas de 6xido de zinco dopado com prata
(ZnO-Ag) no controle de micro-organismos bioindicadores, prevencao da formagao de
biofilmes e da passagem de Salmonella spp. para o interior de ovos de perus. Observou-se
efetividade da agdo biocida da nanoparticula no controle de micro-organismos indicadores
(mesofilas, coliformes totais, Escherichia coli e bolores/leveduras), reducdo na carga
contaminante de S. Enteretidis em biofilmes em cascas de ovos e inibi¢ao da formacao de
biofilmes de S. Heidelberg em ovos tratados com a nanoparticula previamente a contaminac¢ao
com a bactéria. Também foi verificado comportamento diverso entre diferentes sorovares de
Salmonella spp. para caracteristicas de adesdo e formagao de biofilmes. Ainda foram geradas
imagens, em microscopia Confocal e eletronica de varredura, que permitiram observar
caracteristicas rugosa da estrutura da casca de ovos de perus e evidenciar a ndo interferéncia da
nanoparticula de 6xido de zinco dopada com prata na superficie das cascas dos ovos de perus.
Os resultados de efetividade das nanoparticulas de ZnO-Ag no controle de micro-organismos
bioindicadores e de Salmonella spp., além da reducdo na contaminag¢do de ovos € menor
passagem de Salmonella spp. para o interior dos ovos, apresentam a nanoparticula de ZnO-Ag
como potencial substancia para uso na avicultura. No entanto, sdo necessarios resultados que
evidenciem a seguranga toxicologica do uso da mesma e a determinagdo precisa de doses e

concentracoes efetivas.

Palavras chave: Nanotecnologia. Salmonella Enteritidis. Salmonella Heidelberg.



ABSTRACT

Salmonella spp. is often associated with cases of human infections worldwide. The
consumption of contaminated foods, especially products of poultry origin (meat and eggs), are
the most associated with these cases. Control the presence of Salmonella spp. and other
microorganisms in poultry production is a challenge, mainly due to the ability to produce
biofilms. In this context, nanotechnology with the development of nanoparticles appears with
new possibilities of control and prevention of contaminations. The objective of this study was
to evaluate silver-doped zinc oxide (ZnO-Ag) nanoparticles in the control of bioindicator
microorganisms, the prevention of biofilm formation and the passage of Salmonella spp. to the
inside of turkey eggs. Effect of the biocidal action of the nanoparticle on the control of indicator
microorganisms (mesophiles, total coliforms, Escherichia coli and molds / yeasts), reduction of
the contaminating load of S. Enteretidis on biofilms in egg shells and inhibition of biofilm
formation of S. Heidelberg in eggs treated with the nanoparticle prior to contamination with the
bacterium. It was also verified diverse behavior among different serovars of Salmonella spp.
for adhesion characteristics and formation of biofilms. Still images were generated in Confocal
microscopy and scanning electron, which allowed to observe rough characteristics of the turkey
egg shell structure and to show the non - interference of silver - doped zinc oxide nanoparticle
on the surface of the eggshells of turkeys. The results of the ZnO-Ag nanoparticles in the control
of bioindicators and Salmonella spp., in addition to the reduction in egg contamination and
lower passage of Salmonella spp. to the interior of the eggs, present the ZnO-Ag nanoparticle
as a potential substance for use in poultry farming. However, results are needed to demonstrate
the toxicological safety of its use and the precise determination of effective doses and

concentrations.

Keywords: Nanotechnology. Salmonella Enteritidis. Salmonella Heidelberg.
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1. Introducao

O controle de micro-organismos ¢ pauta essencial na avicultura. A Salmonella spp. esta
dentre os agentes causadores de doengas transmitidas por alimentos (DTA) mais comuns em
todo o mundo, de acordo com a Organizagao Mundial de Saude (Word Health Organization —
WHO), inclusive no Brasil (BRASIL, 2015; WHO, 2016). Os produtos de origem avicola,
constituem os principais responsaveis por ocorréncias de surtos de salmoneloses, sendo
associados a cerca de 47% das infecgdes em humanos (CDC, 2016). Além da Salmonella spp.,
outros microrganismos patogénicos para as aves, embrides ou seres humanos geram perdas para
a industria e para satde publica. O Brasil como segundo maior produtor, primeiro exportador
de carne de frangos e terceiro maior exportador de perus do mundo (ABPA, 2014; ABPA, 2017)
tem o dever de cumprir as normas estabelecidas pelo Ministério de Agricultura Pecudria e
Abastecimento (MAPA) e pelos paises importadores no controle da Salmonella spp. e de outros

microrganismos.

Virios sdo os métodos para o controle e prevengdo de Salmonella spp. e outros micro-
organismos encontrados no campo e em industrias. Sem duvidas um controle efetivo dos ovos
embrionados torna-se crucial para evitar a passagem de bactérias presentes em granjas de
reprodutoras para a progénie, evitando assim perdas embrionarias, infec¢do dos lotes de perus
e frangos no campo, contaminagao do produto final e por consequéncia, maior seguranca para
saude dos consumidores € menor prejuizo econdmico.

A desinfecgdo de ovos apos a postura € feita com diferentes tipos de desinfetantes dentre
eles o formol, cujo uso atualmente € restrito, e o acido peracético que tem sido o usual. Produtos
que sejam mais efetivos no controle de micro-organismos, ndo exponham as pessoas, animais
e meio ambiente a riscos, € que apresentem um custo viavel surgem como possiveis estratégias
de aplicacao na avicultura. Nesse contexto pode-se citar as nanoparticulas que devido ao
pequeno tamanho e elevada rela¢do entre superficie e volume, as nanoparticulas sdo potenciais
agentes biocidas, capazes de realizar interagdes intimas com as membranas de micro-
organismos (ALLAKER, 2010). Por serem estaveis mesmo em temperatura e pressao elevadas,
conseguirem atravessar a matriz dos biofilmes, possuirem potencial inativador e praticamente
ndo apresentarem efeitos sobre células humanas, sdo vistas como promissoras (COSTA et al.,
2011; LU et al., 2012).

Com a finalidade de se manter e sobreviver em ambientes adversos, Salmonella spp., €

também outros micro-organismos, desenvolveram mecanismos diversos, dentre eles a
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capacidade de aderir em superficies e produzir biofilmes (STEENACKERS et al., 2012). A
formagao de biofilmes ¢ uma grande preocupacgdo, pois a capacidade de permanecer em
ambientes, resistindo a sanitizantes e antimicrobianos, permite a existéncia de uma constante
fonte de micro-organismos, favorecendo a veiculagdo de patdégenos nas cadeias produtivas e,
consequentemente, nos alimentos (SCHLISSELBERG; YARON, 2013).

Devido a importancia do controle de Sa/monella spp, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a eficiéncia da nanoparticula de 6xido de zinco dopada com prata (ZnO-Ag)
sobre o controle e prevengdo de micro-organismos tendo como modelo os micro-organismos
bioindicadores e sorotipos de Salmonella (S. Enteritidis e S. Heidelberg) em biofilmes formados

em ovos embrionados oriundos de reprodutoras de perus industriais.
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2. Revisao de Literatura

2.1 Caracteristicas Salmonella spp.

O género Salmonella foi descrito pela primeira vez por Daniel Elmer Salmon, em 1885.
Salmonelas s3o bactérias em formato de bastonetes, gram-negativas, nao formadoras de esporos
e anaerobias facultativas. Sao catalase positiva e oxidase negativa, fermentam a glicose e geram
acidos, reduzem o nitrato a nitrito € ndo produzem citocromo oxidase. O pH 6timo para o
crescimento e desenvolvimentos dessas bactérias esta entre 6,5 e 7,5, podendo também se
desenvolverem na faixa de pH de 4 a 9. A temperatura ideal para o desenvolvimento de tais
micro-organismo ¢ 37° C, sendo ainda factivel o desenvolvimento a temperaturas entre 5 e 45°C
(D’AOUST; MAURER, 2007; GAST, 2008; LOUREIRO et al., 2010). As Salmonelas sao
bactérias moveis, com excecdo dos sorotipos Pullorum e Gallinarum, que sdo imoéveis,
(GERMANO; GERMANO, 2008), possuem flagelos, fimbrias e proteinas associadas a
membrana externa que participam da adesdo e/ou invasdo do epitélio intestinal e de outros
mecanismos de sobrevivéncia (BERNDT et al., 2007). Na Figura 1 ¢ possivel visualizar uma
foto micrografia de Salmonella spp..

Figura 1: Micrografia eletronica de Salmonella spp. Adaptado de Wray e Wray (2000).

O género Salmonella compreende bactérias pertencentes a familia Enterrobacteriaceae
e ¢ dividido em duas espécies, S. bongori e S. enterica. A espécie S. bongori ¢ composta por
23 sorovares a S. enterica 2.587 sorovares que estdo distribuidos em seis subespécies: I- S.
enterica, 11- S. salamae, llla- S. arizonae, Illb- S. diarizonae, IV- S. houtenae e VI- S. indica.

As subespécies possuem diferengas bioquimicas, estruturais e gendmicas, e a identificagcao das
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mesmas ¢ feita com niimeros romanos do sorovar e identificagcdo de antigenos flagelares (H),
capsulares ligados a viruléncia (Vi) e somaticos (O) de natureza lipossacaridea (BRENNER et
al., 2000; TINDALL et al., 2005; GRIMONT; WEILL, 2007; GUIBOURDENCHE et al.,
2010). A denominacao dos sorotipos e as formulas antigénicas estao listadas em um documento
denominado Kauffmann-White-Le Minor (KWL) (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014).

Cada subespécie possui diversos sorovares, perfazendo aproximadamente 2.579
sorovares identificados. Desse total, cerca de 59% pertencem ao grupo Salmonella enterica
subespécie enterica, sendo tais cepas responsaveis por aproximadamente 99% das infec¢des por
Salmonella acometidas em humanos e animais de sangue quente (BRENNER et al., 2000;
GRIMONT; WEILL, 2007).

Outra classificacao também usada para Salmonella spp. é baseada na especificidade do
hospedeiro e no padrdo de determinacdo do quadro clinico da doencga. Sao trés categorias: (1)
Salmonellas muito adaptadas aos animais, Sa/monella Pullorum (aves) e Gallinarum (aves)
causadoras da pulorose e tifo aviario respectivamente, Salmonella Choleraesuis e Salmonella
Thyphisuis (suinos), Salmonella Dublin (bovinos); (2) Salmonelas muito adaptadas aos
humanos, Salmonella Thyphi e Salmonella Parathyphi A, B e C agentes causadores da febre
entérica; (3) Salmonellas zoondticas que incluem sorovares ubiquos que afetam humanos e
animais, sdo frequentemente isoladas de animais domésticos e silvestres e comumente como
agentes responsaveis por quadros de toxinfec¢des alimentares (RODRIGUES, 2011).

As salmonelas sdo muito sensiveis a temperaturas elevadas, sendo destruidas quando
expostas a temperatura superior a 60°C por 15 a 20 minutos. Por outro lado, a redugdo de
temperaturas a niveis de congelamento ndo sdo letais, embora possa causar redugdo
significativa no nimero de micro-organismos viaveis (D’AOUST; MAURER, 2007).

A multiplicacdo das salmonelas acontece por divisdo celular simples, mas pode ocorrer
transferéncia de material genético por transferéncia vertical, em que os genes sdo passados de
um micro-organismo para os seus descendentes, e por transferéncia horizontal, em que um
micro-organismo pode adquirir genes de outro micro-organismo, ndo necessariamente de uma
mesma espécie e género, da mesma geracdo (BAUMAN et al., 2012). Tais bactérias podem
adquirir material genético também por transferéncia de plasmideos, transposos e bacteriofagos
(NORDMANN; POIREL, 2005). Acredita-se que 25% do genoma de Salmonella spp.
patogénicas tenham sido adquirido por transferéncia horizontal (PORWOLLIK;
McCLELLAND, 2003).

Os micro-organismos possuem genes relacionados a sobrevivéncia e outros mais ligados

a fatores de viruléncia. Relacionados a sobrevivéncia os micro-organismos possuem genes que
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determinam respiracao e aquisi¢cdo de nutrientes, o que permite a manutengao das bactérias. Os
genes ligados a viruléncia condicionam as bactérias a situagdes de competicdo, configurando
como vantagens evolutivas, por exemplo resisténcia a antimicrobianos e enterotoxinas

(LANGRIDGE et al., 2009).

2.2 Ocorréncia de Salmonella spp.

Salmonella spp sdo encontradas no trato gastrointestinal de animais e a principal forma
de contaminagdo ¢ a oro-fecal. O micro-organismo pode contaminar agua, alimentos ou o
ambiente e ser fonte de disseminagdo, especialmente observada em produtos de origem avicola
(carnes, ovos e derivados) (CORCORAN, 2013, CDC, 2015). A Salmonella spp. pode chegar
ao produto final por diversas formas, dentre elas, contamina¢do com extravasamentos de
conteudo intestinal de aves portadoras da bactéria, durante os procedimentos de abate, contato
com superficies contaminadas (biolfimes), contamina¢do de ovos durante a manipulagdo ou
incubacdo e contaminacdo vertical (transovariana) (BERCHIERI et al., 2001; CORCORAN,
2013).

A salmonelose em humanos tem como sintoma principal a ocorréncia de diarreias
intensas, muitas vezes acompanhadas de colicas abdominais, febre, nduseas e vomitos que
podem durar entre 2 e 7 dias. O inicio da sintomatologia relacionada a infec¢do pode variar
entre 6 e 72 horas. De forma geral ¢ uma infec¢do auto limitante, ndo sendo necessaria
antibioticoterapia e sim tratamento suporte com o monitoramento da perca de liquidos e
constante reposi¢ao de volumes perdidos (EFSA, 2014; CDC, 2015).

O género Salmonella spp. constitui um grupo de bactérias com maior associagao a casos
de toxinfecgdes alimentares em todo o mundo. Estimativa realizada pelo Centers for Disease
Control and Prevention (2015), apontou a ocorréncia de 1,2 milhdes de casos de toxinfec¢des
alimentares por Salmonella no Estados Unidos da América (EUA), que levaram a cerca de 19
mil casos de hospitalizagdes e 380 mortes por ano. Nos anos de 2013 e 2014 foram notificados
17 surtos de Salmonella nos EUA, sendo os principais sorovares envolvidos foram Enteritidis,
Typhimurium, Heidelberg, Infantis, Hadar e Mbandaka (SCALLAN et al., 2011).

Estudo realizado no Brasil no ano de 2011, demonstrou presenca de salmonelas em
cerca de 2,7% das carcacas de aves. O sorovar Enteritidis foi o mais prevalente, 48% dos
isolados, seguido de 7,6% do sorovar Infantis, 7,2% o sorovar Thyphimurium e 6,4% sorovar
Heidelberg (MEDEIROS et al., 2011). Voss-Rech et al. (2015), avaliando frangos de corte no

Brasil, identificaram 50 sorotipos de Salmonella. O sorovar Minnesota foi o mais frequente
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(40,2%), seguido do Infantis (14,63%) e da Heidelberg (7,3%). Avaliando suabes de arrasto em
granjas, no Parand, foram observados, como mais frequentes os sorovares Heidelberg,
Mbandaka, Newport, Schwarzengrund e Enteritidis (PANDINI et al., 2015).

A importancia do patdégeno em saude publica e a frequéncia na ocorréncia de casos de
salmonelose em humanos, culminou na necessidade de uma legislagdo com medidas
especificas. Essa legislagdo discrimina a inviabilidade do consumo e comércio de produtos em
que sejam isoladas Salmonellas (SPRICIGO et al., 2008), destacando a necessidade de cuidados
ao longo da cadeia de producdo de alimentos, em especial de origem avicola, para que sejam

livres de tal agente.

2.3 Biofilme
2.3.1 Aspectos gerais

Biofilmes sdo estruturas compostas por micro-organismos sésseis € uma matriz
extracelular autoproduzida, formada principalmente por exopolissacarideos e proteinas
especializadas, que se aderem a uma superficie (DOLAN; COSTERTON, 2002; MARTINEZ;
VADYVALOO, 2014). A formacdo de um biofilme possibilita a sobrevivéncia de micro-
organismos, protegendo-os de situacdes ambientais adversas e permitindo que continuem
absorvendo d4gua, ions, nutriente, tendo atividades enzimaticas e trocando informagdes
genéticas (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

Devido as caracteristicas dos biofilmes, esses sdo mais resistentes a agentes
antimicrobianos e detergentes do que os micro-organismos na forma de vida livre. Os biofilmes
podem ser até 100 vezes mais resistentes a antimicrobianos do que as suas células em forma
planctonicas, podendo ser atribuido tal fato a dificuldade de passagem do agente pela matriz
extracelular (NICOLAEV; PLAKUNOV, 2007, TOMIHAMA; NISHI; ARAI, 2007). A
eliminacdo dos biofilmes torna-se uma tarefa ardua. Mesmo com lavagem e sanitizagdo
frequentes, ndo se garante a eliminacdo dos mesmos principalmente se houver sulcos ou
rugosidades nas superficies, que facilitam o desenvolvimento dos biofilmes (MAUKONEN et
al., 2003).

A formacao dos biofilmes acontece em cinco grandes etapas: adesdo reversivel, adesao
irreversivel, crescimento do biofilme, maturagao do biofilme e o desprendimento das células
planctonicas. A Figura 2 ilustra as etapas de formag¢ao do biofilme (STOODLEY et al., 2002).

Na adesao reversivel sdo realizadas interagdes fisico-quimicas inespecificas (superficie

inorgénicas) ou ligacdes moleculares do tipo receptor-ligante (superficie organica). Nesse
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estagio as bactérias podem ser facilmente removidas por lavagem. Na adesdo irreversivel, os
micro-organismos, até entdo fracamente ligados a superficie, efetivam a adesao com a produgao
da matriz polissacaridea, tornando-os fortemente aderidos. No processo de maturagdao dos
biofilmes, os mesmos passam a ser envoltos por canais de 4gua que entremeiam a matriz e, por
fim, os biofilmes tornam-se capazes de produzir e liberar células planctonicas ou micro
coldnias, permitindo a disseminac¢do de contaminagdes (BOLES; THOENDEL; SINGH, 2005;
TRENTIN GIORDANI; MACEDO, 2013). O processo de adesdo do micro-organismo a uma
superficie pode ser influenciada de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do substrato,
composicdo do meio envolvente e também pelas condi¢gdes do micro-organismo

(CHMIELEWSKI; FRAN, 2003).

Figura 2: Fases da formagao de biofilme oriundo de bactérias. 1. Adesao reversivel; 2. Adesao
irreversivel, 3. Crescimento do biofilme; 4. Maturagdo do biofilme. 5. Dispersao da

contaminagdo. Adaptado de Stoodley (2002).

Do total de massa de biofilmes, acredita-se que somente 10% sejam referentes a micro-
organismos ¢ o restante trata-se de matriz extracelular (FLEMMING; WINGENDER, 2010).
Os micro canais que se formam na matriz madura sao essenciais para distribui¢do de nutrientes,
dgua, enzimas, metabolitos e comunicacdo celular (BOARI et al., 2009). Esse mecanismo de
comunica¢do ¢ denominado quorum sensing (QS), e ¢ mediado por sinais quimicos que sao
produzidos e secretados pelas proprias bactérias (BOYEN et al., 2009), sendo correlacionado a
capacidade de producdo de biofilmes em bactérias, por exemplo nas Salmonella spp. (YOON;

SOFOS, 2008).
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Além do QS, a presenga de flagelo e fimbrias também corroboram com a formagao de
biofilmes. O flagelo facilita os movimentos das bactérias favorecendo a superagdo de forcas
eletrostaticas repulsivas entre as bactérias e a superficie, ao interagirem primariamente
(SAUER; CAMPER, 2001). As fimbrias participam facilitando a adesdo a outras células
bacterianas e de moléculas inorganicas que formem a matriz (SIMOES; SIMOES; VIEIRA,
2010).

2.3.2 Biofilmes de Salmonella spp. e fatores de viruléncia

O genoma da Sa/monella spp. foi completamente sequenciado, no entanto existem genes
cuja fungdo bioldgica ainda é desconhecida. Esses micro-organismos possuem genes de
viruléncia que foram adquiridos por transferéncia genética horizontal e se encontram agrupados
em ilhas de patogenicidade que reiinem genes relacionados a adesao das bactérias no hospedeiro
ou superficies, invasdo celulares, sobrevivéncia dentro da célula e mecanismos de
sobrevivéncia frente ao sistema imunoldgico (FORTES et al., 2012).

Ha uma grande necessidade de manter os alimentos livres de Salmonellas, no entanto a
eliminagdo de tal micro-organismo ¢ dificultada principalmente por conta da sua capacidade de
formar biofilmes. Salmonellas possuem componentes que corroboram com a capacidade de
formagdo de biofilmes: fimbrias, polissacarideos capsulares e lipopolissacarideos (LPS)
(CORCORAN, 2013).

O processo de adesdo das bactérias confere poder patogénico, pois, como primeiro
contato, as enterobactérias aderem-se e fixam-se nas células intestinais onde passardo a
desenvolver suas atividades patogénicas (GIBSON et al., 2007). O gene invA codifica a fungdo
de invasdo das células epiteliais, atividade importante para manuten¢do da viruléncia das
bactérias. Trata-se de um gene muito observado em sorovares de Sa/monella spp., tendo sido
detectado a presenga do gene em 100% das amostras avaliadas por Rowlands et al. (2014) em
estudo de 237 cepas de Salmonella entérica isoladas de alimentos no Brasil.

O operon IpfABCDE, formado por cinco genes, esta relacionado a capacidade de adesao
das Salmonellas as células M do intestino. O gene IpfA codifica as fimbrias longas polares, que
sdo as mais longas das fimbrias, e estdo ligadas ao tropismo das bactérias pelas placas de Peyer
do intestino onde as Salmonellas se instalam primariamente para desenvolver a infeccao.

Também estd associado a fimbria longa polar o reconhecimento comum entre diferentes
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sorovares, o que se denomina imunidade cruzada (NORRIS; BAUMLER, 1999; OCHOA;
RODRIGUES, 2005).

O operon sefABCD, possui quatro genes, que sdo necessarios para a formacao e
translocagdo da fimbria SEF14, importante fimbria do género Salmonella. O gene sefA codifica
a maior subunidade da proteina sefA que compde a fimbria, o sefB condiciona a formacao da
membrana externa, sefC leva a formagdo do maior componente da fimbria e sefD a uma adesina.
Trata-se de uma fimbria de grande importancia para a sobrevivéncia da bactéria dentro dos
macrofagos, por estar ligada as etapas posteriores da infecgdo, logo apos a colonizagdo do
epitélio cecal do hospedeiro (MIRMOMENTI; KIANI; SISAKHTNEZHAD, 2008).

Outra fimbria importante ¢ a Tafi (Thin aggregative Fimbriae) que ¢ codificada pelo
operon agf, unidade conservada na maior parte dos sorovares de Salmonella. A subunidade
AgfA da fimbria se liga as proteinas do hospedeiro e facilita a associagdo da bactéria com o
epitélio intestinal, promovendo intera¢do inicial. As fimbrias agregativas também sdo
relacionadas aos processos de auto-agregacdo das Salmonellas, reduzindo a superficie de
contato das bactérias e tornando-as mais resistentes a agentes bactericidas, em um hospedeiro
ou em ambientes abioticos (WHITE et al., 2003; GIBSON et al., 2007).

As fimbrias Curli sdo estruturas muito finas que compde a matriz de exopolissacarideos
(EPS) (ROMLING, et al., 1998), sua expressdo ¢ controlada pelo gene csgD (gene da
subunidade Curli) e estd organizado em dois operons o csgBAC e c¢sgDEFG (GERSTEL;
ROMLING, 2003). Tais fimbrias sdo associadas a processos da formacao do biofilme, invasao
de hospedeiro, colonizacdo, contato com outras bactérias e motilidade (STEENACKERS et al.,
2012). O gene avrA, por sua vez, codifica informacdes referentes a capacidade de invasdo do
trato intestinal, levando a proliferacdo bacteriana no intestino e assim reduz a efetividade das
respostas de defesa do organismo infectado (SUN et al., 2004).

A celulose ¢ uma molécula formada por glicoses cuja expressdo € controlada pelo gene
adrA e pode ser co-regulada pelo gene csgD (SOLANO et al., 2002; ROMLING et al., 2003).
A celulose desempenha um papel muito importante na formagao dos biofilmes (SOLANO et
al., 2002), juntamente com o Curli, formam a matriz dos biofilmes (GERSTEL; ROMLING,
2003).

Os lipopolissacarideos capsulares permitem que as bactérias permanegam no ambiente,
atuando diretamente na formacao dos biofilmes (CORCORAN, 2013). Sabe-se que a delecdo
dos genes relacionados aos lipopolissacarideos leva a redugdo significativa ou mesmo a perda

da capacidade de formagdo de biofilmes (KIM; WEI, 2009; CORCORAN, 2013).
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O sistema de quorum sensing, o qual permite a interagdo por meio de sinais quimicos
entre as células componentes de um biofilme, ¢ dependente da formacdo de uma enzima, que
promove a maturagdo do sistema. O gene /uxS ¢ o responsavel pela codificacdo da enzima
LuxS, que atua diretamente no desenvolvimento do sistema de comunicagdo entre os micro-
organismos (HARDIE; HEURLIER, 2008).

Salmonella spp. podem ainda expressar o gene sodC que € responsavel pela codificacao
da enzima SOD (superdxido-dismutase). Essa enzima catalisa a conversao dos radicais de
superoxido em oxigénio e peroxido de oxigénio fora da célula bacteriana o que contribui com

a viruléncia da mesma (KROLL et al., 1995; BATTISTONI, 2003).

2.4 Controle de micro-organismos e biofilmes

A redugdo significativa nos indices de mortalidade por causas infecciosas, decorridas ao
longo do século 20, foi atribuida a utilizagdo de substancias antimicrobianas (HUH; KWON,
2011). No entanto, uso indiscriminado e incorreto desses agentes tem sido responsavel pelo
surgimento de resisténcias dos micro-organismos aos antimicrobianos, tornando ineficazes
muitos tratamentos consagrados, o que constitui um grande risco para a saude humana
(SIRELKHATIM et al., 2015).

Prevenir a formacgao e combater os biofilmes ja formados requer estratégias importantes,
e o sucesso das operagdes culminardo em maior seguranga alimentar (SREY, et al., 2013). A
acdo mecanica, na forma de atrito, ¢ uma das mais eficientes estratégias de eliminagao e controle
do biofilme, por desconfigurar a matriz do biofilme e expor os micro-organismos
(MAUKONEN et al., 2003). Resisténcias de micro-organismos por desinfetantes esta
claramente associada com a organizagdo das células bacterianas dentro da matriz polimérica e
essa organizagdo reduz a penetracdo dos agentes antimicrobianos ao biofilme (ZIECH et al.,
2016).

Desinfecgao tem como finalidade reduzir o nivel de contaminagao a niveis aceitaveis e
realizar a eliminagdo de micro-organismos patogénicos. E efetuada apos a limpeza das
superficies com uso de produtos alcalinos ou tensioativos, que levam a desnaturagdo de
proteinas, emulsionamento de gorduras e dissolugdo de alguns residuos organicos
remanescentes (MAUKONEN et al., 2003; SREY et al., 2013).

E desejavel que os desinfetantes sejam seguros, eficazes no combate a micro-
organismos, faceis de manipular, ndo deixem residuos nos produtos finais que afetem os

consumidores, e devem ser facilmente removiveis com adgua. De forma geral, os desinfetantes
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ndo sdo capazes de adentrar a matriz do biofilme apds uma limpeza ineficiente, ndo eliminando
todas as bactérias presentes no mesmo (SIMOES et al., 2006). A elevacio da temperatura,
durante o processo de agdo dos desinfetantes reduz a necessidade de utilizagao da forga
mecanica (MAUKONEN et al., 2003; SREY et al., 2013).

Dentre os produtos quimicos mais comumente utilizados para processos de desinfeccao
estdo os compostos acidos, causticos, produtos a base de aldeidos, cloro, perdxido de
hidrogénio, iodo, acido peracético, fendis e ozonio (SIMOES et al., 2006). A escolha do
desinfetante geralmente ¢ influenciada pelo preco e pelo volume necessario para atuagdo
eficiente.

O éacido peracético (CH2COOH) ¢ produzido a partir de perdxido de hidrogénio 90%,
acido cético e acido sulfirico como catalisadores. Sua acdo biocida ocorre por aumento da
permeabilidade da membrana das células, levando a destrui¢do das ligagdes sulfidrilicas e de
enxofre, além de desnaturar as proteinas e enzimas celulares. E considerado potente biocida
tendo atividade contra fungos, virus, bactérias e esporos (BARAH, 2013), no entanto, assim
como acontece com outros desinfetantes, a sua eficiéncia ¢ influenciada pela presenca de
biofilmes (WESSELS et al., 2013). O custo do acido peracético € relativamente elevado, porém
0 uso em uma concentracdo baixa ¢ suficiente para obter uma resposta biocida, o que justifica
sua utilizagdo (KITIS, 2004).

O formaldeido ¢ historicamente um dos desinfetantes mais utilizados dentro da
avicultura, principalmente em desinfecgdes de ovos, pos eclosdo e em processos de incubagao
(STEINLAGE et al., 2002). Trata-se de um gés, normalmente utilizado em solugdo,
concentracdo de 37% em massa, contendo metanol (1 a 3%) que atua prevenindo a
polimerizagdo das moléculas. O composto apresenta-se incolor, possui odor irritante e €
miscivel em agua (FREITAS, 2007). O formaldeido possui amplo espectro de ag¢do contra
micro-organismos, sendo eficaz inclusive no combate de virus. No entanto, por ser considerado
com potencial carcinogénico, vem sendo substituido por outros desinfetantes que sejam mais
seguros para os trabalhadores (MORGULIS; SPINOSA, 2005).

As nanoparticulas também surgem como alternativa para eliminar e prevenir a formagao
de biofilmes. Por serem estaveis mesmo em temperaturas e pressdo elevadas, conseguirem
atravessar a matriz dos biofilmes, possuirem potencial inativador e praticamente nao
apresentarem efeitos sobre células humanas sao vistas como promissoras (COSTA et al., 2011;
LU et al., 2012). Nesse contexto, varios materiais sdo testados a fim de criar alternativas para
tratar as resisténcias bacterianas. Oxido de zinco, 6xidos de prata, 6xido de titinio apresentam-

se como bons potenciais antibacterianos (DASTJEDI; MONTAZER, 2010).
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2.5 Nanoparticulas

A nanotecnologia teve seu desenvolvimento impulsionado nos anos 80, com a evolugao
da ciéncia cluser e a inven¢do do microscopio de tunelamento. Tais avangos propiciaram o
desenvolvimento e utilizagdo da nanotecnologia e de nanomateriais em diversas areas (PAN;
KING, 2008). A nanotecnologia foi definida pelo engenheiro japonés Taniguchi, quem
primeiro utilizou o termo, da seguinte forma: “Nanotecnologia consiste principalmente no
tratamento de separagdo, consolidacdo e deformagdo de materiais por um atomo ou molécula”
(TANIGUCHO, 1974).

Os nanomateriais sdo menores do que muitas células animais, o que favorece a entrada
dos mesmos em células, possibilitando acdes diversas e aplicacdes tecnoldgicas
(RASMUSSEN et al., 2010). A Figura 3 permite comparar em escala de tamanho os
nanomateriais com estruturas como proteinas, DNA e virus, sendo menores do que células de

aproximadamente 10* nm e maiores que virus de aproximadamente 10? nm.

Figura 3: Escala nanométrica comparando nanomateriais com estruturas bioldgicas

(WICHLAB, 2016)
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Quando uma particula decresce em tamanho grande propor¢do de seus atomos ¢
encontrada na superficie. Assim, as nanoparticulas possuem uma maior superficie por unidade

de massa comparadas a particulas maiores. Como as reagdes quimicas ocorrem nas superficies
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as nanoparticulas s3o extremamente mais reativas do que uma massa de material composta de
particulas maiores (GUOZHONG, 2004; GOGOTSI, 2006).

Especialmente nos ultimos 10 anos, a produgdao de nanoparticulas tem sido alvo de
inimeras pesquisas académicas, devido as propriedades bactericidas, Opticas, cataliticas
eletronicas e magnéticas apresentadas por tais substancias (SIFONES, 2010). Destaca-se o uso
de nanomateriais em areas médicas, computacional, mecatronica, alimenticia, toxicologica,
entre outras (PAN; XING, 2008).

Embora a nanotecnologia ainda seja uma ciéncia relativamente nova, muitos produtos
jé sdo aplicados. Na area médica, como exemplo, sdo produzidos fairmacos encapsulados em
nanoparticulas, como capacidade de transportar a droga até o local de acdo especifica e libera-
la de forma controlada (ALVES FILHO, 2005). Propriedades semelhantes sdo aplicadas em
tratamento quimioterapicos, buscando a agao dos farmacos diretamente no tecido alvo, evitando
o acometimento de tecidos saudaveis e os efeitos colaterais secundarios adversos (nauseas,
perda de cabelo, comprometimento imunologico) (BOISSEAU; LOUBATON, 2011). Além
das muitas funcionalidades ja conhecidas da nanotecnologia, inimeros artigos cientificos sdo
cotidianamente publicados trazendo novas moléculas, aperfeicoamento de técnicas e
aplicagdes.

Apesar de no Brasil haver uma regulamentagdo sanitdria muito ampla, a area de
nanoprodutos ainda ¢ discutida e requer aprimoramentos da regulamentagao de produtos. Como
ndo existem determinacdes claras de pardmetros do que sdo nanomaterias ndo ¢ possivel ter
seguranga quanto ao que se adquire, como foi debatido no Féorum de competitividade de
nanotecnologia (2012). No mesmo evento foi levantada a ocorréncia de casos de produtos onde
declarava-se o uso de nanoparticulas e na realidade ndo as usavam e também casos que utilizam
nanoparticulas sem que as mesmas fossem citadas nos rotulos de produtos.

A sintese de nanoparticulas ocorre com a utilizacdo de métodos fisicos (top -down) e
métodos quimicos (bottom - up). Nos métodos fisicos a formacao do nanomaterial se da a partir
de amostras maiores que o objetivo final, assim, sdo empregados processos como moagem,
decomposi¢do térmica e irradiagdo. Nos métodos quimicos a formagdo das nanoparticulas
ocorre por reacdes quimicas entre moléculas e ions (elementos menores que as nanoparticulas),
levando a agregacao de ions, o que resulta na formagdo dos nanomateriais (HABIBA et al.,
2014). Tendo em vista as diversas formas de obtengdo dos nanomateriais, com base em
metodologias distintas € possivel controlar caracteristicas fisicas como tamanho, forma e
estrutura cristalina, que levam a diferengas nas propriedades fisicas e funcionais das mesmas.

O controle do tamanho dos nanomateriais, sendo a maior parte definidos em escala
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nanométrica, menores que o didmetro de células humanas (~ 7 uM), favorece a entrada e a
disponibilizagdo de farmacos, bem como o reconhecimento de proteinas especificas
(BHATTACHARYYA et al., 2009).

Em especial, as nanoparticulas metalicas e de seus 6xidos, apresentam-se como promissores
agentes antimicrobianos (GARCIA, 2011), devido ao aparecimento de resisténcias por parte de
muitos micro-organismos, frente a inimeros antibidticos. Sabe-se que as nanoparticulas
menores que 100 nm, em virtude do pequeno tamanho e elevada relagdo entre superficie e
volume, sdo potenciais agentes biocidas, capazes de realizar interacdes intimas com as
membranas de micro-organismos (ALLAKER, 2010).

O uso de agentes antimicrobianos inorganicos apresenta como vantagem, frente aos
agentes organicos, maior estabilidade. Sdo exemplos de agentes antimicrobianos naturais a
prata, cobre, selénio, 6xido de zinco e dioxido de titanio (SONDI, 2004; GRUMEZESCU,
2016). Diversas formas de nanomateriais a base de prata sdo considerados promissores como
agente antimicrobianos (MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010).

A agregacdo de nanoparticulas metalicas ¢ feita principalmente por dois métodos:
dopagem (substituicdo) ou por impregnacao do metal (SAHA; WANG; PAL, 2008). A forma
de sintese dos nanomateriais define o tamanho e forma de estrutura cristalina, permitindo novas

propriedades fisicas a cada definicdo (BHATTCHARY YA et al., 2009).

2.5.1 Prata e nanoparticulas de 6xido de prata

O uso da prata metalica como agente bactericida foi utilizado na antiguidade,
principalmente no tratamento de queimaduras e controle bacteriano, devido a grande eficiéncia
associada a uma baixa toxicidade. Tais tratamentos foram substituidos por volta de 1940, com
a ascensdo da penicilina. Com o desenvolvimento das resisténcias aos antibidticos, tornou-se
repensavel a utilizacdo da prata como agente bactericida (DASTJERDI; MONTAZER, 2010;
UHU; KWON, 2011).

Nanoparticulas de prata sdo amplamente usadas em medicamentos e
cosméticos. A “The nanotech project consumer inventory”, com papel de divulgar novos
produtos que envolvam nanotecnologia, apresenta uma lista de 1.827 produtos contendo prata.
A maior parte desses produtos
contém nanoparticulas como antimicrobiano, sendo aplicados em cosmético, produtos de
limpeza, sanitizantes para pele humana, aditivo de curativo, suplementos

€ outros.
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Estudos realizados por Dibrov et al. (2002), demonstraram que os ions de prata (Ag"
tém acdo inibitoria relacionada a atracdo eletrostatica existente entre a parede celular dos micro-
organismos carregadas negativamente e a carga positiva dos ions de prata. O uso de
nanoparticulas de prata estaveis permite maior seguranga em relagdo ao uso dos ions de prata
livres, oferecendo riscos de toxicidade muito reduzidos (MOHANTY et al., 2011).

Outros estudos sugerem diferentes mecanismos de acdo para a bioatividades das
nanoparticulas de prata sobre as bactérias. Entre eles, a geragdo de espécies reativas oxidativas
nas bactérias, que levam a ruptura da membrana celular (SU et al., 2009), interacdo direta na
membrana celular, causando ruptura da membrana e vazamento do contetido celular
(SMETANA et al., 2008), deslocamento da membrana, causado por dissolugdo oxidativa,
causando vazamento celular (ASHARANI et al., 2009). A prata pode entrar como componente
de acdo sinérgica junto a outras substancias antimicrobianas, devido aos mecanismos de a¢ao
ndo conclusivos da atuacdo antibacteriana da mesma, (MOHANTY et al, 2011)
potencializando a agdo bactericida de outros materiais.

Shen et al. (2011) avaliaram diversos materiais a base de prata (Ag) e verificaram que o
desempenho em tratamentos bactericidas foi mais eficiente para o 6xido de prata (AgO) do que
comparado ao Ag>O e a Ag (pior desempenho). Chen e colaboradores (2016) concordaram que
os Oxidos com elevada valéncia de Ag sdo potentes agentes bactericidas. Acredita-se que o
efeito bactericida dos 6xidos de prata seja devido a capacidade de liberagdo de ions de prata,
(que € superior as nanoparticulas unicamente de prata) (RATTE, 1999; BELANTONE et al.,
2002).

2.5.2 Oxido de zinco

Devido a sua caracteristica de semicondutor com capacidade de emissdo e de absor¢ao
na regido do ultravioleta, o 6xido de zinco (ZnO) tem sido visto com prospecto positivo em
diversas aplicacdes, com na industria farmacéutica, téxtil, eletro-tecnologica, fotocatalise,
dentre outras (KOLODZIEJCZAK-RADZIMSKA; JESIONOWSKI, 2014; SIRELKHATIM, et
al., 2015).

O ZnO foi considerado pela Food and Drug Administration (FDA) um material seguro
quando produzido utilizando boas praticas (FDA, 2016). Pesquisas realizadas (STOIMENOV
etal., 2002; FU et al., 2005; ZHANG et al., 2013) também demonstraram a baixa toxicidade do
ZnO e, portanto, a seguranca de utilizagdo do mesmo. Trata-se de um material bactericida e que

também age destruindo esporos (KARUNAKARAN et al., 2011).
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Os mecanismos de a¢ao bactericida das nanoparticulas de ZnO ainda ndo sdo totalmente
esclarecidos, havendo algumas formas possiveis: liberagdo de ions antimicrobianos,
principalmente Zn>" (LI et al., 2011); contato da nanoparticula com a parede celular das
bactérias, gerando destruicdo da mesma (ZHANG et al., 2007); formagdo de espécies reativas
de oxigénio na superficie do 6xido de zinco que sdo toxicas para as bactérias (SAWAI,
YOSHIKAWA, 2004).

Sabe-se que as caracteristicas estruturais ¢ morfologicas das nanoparticulas de ZnO
podem influenciar na capacidade de penetragdo nas paredes de micro-organismos € assim
apresentar melhor ou pior desempenho como agente biocida. Os formatos de bastdo (rods) e
fios (wires) das nanoparticulas de ZnO penetram as paredes bacterianas com maior facilidade
que as de formato esférico (YANG et al., 2009). Além do formato, existe uma relacdo da
eficiéncia como agente antimicrobiano com o tamanho das nanoparticulas de ZnO, sendo que
as menores apresentam melhores desempenho como bactericidas, também devido & maior

facilidade de adentrar as células (ZHANG et al., 2007).
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3. Material e Métodos

3.1 Formacio das nanoparticulas e cepas avaliadas

Os nanaparticulas de 6xido de zindo dopados com prata (ZnO-Ag) foram sintetizados e
processados no Laboratorio de Novos Materiais Isolantes € Semicondutores (LNMIS),
localizado no Instituto de Fisica da Universidade Federal de Uberlandia. As propriedades fisicas
desses nanoparticulas foram investigadas pela técnica de Difragcdo de Raios-X (DRX).

O processo de sintese das nanoparticulas foi realizado por meio do método de
coprecipitagdo, que se baseia na nucleagdo seguida pelo crescimento das nanoparticulas. Esses
dois processos controlam a forma e o tamanho final das nanoparticulas, que sdo fortemente
afetados por diversos pardmetros, tais como, velocidade de agitacdo, temperatura de sintese,
natureza alcalina das solugdes, taxa de adi¢ao, tempo de digestdo e pH. Diante disso, a técnica
de coprecipitacao ¢ uma das técnicas mais versateis.

As nanoparticulas de ZnO dopados de prata foram sintetizados a temperatura ambiente
via solugdes aquosas de cloreto de zinco (ZnClI2, 99,9%, 2M) e nitrato de prata (AgNO3, 99%,
variando de 0,1 a 11% de Ag em relagdo Zn). O pH da solucao foi ajustado para 11 usando uma
solugdo aquosa de hidroxido de sddio (NaOH 98%). As nanoparticulas formadas foram
purificadas via centrifugacdo a 6000 rpm/1 minutos. Todos os reagentes foram adquiridos da
Sigma-Aldrich. Foram sintetizadas nanoparticulas de ZnO dopados com trés diferentes
concentragdes de prata.

O estudo bioldgico, realizado no Laboratorio de Epidemiologia Molecular da Faculdade
de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia, foi dividido em quatro etapas:
(1) avaliagdo da inibicdo da Salmonella spp por nanoparticulas em cultivo em placa, (ii)
avalia¢do da inibicao de bioindicadores em ovos de perus no final do periodo embrionario, (ii1)
avaliacdo da formag¢do de biofilme em placas de poliestireno e (iv) avaliagdo da inibi¢ao de
Salmonella Enteritidis e Salmonella Heidelberg na forma livre em ovos de perus.

Para avaliacdo da formagdo dos biofilmes em placas de poliestireno foram utilizadas
seis cepas de Salmonellas (S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Typhimurium variante, S.
Minnesota, S. Heidelberg e S. Gallinarum), advindas de doagdes da Fundacao Instituto Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), estado do Rio de Janeiro, onde as cepas foram caracterizadas e realizada a
tipificagdo antigénica.

Os ovos utilizados eram de matriz de perus em inicio de producdo (aproximadamente

30 semanas) e foram doados por uma grande empresa do setor avicola, da regido do Triangulo
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Mineiro, estado de Minas Gerais. Apds a postura esses ovos permaneceram na granja durante
aproximadamente 24 horas e foram enviados ao Laboratorio no dia seguinte. Nas avaliacdes
referentes a formagdo de biofilme em ovo foram usadas as cepas de S. Enteritidis e S.
Heidelberg.

As cepas advindas da FIOCRUZ estavam armazenadas em Agar Nutriente (AN)
(Difco®) e foram reativadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Ox0id®) onde
permaneceram incubadas a 37° C durante 24 horas. Apos esse periodo as cepas foram semeadas
em agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) (Merck®), sendo incubadas por mais 24 horas a 37°

C.

3.2 Avaliacao da inibicao de diferentes dosagens da dopagem de prata sobre Salmonella
spp em placa

Para determinacdo do nivel de dopagem de prata que seria utilizada no experimento,
foram feitos antibiogramas, como descrito por Bauer et al. (1966), inoculando uma suspensao
de 10° UFU/ml em placas de agar Mueller Hinton e adicionando discos de papel filtro
impregnados com as nanoparticulas em trés diferentes dosagens de dopagem de prata.

Os papeis filtros foram embebidos com 10 pL dos nanocristais de ZnO dopados com
trés diferentes concentragdes de prata diluidos em agua estéril, concentragao de 1,4 mG/ml. Em
paralelo foi utilizado discos de sulfonamida (300 pg) (LABORCLIN®) como controle. As
placas foram incubadas por 20 horas a 37° C. Ap6s a incubacdo foram analisados o padrdo de
crescimento ou de inibi¢ao ao redor de cada disco, sendo medidos os halos para a determinagao

do espectro de inibigao.

3.3 Avaliacido da inibicio de micro-organismos biodicadores em ovos embrionados de
perus

Foram recebidos 120 ovos embrionados de perus aproximadamente duas horas apos a
postura. Imediatamente apds a chegada no Laboratério de Incubacao da Universidade Federal
de Uberlandia, os ovos foram igualmente divididos em quatro grupos, que receberam os
seguintes tratamentos:

-Grupo 1: Aspersdao de aproximadamente 1,2 mL (1,4 mG/mL) de nanopaticulas de 6xido de
zinco dopado com prata (ZnO-Ag) (dopagem de prata ndo especificada, patente em processo

de deposito) por ovo;



30

-Grupo 2: Imersdo em peracético 2,5% (25.000 ppm) por 40 minutos;
-Grupo 3: Aspersao de formol a 10% aproximadamente 2,2 mL por ovo;
-Grupo 4 (controle positivo): Aspersao de dgua ultrapura.

ApoOs a desinfec¢cdo os ovos permaneceram armazenados por 48 horas, ¢ entdo foram
levados para maquina de incubagdo (36,6° C, 65% de umidade e viragem a cada hora), onde
ficaram por 28 dias. Apos esse periodo os ovos foram abertos e as cascas encaminhadas a
analises microbiologicas (micro-organismos Mesofilos, Escherichia coli, Salmonella spp. e

bolores/leveduras).

Para andlises de micro-organismos mesofilos, Escherichia Coli e bolores e leveduras
foram pesadas amostras de 10 gramas de cascas, adicionadas em 90 mL de solucdo salina,
amplamente homogeneizado e entdo passaram por dilui¢des sucessivas obtendo a concentragdo
10, sendo as trés Giltimas concentra¢des plaqueadas para posterior contagem. Para avaliacio
de mesofilas foi plaqueado 1 mL, em profundidade, em dgar PCA (Ox0id®) e incubados a 36°
C por 48 horas. E. coli e bolores/leveduras foram cultivadas em Compact Dry de crescimento
seletivo (IDEXX®) especifico para cada micro-organismo, volume e temperatura de incubagao
recomendadas pelo fabricante.

Para avaliagdo da presenca/auséncia de Salmonella spp., também foram pesadas 10
gramas de cascas e adicionou-se 90 ml de dgua peptonada e foi incubado por 24 horas a 36° C.
Apo6s a incubagdo foi adicionado 1 mL desse cultivo em 9 mL de Tetrationato (Merck®)
(incubado a 36°C, 24 horas) e 0,1 mL em meio Rappaport (Ox0id®) (incubado a 42°C, 24
horas). Decorridas as 24 horas os cultivos foram esgotados em XLD e incubados por mais 24

horas a 37° C.

3.4 Formacao de biofilme em placas de poliestireno

Para avaliagdo da formagdo do biofilme em placas de poliestireno foram utilizadas seis
cepas de Salmonella spp. (S. Enteritidis, S. Tiphymurium, S. Tiphymurium variante, S.
Minnesota, S. Heidelberg e S. Gallinarum). O inoculo inicial das bactérias foi reativado no agar
XLD, esgotado em é4gar Triptona de Soja (TSA) (Merck®) e incubado a 37° C por 24 horas.
Uma amostra de cada uma das seis cepas de Salmonellas spp. estudadas foi colocada em caldo

Soja Tripticaseina (TSB) (Merck®) e incubadas sobre agitacao de 100 rpm a 37° C por 24 horas.
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Uma aliquota de 100 pl da amostra processada foi adicionada em 10 mL de caldo TSB, ficando

o inéculo inicial com aproximadamente 107 UFC/mL.

3.4.1 Teste da Adesao e quantificacdo da formacao de biofilmes

O protocolo foi baseado no estudo publicado por Sulaeman e colaboradores (2009) com
adaptagdes pertinentes. Amostras de 200 pl da solugdo bacteriana (indculo inicial) preparada
em caldo TSB, descrita no item anterior, foram condicionadas em placas de 96 pocos. As placas
foram incubadas a 37 ° C, sob agita¢dao de 100 rpm por um periodo de duas horas para teste de
adesdo. Para o teste da quantificagdo e formacao do biofilme esse tempo foi de 24 horas. Apds
esse periodo as células bacterianas aderentes foram lavadas com solu¢do de NaCl a 0,9% por
trés vezes e cada pogo foi raspado por 90 segundos. A suspensdo resultante, apds o processo de
raspagem, foi submetida a diluigdes seriadas e subsequentemente cultivadas em agar TSA para
determinagdo do nimero de UFC. As avaliagdes foram realizadas em triplicatas, para cada cepa,

e trés repeticdes independentes.

3.4.2 Teste qualitativo da formacao de biofilmes

Ap6s a formacao do biofilme e as lavagens das placas com solucao de NaCl, conforme
descrito no item anterior, a capacidade de formac¢ao de biomassa foi avaliada. Apos secagem a
55° C por 30 minutos das placas, foi adicionado o fixador Crystal Violeta (LaborClin®) que
permaneceu nos pocos por 5 minutos, depois foram lavadas por trés vezes em agua ultrapura e
dispostas a nova secagem por 15 minutos a 55° C. Adicionou-se uma solucao eluente de alcool-
acetona, 80% de etanol e 20% de acetona (Synth®), que apds homogeneizagao foi transferida
para novas placas de 96 pocos para a realizacao da leitura da DOs¢s. Todas as analises foram
feitas com oito réplicas para cada cepa e trés repeticdes.

A determinagio do Indice de Formagdo de Biofilme (BIF) foi feita pela subtragdo da
densidade optica advinda da mistura das bactérias que aderiram (BA) pela absorbancia obtida
nos pogos controle (sem micro-organismos) (PC) dividido pela densidade Optica obtida das

culturas suspensas (BS) (Naves et al., 2008).

3.5 Biofilme em ovo
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Essa etapa do experimento foi realizada em dois momentos distintos, sendo avaliada a
capacidade de formacgao de biofilmes nas cascas de ovos de perus, eficiéncia de desinfec¢ao do
acido peracético e do 6xido de zinco dopado com prata e a capacidade de invasdao de albimen
(clara) e vitelo (gema). Apdés a chegada no laboratorio os ovos foram manuseados

assepticamente em fluxo laminar.

3.5.1 Avaliacio da eficiéncia do Oxido de zinco dopado em prata no controle de
biofilmes de Salmonella Enteritidis formados em ovos

Um total de 64 ovos foram divididos em quatro grupos, sendo cada grupo composto por
16 ovos e cada unidade amostral formada por dois ovos. Trés grupos foram submersos,
separadamente dois a dois, em suspensdo de 100 mL de TSB contendo 10° UFC/mL de S.
Enteritidis por um periodo de 24 horas a 25° C. No quarto grupo, controle negativo, os ovos
também permaneceram submersos por 24 horas, porém em TSB estéril sem a presenca da
bactéria. Apos esse periodo os ovos foram lavados por trés vezes em agua ultrapura para retirada
de bactérias livres dos biofilmes, aguardou-se a secagem dos mesmos e entdo foram feitos os
tratamentos desinfetantes em dois dos grupos, que foram assim determinados:

-Grupo 1: Aspersdo de aproximadamente 1,2 mL de uma solugdo de 1,4 mG/mL de
nanopaticulas de 6xido de zinco dopado com prata (ZnO-Ag) (dopagem de prata ndo
especificada, patente em processo de depdsito) por ovo, durante 30 minutos;

-Grupo 2: Imersao em acido peracético 2,5% (25.000 ppm) por 15 segundos;
-Grupo 3 (controle positivo): Aspersao de dgua ultrapura;

-Grupo 4 (controle negativo): Aspersdo de dgua ultrapura;

Apds a desinfeccdo os ovos foram abertos em fluxo laminar, separados e coletados
assepticamente casca, clara e gema. Foram pesadas duas amostras de 10 gramas de casca de
cada unidade amostral para duas andlises diferentes realizadas simultaneamente. Um total de
10g da amostra foi adicionada 90 mL de solugdo NaCl 0,9%, amplamente homogeneizado e
submetido a dilui¢des seriadas para posterior plaqueamento em superficie de agar TSA para
contagem de Samonella Enteritidis. Paralelamente foi realizada a avaliacdo da presenca e
auséncia em que a amostra de 10 gramas foi adicionada de 90 ml de 4gua peptonada (Isofar®)
e incubada por 24 horas a 37° C, posteriormente uma aliquota de 1mL dessa foi inoculada em
meio de cultura Rappaport (Ox0id®) e 1 mL em meio de cultura Tetrationato (Merck®), apos
crescimento de 24 horas ambos foram esgotados em XLD. As colonias com caracteristicas

morfologicas de Salmonella foram selecionadas e trés a cinco UFC por placa foram transferidas
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para tubos contendo triplice agucar ferro (TSI) e incubados a 37°C/24h. As culturas em TSI
com crescimento sugestivo de Salmonella spp. foram submetidas ao teste de urease, produgao
de indol, vermelho metila, motilidade, lisina descarboxilase, teste do malonato e citrato de
Simnons. Além disso, as colonias tipicas de Salmonella spp. crescidas em XLD foram
submetidas a reagao de PCR.

Os mesmos procedimentos para avaliagdo de presenca ou auséncia de Salmonellas em
casca foi utilizada para albimen e vitelo, sendo um total de 1 mL de cada unidade amostral de

albimen e vitelo, separadamente, pré-enriquecida por 24 horas em BHI.

3.5.2 Avaliacio da eficiéncia do Oxido de zinco dopado com prata no controle de
biofilmes de Salmonella Heidelberg formados em ovos

Foram realizados os mesmos procedimentos citados no item anterior para a reativacao
da cepa de S. Heidelberg e os procedimentos de inoculacdo das bactérias ¢ analise dos ovos
foram realizado da mesma forma. No entanto adicionou-se dois grupos de teste, ficando assim
divididos:

-Grupo 1: Tratamento com nanoparticula prévia: Duas aspersdes de nanopaticulas de 6xido de
zinco dopado com prata (ZnO-Ag) (dopagem de prata ndo especificada, patente nao
depositada), sendo aproximadamente 1,2 mL (25 mg/mL) por ovo em cada aplicacdo. Uma
aspersdo foi realizada 24 horas antes do contato com as S. Heidelberg e outra por 30 minutos
apos as 24 horas que € o tempo da formagdao do biofilme e a retirada das formas livres da

bactéria;

-Grupo 2: Tratamento com nanoparticula pdés formacdo do biofilme: Aspersio de
aproximadamente 1,2 mL (25 mg/mL) de nanopaticulas de 6xido de zinco dopado com prata
(ZnO-Ag) por ovo, na mesma concentracao de prata descrita no grupo 1, por 30 minutos apos
o contato dos ovos com as S. Heidelberg por 24 horas que ¢ o tempo da formagdo do biofilme

e a retirada das formas livres da bactéria;

-Grupo 3: Tratamento com 4cido peracético prévio: Duas aspersdes de acido peracético sendo
aproximadamente 1,2 mL de uma solugdo de 2,5% (25.000 ppm) por ovo. Sendo uma aspersao
24 horas antes do contato com as S. Heidelberg e outra aspersdao por 30 minutos apods as 24

horas que € o tempo da formagao do biofilme e a retirada das formas livres da bactéria;

-Grupo 4: Tratamento com 4cido peracético pos: Aspersdao de aproximadamente 1,2mL de uma

solucdo de acido peracético na concentragdo de 2,5% (25.000 ppm) por ovo por 30 minutos
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apods o contato dos ovos com as S. Heidelberg por 24 horas que ¢ o tempo da formagao do

biofilme e a retirada das formas livres da bactéria;

-Grupo 5 (controle positivo): Aspersdo de agua ultrapura 24 horas apds o contanto com as

bactérias;

-Grupo 6 (controle negativo): Aspersao de dgua ultrapura 24 horas ap6s imersao em TSB estéril;

3.6 Confirmacao das espécies e identificaciao de genes de viruléncia

A partir das colonias com caracteristicas tipicas de Salmonella crescidas em agar XLD,
dos cultivos de cascas, claras e gemas, citados nos dois itens anteriores (S. Enteritidis e de S.
Heidelberg), foram realizadas PCR avaliando a presenca do gene ompC (tabela 1) para
identificacdo da espécie. Também foi realizada a deteccdo de genes de viruléncia com o
objetivo de avaliar se as cepas testadas tinhas os principais genes para formacao de biofilme,
resisténcia ao ambiente e viruléncia. Foram avaliadas por PCR genes ligados a processos de
invasdo (invA), adesdo e biofilme (agfA, sefA e IpfA), quorum sensing (luxS), estresse
oxidativo (sodC) e relacionados a processos apoptéticos (avrA) (tabela 1).

As cepas foram repicadas em BHI e mantidas a 37° C por 24 horas, entdo uma aliquota
de 1mL foi utilizada para a extracdo do DNA gendmico. Esse procedimento foi realizado por
meio de Kit disponivel comercialmente (Wizard® Genomic DNA Purification Kit — Promega),
seguindo protocolo fornecido pelo fabricante. A quantificagdo do DNA foi feita pelo aparelho
Nanodrop (Thermo Scientific®) em comprimento de onda de 260nm, observando a relagao
260/280 a fim de verificar a integridade do DNA (relagdo entre 1,8-2,0).

Para a identificacdo dos genes especificos, o preparo da reagdo PCR constou da
utilizacao de 12,5uL de GoTag® Green Master Mix (Promega), luL DNA a 10ng/uL, 1uL do

primer na concentracao indicada na tabela 1 e 10,5 pL de d4gua miliQ.
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Tabela 1: Primers a serem utilizados na identificacdo de genes especificos nas cepas de

Salmonella.
Gene Concentracio Amplicon Primer Referéncia
(PB)
ompC 10pmol 204 ATCGCTGACTTATGCAATCG Alvarez et al.
CGGGTTGCGTTATAGGTCTG (2004)
avrd 20pmol 385 GTTATGGACGGAACGACATCGG Prager et al.
ATTCTGCTTCCCGCCGCC (2003)
sodC 20pmol 500 ATGAAGCGATTAAGTTTAGCGATGG Sanjay et al.
TTTAATGACTCCGCAGGCGTAACGC (2010)
invA 10pmol 284 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA Oliveira et al.
TCATCGCACCGTCAAAGGAACC (2002)
sefA 10 pmol 488 GATACTGCTGAACGTAGAAGG Oliveira et al.
GCGTAAATCAGGATCTGCAGTAGC (2002)
agfA 10 pmol 350 TCCACAATGGGGCGGCGGCG Collinson et al.
CCTGACGCACCATTACGCTG (1993)
IpfA 10 pmol 250 CTTTCGCTGCTGAATCTGGT Heuzenroeder
CAGTGTTAACAGAAACCAGT et al. (2000)
luxS 20 pmol 1080 GATAATCCTGAACTAAGCTTCTCCGC Choi et al.
GGTTATGAGAAAAGCATGCACCGATCA (2007)

Os microtubos contendo os reagentes da PCR foram transferidos para o termociclador
(Eppendorf®) para amplificagdo, obedecendo aos seguintes ciclos: um ciclo inicial de
desnaturagdo a 94°C por 5 minutos, amplificadas em 35 ciclos de desnaturacao a 94°C por 45
segundos, anelamento a 57° C por 1 minuto (ompC); 58°C por 30 segundos (invA4); 50°C por
30 segundos (sef4 e IpfA), 66°C por 30 segundos (agfA4), 62°C (avr4, sodC e luxS); extensao a
72°C por 90 segundos, com extensao final a 72°C por 10 minutos. Como controle positivo das
reagdes foi utilizada a cepa de S. Enteritidis ATCC 13076.

Os produtos amplificados (8uL) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5%, utilizando o tampao de corrida TBE 0,5x (Invitrogen®) e como padrao de peso molecular,
o marcador de 100pb (Invitrogen®). Os géis de agarose (Afllymetrix®) foram corados pela
solugdo de SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen®) e visualizados sob luz UV, no
transiluminador (Loccus Biotecnologia) apds 90 minutos de corrida do gel a 100W de poténcia,

80V de voltagem e 80A de corrente elétrica.
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3.7 Avaliacao dos poros das cascas dos ovos testados para nanoparticulas em Salmonella
Heidelberg

Visando avaliar possiveis influéncias do didmetro de poros das cascas dos ovos sobre
os tratamentos com nanoparticulas (desinfec¢ao prévia a contaminagao seguida de desinfecc¢ao
apods a contaminagao (grupo nanoparticula prévia) e desinfec¢ao somente apos a contaminagao
com as bactérias (grupo nano p6s) foram realizadas analises de imagens dos ovos testados para
S. Heidelberg. Usando Confocal Raman foram obtidas imagens da regido equatorial das cascas
dos ovos dos grupos controle, nanoparticula previa e nanoparticula pdés. As imagens foram
avaliadas pelo programa Gwyddion com obtencao das figuras com altura das rugosidades da

casca ¢ medi¢ao do diametro dos poros.

3.8 Microscopia Eletronica de Varredura

Para a visualiza¢dao das biomassas amostras de cascas dos ovos expostos a Salmonella
Heidelberg, item 3.5.2, foram fixadas em glutaraldeido 2,5% e mantidas refrigeradas (4° C)
para posterior preparacao para microscopia eletronica de varredura (MEV), realizada de acordo
com Brown et al. (2014) com adaptagdes. Apos 24 horas, as amostras foram lavadas trés vezes
com tampao PBS, fixadas com tetroxido de 6smio 1% por 2 horas e novamente lavadas trés
vezes com tampao PBS. A partir de entdo as amostras foram desidratadas passando por solucdes
de etanol em diferentes concentracdes (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e trés vezes 100%)
permanecendo 20 minutos em cada uma delas.

As amostras foram secas no Ponto Critico de Secagem (Critical Drying Point 030,
Baltec, Alemanha) tendo como fluido de transi¢do o didxido de carbono liquido. As amostras
de cascas foram revestidas com uma camada de 20 nm de ouro (SCD 050, Baltec, Alemanha)

e entdo visualizadas em MEV VP Zeiss Supra 55 SEM FEG a 5 kV.

3.9 Analise Estatistica

Para avaliagdao dos dados foi realizada a retirada dos outliers. O teste de D’ Agostino e
Pearson foi utilizado para verificar se os dados de contagem bacteriana e didmetro dos poros
eram paramétricos. Optou-se pela transformacgado logaritmica dos dados nao paramétricos. Nos
dados que seguiram a distribui¢do normal foi utilizada Anélise da Variancia seguida pelo teste

de Tukey para avaliar a diferenca entre as médias. Para os dados que nao seguiram distribui¢do
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normal, mesmo ap6s a transformacdo logaritmica, foi utilizado teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. Para a diferenga entre percentagens foi utilizado o teste do quiquadrado

seguido pelo teste Fisher-Irwin de dois por dois. O programa estatistico utilizado foi o Graph

Pad Prism 7.0.
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4. Resultados

4.1 Analise da inibicao das nanoparticulas de ZnO-Ag pelo método de difusdo em disco

Para todos os grupos testados foram incluidos um controle negativo (agua ultrapura,
veiculo das nanoparticulas) em que o halo inibitorio ndo se formou. As trés concentragdes de
dopagem de prata testadas apresentaram resultados melhores que a sulfonamida. No entanto,
entre as dopagens nao houve diferenca significativa nos halos de crescimento inibitorio para as
cepas de Salmonella avaliadas. Dessa forma, optou-se por trabalhar com a menor dopagem de

prata durante todo o experimento.

4.2 Avaliacao nos ovos embrionados

Nao foram identificadas Salmonellas spp. nas cascas dos ovos embrionados em nenhum
dos grupos analisados, incluindo o grupo controle positivo. Os resultados encontrados para
analises do controle de micro-organismos mesofilos, coliformes totais, Escherichia coli e
bolores/leveduras foram semelhantes com diferentes desinfetantes utilizados. Todos os grupos
tratados (nanoparticulas de ZnO-Ag, acido peracético (25.000 ppm/40min) e formol (10%))
apresentaram melhores resultados que o grupo controle (sem desinfec¢do), com reducao
significativa do nimero de micro-organismos. Para bactérias mesofilas houve uma queda de
3,34 log CFU.mL"!, coliforme total 1,68 log CFU.mL™, E. coli 1,91 zerando totalmente esse
micro-organismo e bolor e levedura 2,598 log CFU.mL™! no tratamento com as nanoparticulas.
Entre os tratamentos com diferentes desinfetantes, nao foram observadas diferencas, como pode

ser visto na Figura 4.

Figura 4: Anélises de micro-organismos bioindicadores em cascas de ovos embrionados de
perus que passaram por diferentes tratamentos desinfetantes. A: resultados de contagens de
colonias de bactérias mesodfilas presentes nas cascas de ovos de perus condicionados a
diferentes tratamentos (controle — sem desinfeccdo-, nanoparticulas de ZnO-Ag, é&cido
peracético (25.000ppm/40min) e formol (10%)). B: resultados das contagens de coldnias de
coliformes totais encontradas em cascas de ovos de perus submetidos a diferentes tratamentos

desinfetantes. C: resultados das contagens de colonias de Escherichia coli encontradas em
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cascas de ovos de perus submetidos a diferentes tratamentos desinfetantes. D: resultados das

contagens de bolores e leveduras encontrados em cascas de ovos de perus submetidos a

diferentes tratamentos desinfetantes.

Mesofilas A Coliformes Totais B
10- f 1 101 f 1
I ! ———
8 8
S g
E 6- E 64
5 T 5 T
5 4 T 5 o T
o o
-l -
24 24
0' T T 0' T T
e o L4 > 3 > 4 >
-$°\ ,<§"° L <‘°° \@\ > <‘°°
& & o & & d
(&) > ($) ‘S
R R
< o
(\’b (\@
Escherichia Coli C Bolores e leveduras D
4 I} : I L 1
 — 6- [ |
—
- 37
2 2
| -
g £
Z 2 =
ol ]
(=] g’ 24
. ) T |
0 T T r 0- T T T
N\ & & Q S
()x (o] OO (s) ‘o &'D
& F & & g8 <&
& &
QQ (8)
20 &
&

4.3 Avaliacao de biofilme

4.3.1 Habilidade de aderir em poliestireno
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O indice de aderéncia a placa de poliestireno foi calculado com base na diferenca de
contagens (log de CFU/mL) entre o processo de adesdo e o indculo inicial. Houve diferentes
capacidades de aderéncia para as cepas estudas, sendo a S. Gallinarum a menos aderente ¢ a S.

Heidelberg a mais aderente (Figura 5).

Figura 5: Indice de aderéncia das cepas de Salmonella em placa de poliestireno calculados pela
diferencga entre adesdo e a contagem inicial do in6culo (log de UFC/mL). SG ad-i: indice de
aderéncia Salmonella Gallinarum; SM ad-i: indice de aderéncia Salmonella Minessota; ST va
ad-i: Salmonella Tiphymurium variante; SE ad-i: indice de aderéncia Salmonella Enteritidis;
ST ad-i: indice de aderéncia Salmonella Tiphymurium; SH ad-i: indice de aderéncia Salmonella

Heidelberg.
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4.3.2 Classificacao e quantificacido dos biofilmes de Salmonella em placas

A avaliacdo da formacao de biofilme pode ser vista na Tabela 2. De acordo com a
classificagdo de Naves et al. (2008), apenas os sorotipos S. Minessota e S. Gallinarum e foram

capazes de formar biofilme em placas de poliestireno.
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Tabela 2. indice de formagio de biofilme das cepas de S. Minessota (SM), S. Gallinarum (SG),
S. Heidelberg (SH), S. Tiphymurium (ST), S. Tiphymurium variante e S. Enteritidis em placa

de poliestireno.

SM SG SH ST STva SE

IFB 0,91 0,75 0,32 0,28 0,24 0,19

4.3.3 Diferenca entre nimero de bactérias do indculo inicial, adesao e biofilme

Observa-se comportamento semelhante entre as cepas de S. Minessota, S. Gallinarum e
S. Thiphymurium. Nos trés casos a quantidade de bactérias encontradas no inoculo inicial foi
maior, diferente estatisticamente, que a obtida no processo de adesdao. No entanto, o numero de
células bacterianas obtidas na formacgdo dos biofilmes ¢ maior, também significativamente
diferentes, que o nimero observado no processo de adesdao, como € possivel visualizar na figura
6 (A, BeC).

Para a cepa de S. Tiphymurium variante, observa-se que o numero de bactérias
encontradas no processo de adesdo foi menor do que o obtido no in6culo inicial. A quantidade
de células bacterianas durante a formacao do biofilme € crescente, assim, observa-se que o
numero de células na formac¢ao do biofilme voltou a valores idénticos ao indculo inicial, como
visto na figura 6 (D).

As S. Heidelberg e S. Enteritidis apresentaram comportamentos semelhantes. Em ambos
os casos houve redugcdo no nimero de célula bacterianas do indculo inicial em relacao ao
processo de adesdo, € 0 mesmo ndo difere significativamente do nimero de células observadas

no processo de formagao do biofilme, como observa-se na figura 6 (E e F).

Figura 6. Comparacdo da contagem dos isolados de Salmonella do indculo inicial (i), nos
processos de adesdo (ad) e de formagdo de biofilme (bi). A: avaliagdo da contagem de S.
Minessota (SM) isolada no indculo inicial, processo de adesdo e de formagao de biofilmes; B:
avaliacdo da contagem de S. Galinarum (SG) isoladas no indculo inicial, processo de adesdo e

de formacdo de biofilmes; C: avaliagdo da contagem de S. Tiphymurium (ST) isolada no
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indculo inicial, processo de adesdo e de formagdo de biofilmes; D: avaliacdo da contagem de S.

Thiphymurium variante (STva) isolada no indculo inicial, processo de adesdo e de formagao de

biofilmes; E: avalia¢dao da contagem de S. Heidelberg (SH) isolada no indculo inicial, processo

de adesdo e de formagdo de biofilmes; F: avaliagdo da contagem de S. Enteritidis (SE) isolada

no inéculo inicial, processo de adesdo e de formagao de biofilmes;
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4.4 Nanoparticulas (ZnO-Ag) no controle de biofilmes de Salmonella Enteritidis formados
em cascas de ovos e sua passagem para clara e gema

Houve formagao de biofilme em todos os grupos expostos a bactéria e houve passagem
da bactéria para o interior de clara e gema. A percentagem de ovos positivos na casca, clara e

gema ndo diferenciaram entre os grupos tratados e o controle positivo (Figura 7).

Figura 7: Percentual de amostras positivas para S. Enteritidis, para casca, clara e gema, nos
grupos CN (controle negativo), nano (nanoparticula, ZnO-Ag), AP (&cido peracético) e C+

(controle positivo).
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As letras diferentes (a,b) representam diferencas estatistica para presenca de S. Enteritidis na
casca dos ovos; Letras c,d) significam diferengas estatistica para presenga de S. Enteritidis na
clara dos ovos; Letras (e,f) significam diferencas estatistica para presenca de S. Enteritidis nas
gemas dos ovos;

Na avaliagdo da inibicdo de bactérias em biofilme de S. Enteritidis na casca dos ovos,
observou-se que o tratamento com nanoparticulas de 6xido de zinco dopados com prata e com
acido peracético ndo foram capazes de inibir totalmente a presenca das bactérias em biofilmes.
No entanto reduziram expressivamente a carga contaminante, acido peracético reduziu 6,092
Log UFC/mL e a nanoparticula de Zno-Ag reduziu 5,538 Log UFC/mL quando se compara ao

grupo controle positivo (sem desinfec¢do), como observa-se na Figura 8.
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Figura 8: Resultados da inibi¢do da carga microbiana em biofilmes de S. Enteritidis em ovos
de perus submetidos a diferentes tratamentos desinfetantes: CN (controle negativo), nano

(nanoparticulas de ZnO-Ag), AP (acido peracético) e C+ (controle positivo).
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4.5 Nanoparticulas (ZnO-Ag) no controle e prevencio de biofilmes de Salmonella
Heidelberg formados em cascas de ovos e sua passagem para clara e gema

Os ovos que receberam tratamentos prévios a contamina¢ao com a S. Heidelberg, tanto
de nanoparticulas ZnO-Ag quanto de 4cido peracético, ndo foram identificadas Salmonella spp.
na casca e, portanto, ndo houve formacao de biofilmes. Os demais tratamentos apresentaram ..
Heidelberg na casca, como se observa na figura 9.

A presenca de S. Heidelberg nos albumens foi estatisticamente menor no grupo de
tratamento com nanoparticulas de ZnO-Ag previamente a contaminacdo com a S. Heidelberg
em comparagdo com os demais grupos tratados. Entre os tratamentos com 4cido peracético
prévio, nanoparticula pds contaminagdo com Salmonella spp. e acido peracético apos a
contaminag¢do com a Salmonella, nao houve diferenga significativa para invasdo na clara.

Nas gemas do grupo nano prévia, assim como do grupo controle negativo, ndo foi
identificada a presenca de S. Heidelberg. Embora tenha sido encontrada a Salmonella em vitelos
dos ovos dos grupos tratados com acido peracético previamente € no grupo controle positivo,

eles ndo diferiram estatisticamente do grupo tratado previamente com nanoparticulas de ZnO-
Ag.

Figura 9: Percentual de amostras de ovos que formaram biofilme de S. Heidelberg e com

passagem de bactérias para clara e gema no grupos controle negativo (CN), nano prev
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(nanoparticulas de ZnO-Ag aplicadas 24 horas antes da exposi¢do as bactérias e 30 minutos
apods 24 horas de contato com as bactérias), AP prev (acido peracético aplicado 24 horas antes
da exposi¢do as bactérias e 30 minutos apos 24 horas de contato com as mesmas), nano
(aplicagao de nanoparticulas de ZnO-Ag por 30 minutos, apos 24 horas de contato com as
bactérias), AP (aplicagdo de acido peracético por 30 minutos, apds 24 horas de contato com as

bactérias), C+ (controle negativo).
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Letras diferentes (a,b) indicam diferencas estatisticas para presenca de S. Heidelberg nas cascas;
Letras diferentes (c,d,e) indicam diferengas estatistica para presenca de S. Heidelberg para
claras; Letras diferentes (f,g,h) indicam diferengas estatisticas para presenca de S. Heidelberg
nas gemas;

A desinfeccdo dos ovos realizada previamente ao contato com S. Heidelberg, usando
nanoparticulas de ZnO-Ag e 4cido peracético, apresentaram os melhores resultados no controle
de biofilmes. De forma geral todos os tratamentos propostos causaram expressiva reducao da
quantidade de Salmonella encontradas nas cascas dos ovos em comparagdo com o observado

no grupo controle positivo, como pode ser observado na Figura 10.

Figura 10: Avaliacdo da inibi¢do da producado de biofilmes de S. Heidelberg em cascas de ovos
de perus tratados com nano (ZnO-Ag 30 minutos apds 24 horas de contato com as bactérias),
AP (25.000 ppm de acido peracético 30 minutos apds 24 horas de contato com as bactérias),
nano prévia (ZnO-Ag aplicado 24 horas antes do contato com as bactérias e 30 minutos ap0s as

24 horas de contato com as mesmas), AP prévio (25.000 ppm de &cido peracético 24 horas antes
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do contato com as bactérias e 30 minutos apos as 24 horas de contato com as mesmas), CP

(controle positivo, expostas as bactérias e ndo receberam nenhuma desinfec¢do) e CN (ndo

expostos a bactérias e a desinfetantes).
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4.6 Avaliacao das espécies e genes de viruléncia

As cepas de Salmonella Enteritidis e de Salmonella Heidelberg foram confirmadas nas
amostras de albumen, vitelo e também nas coldnias tipicas de Salmonellas isoladas das cascas
dos ovos nas avalia¢des de biofilmes, por PCR tendo sido encontrado o gene ompC. Além desse

gene, as cepas também foram positivas para os sete genes de viruléncia avaliados: invA, agfA,

sefA, IpfA, luxS, sodC e avrA.

4.7 Poros e rugosidades das cascas dos ovos

Nao foi observada diferenga estatistica entre os diametros de poros dos ovos tratados
com nanoparticulas de ZnO-Ag, que receberam desinfec¢do prévia ou ndo, € o grupo controle
negativo (tabela 3). Conforme a figura 11 € possivel verificar as porosidades dos ovos de perus.

Além disso, a figura mostra também a presenca de rugosidades maiores e menores na casca.

Tabela 3: Médias dos diametros dos poros e alturas de rugosidades das cascas de ovos de perus
grupos: Controle negativo (ovos ndo expostos a bactérias e a desinfetantes), Nano pds (ovos

aplicados nanoparticulas de ZnO-Ag por 30 minutos apds 24 horas de contato com Salmonellas)



47

e Nano prévia (ovos que foram aplicadas nanoparticulas de ZnO-Ag 24 horas antes do contato

com as Salmonellas e por 30 minutos apos as 24 horas de exposicao as bactérias).

Controle Nano pos Nano prévia
Diametro dos 4,032 4,095 4,536

poros (um)

Figura 11: Imagem gerada em microscopia Confocal de Raman, onde ¢ possivel visualizar a
caracteristica rugosa das cascas de ovos de perus e bem a conformacao dos poros existentes nas
mesmas. A seta preta mostra os poros nas cascas. A mostra a superficie da casca e a B ¢ uma
figura em 3D de casca de ovo de peru.
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0.03 mm
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4.8 Avaliacdo em Microscopia Eletronica de Varredura

Foram geradas imagens que permitem conhecer um pouco mais das caracteristicas dos
biofilmes de Salmonella spp. bem como os aspectos fisicos das matrizes que compdes as
biomassas. No grupo controle positivo foram visualizadas, abundantemente, formagoes
caracteristicas de biofilmes e um grande niimero de bactérias livres na superficie desses
biofilmes (Figura 12: A, B, C, D e E).

Em todos os grupos tratados nao foram observadas biomassas com tamanha quantidade
e facilidade decorrida no grupo controle positivo. Nos grupos que receberam tratamentos
prévios ao contato com as S. Heidelberg, com nanoparticula de ZnO-Ag ou écido peracético,
observou-se presenca esparsa de matriz e as mesmas ndo eram morfologicamente compativeis
com as observadas no grupo controle. Além disso, ndo se encontrou bactérias livres em
tamanhos e formatos tipicos de Salmonella spp.

No grupo controle negativo também ndo visualizou-se estruturas semelhantes as
formagdes observadas no grupo controle positivo. Foram vistos micro-organismos em formatos
de bastdes, porém mais alongados que as Salmonellas, juntos com outros arredondados e uma
pequena quantidade de matriz também diferente da observada no controle positivo (figura 12:
Fe G).

Figura 12: Imagens geradas em microscopia eletronica de varredura apartir de cascas de ovos
de perus, submetidos a tratamentos desinfetante ou ndo e expostas a S. Heildelbeg por 24 horas.
A: Formacdo tipica de matriz de biofilme de Salmonella spp. com a presenga de bactérias
adentrando a mesma. B: Matriz de biofilme de Salmonella spp. e grande numero de bactérias
livres na superficie da mesma. C: Biofilme de Salmonella spp. e presenca de bactérias livres na
superficie. Medida de comprimento (2,245 um) de uma Sal/monella Heidelberg. D: Biofilme de
Salmonella e presenca de bactérias livres na superficie. Medida de largura (703,1 nm) de uma
S. Heidelberg. E: Biofilme de Salmonella em etapa de expansao, com visualizag¢do das bactérias
liberando a matriz. F: Estrutura semelhante a matriz de biofilme de Salmonella, porém
desconfigurada e visualizam-se bactérias em formatos diversos (grupo controle negativo). G:
Grupo de células em formatos diversos verificadas proximas a matriz desconfigurada observada

no grupo controle negativo.
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5. Discussao

O presente trabalho ¢ pioneiro em nanotecnologia e demonstra pela primeira vez o uso
de nanopaticulas de 6xido de zinco dopadas com prata, utilizadas em aspersao, como método
de controle e prevencao da formacao de biofilme de Salmonella spp. O 6xido de zinco ¢
considerado seguro, sendo ja utilizado na avicultura. A prata também tem grande aplicagdo em
diversos produtos, sendo ja considerada segura a sua utilizagdo na forma de nanoparticulas por
alguns autores (DASTJERDI; MONTAZER, 2010; UHU; KWON, 2011). Quando se faz a
dopagem de prata no 6xido de zinco parece haver uma melhora substancial da atividade
antimicrobiana j& conhecida do 6xido de zinco. Algumas pesquisas mostram os efeitos de
toxicidade principalmente do 6xido de prata, porém essas pesquisas muitas vezes sdo limitadas
a trabalhos “in vitro” ou em dosagens muito superiores a utilizada nesse trabalho

Como as medidas dos halos de inibicao das trés dopagens de prata ndo foram diferentes
para inibicdo das cepas de Salmonella spp. em placa, optou-se pela utilizagdo da menor
dopagem. A atividade inibitoria similar entre as dopagens faz crer que a inser¢ao da prata nas
moléculas de ZnO tenha efeito potencializador da acdo bactericida que ndo ¢ dose-dependente
para inibi¢do de Salmonella spp, porém isso deve ser melhor avaliado em trabalhos futuros.

Nao foram encontradas Salmonella spp. nos ovos avaliados, mas, como esperado, todos
0s micro-organismos bioindicadores estavam presentes nos ovos ndo tratados com os
desinfetantes testados. De acordo com Aragon-Alegro et al. (2005) e Stringhini et al. (2009),
processos de lavagem e a utilizacdo de desinfetantes reduzem os riscos de contaminagdo dos
ovos, propiciando uma melhor qualidade bacteriologica de cascas, consequentemente do ovo
como todo. Todos os tratamentos testes realizados no presente trabalho levaram a uma
significativa redu¢do no nimero de micro-organismos (mesoéfilos, coliformes totais, E. coli e
bolores/leveduras). Esses micro-organismos sdo indicadores importantes de qualidade e uma
menor carga desses nas cascas dos ovos ird influenciar também a qualidade do ovo, visto que
algumas bactérias e fungos podem penetrar nos poros dos ovos.

Mesmo com resultados semelhantes para o controle de micro-organismos
bioindicadores em todos os grupos tratados, destaca-se a atuagao da nanoparticula de ZnO-Ag,
em virtude do desempenho tao efetivo quanto do acido peracético e do formol. Apesar da
Instru¢do Normativa n° 56, publicada em dezembro de 2007, nao dispor sobre como deve ser
feita a desinfeccdo dos ovos férteis, fica bem clara a obrigacdo de se proceder com limpeza e
desinfeccdo dos ovos o mais breve possivel apos a postura. Sabe-se que o 4cido peracético €

um potente biocida tendo atividade contra fungos, virus, bactérias e esporos (BARAH, 2013).



52

A indicagdo de desinfec¢ao de ovos pelos fabricantes do 4cido peracético ¢ aproximadamente
200 ppm durante 10 segundos a 30 minutos e nesse trabalho foi utilizada uma concentragao de
25.000 ppm por imersdao durante 40 minutos. Devido a experiéncia de pesquisadores desse
grupo de pesquisa e a relatos na literatura, ja era esperado o controle de bioindicadores ap6s o
tratamento com as nanoparticulas de ZnO-Ag. Porém, a inten¢do no presente estudo foi avaliar
se as nanoparticulas poderiam controlar os principais micro-organismos indicadores tdo bem
quanto ao acido peracético em uma concentragao ¢ tempo de acdo mais altos que normalmente
indicado pelos fabricantes.

Em relagdo ao formaldeido, a literatura trata-o como um agente biocida de amplo
espectro de agdo, sendo eficaz inclusive no combate de virus. No entanto, por ser considerado
com potencial carcinogénico, vem sendo substituido por outros desinfetantes que sejam mais
seguros para os trabalhadores (MORGULIS; SPINOSA, 2005). Nesse contexto, destacamos
novamente a importancia de desenvolvimento de novas moléculas e vemos que a nanoparticula
de ZnO-Ag teve agdo estatisticamente igual a dois dos mais importantes desinfetantes usados
na avicultura.

A Salmonella spp. constitue o grupo de bactérias com maior associacdo a casos de
toxinfecgOes alimentares em todo o mundo, e uma das caracteristicas que a torna tdo veiculada
¢ a formagao de biofilmes. Ao formar biofilme torna-se possivel a sobrevivéncia das bactérias
mesmo em ambientes hostis, dificultando a eliminacdo das mesmas. Assim, ¢ importante
conhecer sobre as caracteristicas de formacao de biofilme dessas bactérias.

Avaliando conjuntamente os resultados de inoculo inicial, adesdo e formacdo de
biofilme em placas de poliestireno, percebe-se que as diferentes cepas de Salmonella nao
seguem um padrao de crescimento, multiplicacdo e de formagdo de biofilme. De acordo com
Steenackers et al. (2012), Salmonella spp. € capaz de formar biofilmes de maneira expressiva e
em diferentes superficies, sejam bidticas (células epiteliais, plantas) ou abidticas (plastico,
borracha, vidro e aco inoxidavel).

Seguindo a classificagdo proposta por Naves et al. (2008), somente os sorovares S.
Gallinarum e S. Minessota foram capazes de produzir biofilmes, sendo ambos classificados
como médios formadores de biofilme. A S. Heidelberg, apesar de um indice muito proximo
(IFB = 0,32) para a classifica¢do de fraca formadora, e as demais cepas estudadas, ndo seriam
formadoras de biofilme. No entanto, ao se avaliar os resultados apresentados na figura 6 (A, B,
C e D), referentes as cepas S. Minessota, S. Gallinarum, S. Tiphymurium e S. Tiphymurium
variante, percebe-se que houve a adesdo e formacao do biofilme, pois mesmo apds intensas

lavagens houve recuperagdo no numero de bactérias e também a sua multiplicagdo apos o
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processo de adesdo. No caso da S. Heidelberg e S. Enteritidis ndo houve multiplicacdo das
bactérias, mas a carga bacteriana foi similar durante o processo de adesdo e formacao de
biofilme. Esse resultado mostra que de alguma forma as bactérias conseguiram sobreviver e/ou
se multiplicar em algum local que possivelmente era o biofilme. Dessa forma os resultados dos
indices de forma¢do de biofilme encontrados nesse trabalho, mostram que nas condic¢des
testadas houve a formacdo de biofilmes e que possivelmente o modelo proposto por Naves et
al. (2008), nao deve ser aplicado para todas as condig¢des e laboratorios.

Os resultados da formacao de biofilme encontrados nesse trabalho instigaram os
pesquisadores do grupo a trabalhar com as cepas de S. Enteritidis e S. Heidelberg. Isso porque
essas cepas nao se multiplicaram ap6s o processo de adesdo em placas de poliestireno e seria
interessante avaliar a formac¢ao de biofilme e sobrevivéncia desses sorovares em ovos.

De acordo com Gustin (2003), a Sa/monella spp. consegue penetrar no conteido dos
ovos aproximadamente em 24 horas apds o contato com a casca, 0 que corrobora com 0s
resultados observados no estudo dos ovos expostos a S. Enteritidis, onde observou-se a presenga
das bactérias em questdo no albumen e vitelo de todos os grupos expostos, tendo recebido
tratamento desinfetante ou ndo. Além disso, os procedimentos padronizados para a contagem
das bactérias em biofilmes mostram que de alguma forma havia a presenga da S. Enteritidis na
forma livre.

Os ovos possuem estruturas fisicas que, quando integras, funcionam como barreiras,
dificultando a entrada de micro-organismos: a cuticula e uma camada formada de material
denso que delimita a membrana da casca e a clara (RUIZ; LUNAM, 2002). No entanto, as
cascas de ovos contém numerosos poros que podem permitir a entrada de micro-organismos
(CARDOSO et al., 2001) e sabe-se que a contaminag¢do dos ovos por Salmonella spp. ocorre,
na maioria das vezes, através da casca (SILVA JUNIOR, 2005).

Os resultados observados nos tratamentos desinfetantes para controle de S. Enteretidis
em biofilmes em cascas de ovos de perus demonstraram reducao expressiva da carga bacteriana
nos grupos tratados. No entanto, entre os tratamentos (nanoparticulas de ZnO-Ag e acido
peracético) ndo foi observada diferenga. E importante destacar aqui que a concentragio de acido
peracético utilizada foi muito superior, mais de cem dez vezes maior, aquelas praticadas nas
industrias avicolas. De forma geral os desinfetantes ndo conseguem eliminar toda a matriz de
biofilmes, sendo necessdria uma estratégia mais complexa para tal. Muitas vezes requer
associagdo com atividade mecanica, promovendo a desconfiguragdo da matriz e assim expondo
os micro-organismos. (MAUKONEN et al., 2003; SREY, et al., 2013). Micro-organismos

apresentam resisténcias a desinfetantes claramente associada com a organizacdo das células
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bacterianas dentro da matriz polimérica e essa organizacdao reduz a penetragdo dos agentes
antimicrobianos ao biofilme (ZIECH et al., 2016).

Os resultados com o tratamento das nanoparticulas em biofilmes, apesar de nao ser
superior ao acido peracético em alta dosagem, fez com que o grupo de trabalho procurasse mais
alternativas de tratamento para verificar o sucesso ou ndo das nanoparticulas de ZnO-Ag como
desinfetante. Dessa forma, ao se trabalhar com a cepa de S. Heidelberg em ovos de perus, outros
grupos de tratamentos foram adicionados e também outras analises. Em um primeiro momento,
relacionando o resultado da analise de formacao de biofilme in vitro (possivel interpretacao de
nao formacao de biofilme da cepa de S. Heidelberg) e a metodologia consagrada de contagens
para avaliagdo de biofilmes foi questionado se os biofilmes estavam realmente sendo formados.
Para responder tal pergunta foi realizada a microscopia eletronica de varredura para avaliar a
formag¢do do biofilme. Além disso foi avaliada a presenca de alguns genes de viruléncia para
verificar se as cepas estudadas tinham estruturas genéticas importantes para invasao,
sobrevivéncia no ambiente ¢ formacao de biofilme.

Com os resultados da MEV a formacdo dos biofilmes fica evidenciada. No grupo
controle positivo, como esperado, observou-se com muita facilidade grandes extensdes de
biomassas em todas as amostras avaliadas com a presenca de um grande numero de bactérias
(Figura 12). Em todos os grupos tratados ndo foram observadas biomassas com tamanha
quantidade e facilidade decorrida no grupo controle positivo. Nos grupos que receberam
tratamentos prévios ao contato com as S. Heidelberg, com nanoparticula de ZnO-Ag ou acido
peracético, observou-se presenca esparsa de matriz e as mesmas ndo eram morfologicamente
compativeis com as observadas no grupo controle positivo. Além disso, ndo foram encontradas
bactérias livres em tamanhos e formatos tipicos de Salmonella spp. como pode ser visto na
Figura 12.

No grupo controle negativo também ndo foram visualizadas estruturas semelhantes as
formagdes observadas no grupo controle positivo apesar da possibilidade de haver formacao de
biofilmes por bactérias contaminantes naturais do proprio ovo ja que esse grupo nao foi tratado.
Apds uma intensa busca foram vistas uma pequena quantidade micro-organismos esparsos em
formatos de bastdes, porém mais alongados que a Salmomnella spp., juntos com outros
arredondados e uma pequena quantidade de matriz também diferente da observada no controle
positivo (Figura 12- F e G).

Com o resultado da MEV o grupo tragou outra estratégia que foi o tratamento prévio
dos ovos com as nanoparticulas. Observando todos os grupos expostos a Salmonella Heidelberg

verifica-se que como era esperado, a passagem para o interior do ovo aconteceu alcangcando
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clara e gema. Na clara (albimen) existem substancias antimicrobianas (GANTOIS et al., 2009)
com elevadas concentragdes de ovotransferrina, que tem a funcdo de quelar o ferro, inibindo o
crescimento bacteriano, e de lisozimas que sdo peptideos catidnicos capazes de promover
interacdo com a camada de lipopolissacarideo (LPS) da parede celular de bactérias Gram
negativas, promovendo a formag¢ao de poros que favorecem o extravasamento de albumina para
o citoplasma bacteriano (CLAVIJO et al., 2006). Mas as enzimas do albumen ndo foram
capazes de controlar a passagem das salmonelas testadas.

Avaliando-se o processo de inibicdo da producdo de biofilmes com o controle da S.
Heidelberg, verifica-se que todos os tratamentos realizados reduziram expressivamente o
numero de micro-organismos presentes nas cascas dos ovos, em comparagao ao grupo controle.
A realizacdo da desinfeccdo dos ovos previamente ao contato com a S. Heidelberg zerou o
nimero bactérias, tanto com uso de nanoparticulas de ZnO-Ag quanto com o uso do acido
peracético (25.000 ppm). No entanto, ao avaliar a passagem da bactéria para o interior do ovo
verificou-se um resultado melhor das nanoparticulas de ZnO-Ag frente ao acido peracético em
alta dosagem. Isso porque, na clara houve uma menor percentagem de ovos com a presenca da
salmonela e a bactéria ndo atingiu a gema dos ovos tratados previamente com nanoparticula
(Figura 9) diferente do que ocorreu com tratamento prévio com acido peracético. Esse resultado
apresenta uma boa contribui¢do referente aos desafios epidemioldgicos da avicultura frente a
Salmonella spp. As nanoparticulas de ZnO-Ag utilizadas antes da chegada da bactéria no ovo
geram maior eficicia em controle da S. Heidelberg que o 4cido peracético, ndo sendo
observadas a presenca das bactérias nas gemas dos ovos desse grupo.

Outro resultado alarmante, apresentado na Figura 9, esta no fato do grupo controle
positivo ter menor numero, e significancia diferente, de claras de ovos invadidas pela S.
Heidelberg do que os grupos tratados com &cido peracético (preventivamente ou nao) e
nanoparticulas de ZnO-Ag somente posterior ao contato com as bactérias. Tal resultado
especialmente visualizando a altissima concentragdo utilizada de acido peracético, faz crer que
o tratamento desinfetante atuou como surfactante para o processo de adentramento das bactérias
nos ovos. Assim, verifica-se que o tratamento com as nanoparticulas de ZnO-Ag previamente
a exposicao a S. Hiedelberg apresenta melhor resultado conseguindo atuar preventivamente na
translocagdo bacteriana para o interior dos ovos, nao sendo observada

A expressao de genes de que codificam fatores de viruléncia é o que muitas vezes
determina se uma bactéria serd patogénica ou ndo, favorecendo mecanismos de invasao,

colonizacdo e sobrevivéncia em situacdes adversas (VIEIRA, 2009). A formagdo génica e a
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expressao dos genes relacionados a viruléncia em Salmonellas spp. sobre constante regulagao
a fim de agregar capacidades que permitam a sobrevivéncia da bactéria (ZHANG, 2013).

No presente trabalho, estudamos principalmente cepas de S. Enteritidis e de S.
Heildelberg, dois sorotipos muito frequentemente envolvidos em casos de intoxicagdes
alimentares (MEDEIROS et al., 2011; SCALLAN et al., 2011; PANDINI et al., 2015. A
identificacdo dos genes de viruléncia: invA4 (processo de invasdo), agf4, sefA e IpfA (adesdo e
biofilme), avrA (gene ligado a processos de apoptose), sodC (estresse oxidativo) e /uxS
(quorum-sensing) demonstra a importancia de estudos continuos sobre as caracteristicas de
atuacdo desses micro-organismos, possibilitando melhor controle e a prevengdo da
disseminagdo dos mesmos.

Outra questdo levantada no presente trabalho tratava sobre possiveis diferencas nas
caracteristicas dos ovos, apesar de serem de mesma origem, que pudessem influenciar no
tratamento das nanoparticulas antes e apds a formacao dos biofilmes. Dessa forma a avaliagdo
dos ovos pelo confocal de Raman colaborou muito. Com as imagens obtidas foi possivel
realizar medidas dos didmetros dos poros da regido equatorial dos ovos testados e associar com
o tamanho da S. Heidelberg, imagem gerada na MEV, e concluir que o diametro dos poros
permite facilmente a entrada de tais bactérias nos ovos, achados que corroboram com o descrito
na literatura (SILVA JUNIOR, 2005).

A observagdo de ndo alteragdo dos diametros dos poros das cascas dos ovos de perus
submetidos a tratamentos com uso de nanoparticulas de ZnO-Ag dopado com prata, mostra que
a interferéncia na formacao dos biofilmes ou na passagem da bactéria para o interior dos ovos
¢ devido aos diferentes tratamentos com nanoparticula e em nenhuma interferéncia da variavel

espessura dos poros das cascas dos ovos de perus.
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6. Consideracoes finais

Apesar do extenso conhecimento técnico-cientifico sobre Salmonella spp. na avicultura
ela ainda ¢ um problema real para o Brasil e nos principais paises produtores e exportadores de
aves. O desenvolvimento de novas tecnologias surge como alternativa para o controle de tais
bactérias, assim as nanoparticulas sem davida sdo alternativas factiveis. Esse trabalho mostra
o sucesso do tratamento com a nanoparticula ZnO-Ag frente micro-organismos bioindicadores
e formas livres de Salmonella spp. Além disso mostra que a nanoparticula utilizada
preventivamente a contaminagdes, pode contribuir para menor passagem para o interior dos
ovos € menor sobrevivéncia da Salmonella spp. nos mesmos. Devido a importancia da satde
animal e da saude publica esse grupo de pesquisa ainda avalia o depodsito dos metais de prata e
zinco nos ovos, toxicidade dessas nanoparticulas para os animais, melhor forma de aplicagao
desse material e sua eficiéncia sobre outros micro-organismos. O grupo de pesquisas continua
engajado em busca de resultados que contemplem informagdes completas para a comunidade

cientifica e para que as empesas que possam utilizar de tal tecnologia.
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