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Resumo 
Doenças veiculadas por alimentos (DVA) são um importante problema de saúde pública enfrentado em 
todo o mundo que provocam efeitos deletérios à saúde e geram custos substanciais aos sistemas de 
saúde. A salmonelose é uma das principais DVA no mundo, possivelmente pela ampla difusão do 
patógeno na natureza e pela sua elevada capacidade de formação de biofilmes. Nesse contexto, a 
comunidade científica tem sido desafiada a propor novas estratégias e buscar novos compostos para 
o manejo microbiologicamente seguro dos alimentos.  Dentre as alternativas propostas, pesquisas com 
o uso de bacteriocinas como bioconservantes se destacam. Assim, o objetivo do presente estudo foi 
avaliar o efeito de diferentes concentrações de nisina sobre a formação de biofilme de Salmonella em 
cupons de poliestireno. A determinação do número de células aderidas foi realizada por meio da 
contagem do número de células viáveis, após a sonicação dos cupons. Os resultados indicam que sob 
condições ótimas de incubação, nisina não alterou significativamente a formação de biofilmes de 
Salmonella. 
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Introdução 
 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que cerca de 600 milhões de pessoas ao ano sejam 
acometidas por doenças veiculadas por alimentos (DVA), e que cerca de 420 mil indivíduos morram 
anualmente em decorrência dessas doenças (OMS, 2019). Essas doenças podem ter origem biológica, 
quando micro-organismos patogênicos, como Salmonella spp. e Staphylococcus aureus e/ou suas 
toxinas, entram em contato com os alimentos em algum momento de seu processamento 
(MALACRIDA, 2017). Por outro lado, a resistência dos micro-organismos contra os antimicrobianos 
amplamente utilizados no tratamento de doenças também tem sido considerada uma importante 
questão de saúde a ser enfrentada, por propiciar a persistência das infecções devido a ineficiência dos 
tratamentos (SILVA, 2018; AMORIM-CARMO et al., 2019). 

Salmonella sp. é um micro-organismo amplamente difundido na natureza, presente principalmente 
em humanos e animais (RODRIGUES, 2016). Sua ampla distribuição favorece a aquisição de 
elementos genéticos e mutações e a ocorrência de surtos de DVA provocados por alimentos 
contaminados com o patógeno (RIBEIRO et al.,, 2007; BRASIL, 2015). Alguns estudos como de Sibhat 
et al. (2011) e Bergamo et al. (2020) por exemplo, identificaram em carne bovina moída cepas de 
Salmonella sp. multirresistentes a antimicrobianos, como ampicilina, amoxicilina e gentamicina. Além 
disso, Salmonella possui elevada capacidade de formação de biofilmes pela presença de apêndices 
filamentosos que favorecem a adesão do micro-organismo às superfícies (MORAES, 2014; 
MENDONÇA, 2016; SILVA et al., 2019; BERGAMO et al., 2020). 

Em geral, quando presentes em biofilmes os micro-organismos se tornam mais resistentes ao uso 
de sanitizantes, o que dificulta sua remoção e favorece sua persistência no meio (SIMÕES et al., 2003; 
DALLA COSTA et al., 2016). Desse modo, a presença de Salmonella representa uma preocupação, 
pois sua já conhecida multirresistência a antimicrobianos, somada a persistência provocada pela 
estrutura do biofilme, sugerem que a ocorrência desse biofilme em um ambiente de manipulação de 
alimentos possa atuar como um reservatório de contaminação microbiana, e favorecer a ocorrência de 
surtos de DVA (MORETRO et al., 2010; BERGAMO, G et al., 2020). Nesse contexto, a indústria 
alimentícia tem sido desafiada a desenvolver novas estratégias microbiologicamente seguras de 
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manejo de alimentos, e a buscar novos compostos com potencial antimicrobiano (DOS SANTOS et al., 
2014; WHO, 2018; SARAIVA et al., 2020). 

Neste cenário, pesquisas voltadas para o uso de bacteriocinas como bioconservantes têm indicado 
uma aplicação promissora destes compostos (DE MELO et al., 2005; LARANJA, 2016; KRYSHEN, 
2016). Destarte, a nisina é a bacteriocina mais estudada e utilizada como conservante (COTTER et al., 
2005; LARANJA, 2016). É sintetizada por Lactococcus lactis e tem ação inibitória contra uma gama de 
micro-organismos, inclusive esporos bacterianos (KRYSHEN, 2016). Desse modo, o presente trabalho 
teve por objetivo, avaliar o efeito de diferentes concentrações de nisina sobre a formação de biofilme 
de Salmonella em superficies de cupons de poliestireno.  
 
Metodologia 
 

Culturas de Salmonella entérica sorotipo Typhimurium ATCC 14028 mantidas sob congelamento a 
-20 °C foram transferidas antes de cada ensaio para caldo Triptona de soja (TSB) e incubadas a 35 ± 
2 ºC por 24 h. O material foi centrifugado e o pellet lavado e ressuspenso em solução salina 0,85%.  

A solução de nisina foi preparada a partir de solução comercial em solução fosfato de sódio com pH 
2,0. Foram escolhidas concentrações anteriormente estabelecidas como inibitórias e subinibitórias para 
este micro-organismo (72,5, 145 e 290 µM) (SILVA, 2019). 

Para a indução da formação de biofilmes foram utilizados cupons de poliestireno (1x1 cm) 
previamente lavados e desinfetados com etanol e luz ultravioleta. Para o ensaio, os cupons foram 
transferidos para tubos com caldo TSB, acrescido das diferentes concentrações de nisina. A solução 
foi inoculada com uma concentração de 5 log10 UFC/ml de Salmonella e mantida sob incubação a 35 ± 
2 ºC 24 h. Como controle foram utilizados cupons mantidos nas mesmas condições sem adição de 
nisina.  

Após a incubação, os cupons foram removidos, lavados por três vezes com solução salina 0,85% 
para a retirada de células planctônicas e adicionados a tubos com 20 ml de salina 0,85% para 
determinação do número de células aderidas. Para isso, os tubos foram submetidos à sonicação 
durante 30 minutos a 45 kHz para remoção de células. Para quantificação, alíquotas foram coletadas 
e plaqueadas pela técnica de microgotas, com três réplicas em ágar padrão de contagem (PCA) 
(MORTON, 2001).  

As placas foram incubadas 35 ± 2 ºC por 8 a 12 h para a determinação do número de colônias. O 
número de células planctônicas também foi avaliado pela coleta e plaqueamento do meio de cultura 
com uso da mesma técnica.  

A análise dos dados foi realizada considerando a relação entre células aderidas/células 
planctônicas, para minimizar eventuais diferenças relacionadas ao crescimento e permitir melhor 
identificação da condição que favoreça uma maior adesão do patógeno. Foram executadas três 
repetições independentes e a existência de diferenças foi avaliada através do teste de Tukey, com 
significância de 0,05 e auxílio do programa Agroestat.  

 
Resultados 
 

A presença de nisina no meio não alterou significativamente a adesão de células de Salmonella, o 
que sugere uma ineficiência da bacteriocina para controle de biofilmes em condições ideais de 
crescimento do micro-organismo. 
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Figura 1 – Relação células aderidas/células planctônicas de Salmonella Typhimurium em poliestireno em caldo 
TSB incubado a 35 ± 2 °C por 24 h.                  

 

 
Legenda: Barras seguidas por uma mesma letra não diferem estatisticamente entre si, 

de acordo com o teste de Tukey, com p de 0,05. Fonte: os autores. 
 

Discussão 
 

As DVA são oriundas da ingestão de alimentos e/ou água contaminados com micro-organismos 
patogênicos e/ou suas toxinas, e geralmente provocam sintomas entéricos, como náuseas, vômitos, 
dor de estômago, diarreia e febre, os quais podem requerer cuidados hospitalares (MARINHO et al., 
2015; KISSMAN et al., 2022). Existem cerca de 250 patógenos causadores de DVA que contaminam 
os alimentos durante alguma etapa de seu processo de elaboração, e que são responsáveis por 
expressivos custos econômicos aos sistemas de saúde e de perda de produtividade dos indivíduos 
afetados por essas doenças (SOUZA et al., 2021). Somado a isso, a subnotificação dos surtos de DVA 
dificultam a resolução, prevenção e o controle do problema (BRASIL, 2018; SOUZA et al., 2021).  

Apesar do perfil epidemiológico e dos agentes etiológicos no Brasil ainda não serem bem 
delimitados, Salmonella spp. se destaca como uma das principais bactérias envolvidas em DVA 
(BRASIL, 2010; OLIVEIRA et al., 2010; BRASIL, 2018). Este patógeno já apresenta uma gama de 
cepas multirresistentes, o que associado à sua ampla difusão na natureza pode favorecer a 
contaminação (CARDOSO & CARVALHO, 2006).  

Dentre outras características, a capacidade de formação de biofilmes é um dos mecanismos que 
pode contribuir com a sobrevivência da bactéria no ambiente (HUR et al., 2012; O’NEILL, 2014). As 
células microbianas quando presentes em biofilmes são mais resistentes à remoção por meio de 
métodos sanitizantes convencionais, o que representa uma preocupação, pois a persistência dessa 
comunidade microbiana em uma superfície de manipulação de alimentos pode possibilitar a ocorrência 
de contaminação cruzada, e requerer métodos de remoção mais agressivos (XAVIER et al., 2015).  

Neste contexto, a busca por novos compostos com potencial atividade antimicrobiana e anti-biofilme 
tem despertado cada vez mais interesse na comunidade científica (FRENCH, 2008; OPAS, 2016). 
Dentre as novas estratégias de conservação, a adição de nisina tem se mostrado promissora, por 
apresentar ausência de toxicidade contra células eucarióticas, potencial antimicrobiano contra diversas 
bactérias, especialmente as Gram-positivas, e por exercer pouquíssima influência sobre as 
características sensoriais e nutricionais dos alimentos (SILVA et al., 2014; MATTE, 2015; KRYSHEN, 
2016).  

Tendo em vista a aplicabilidade já demonstrada por diversos estudos de nisina como conservante 
de alimentos, torna-se importante avaliar o potencial anti-biofilme desta bacteriocina (SCHULZ et 
al.,2009; KRUGER, 2006; CANO SERNA et al., 2019; QUICHABA, 2021). Os dados demonstram que 
sob condições ótimas de incubação, nisina não alterou significativamente a formação de biofilmes de 
Salmonella (Figura 1). Estes resultados são similares aos de Mahdavi et al. (2009), que avaliaram o 
efeito de nisina sobre biofilmes de S. aureus, Salmonella Enteritidis e Listeria monocytogenes. Este 
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estudo sinaliza que a aplicação de nisina não interrompeu ou reduziu os biofilmes já estabelecidos, 
mas interferiu em seu crescimento durante as etapas de formação. Possivelmente esta atividade esteja 
relacionada ao mecanismo de ação de nisina, que envolve a formação de poros na membrana 
citoplasmática (SCHULZ et al., 2009; ALVES, 2018). Assim, as células estariam mais expostas durante 
o processo de formação do biofilme, em que ainda não estariam protegidas pela matriz de EPS, tendo 
assim maior contato da bacteriocina com os organismos alvo, o que culminaria com um menor 
crescimento do biofilme (MAHDAVI et al., 2009; KIM et al., 2019). 

Embora os dados não tenham revelado atividade anti-biofilme de nisina é importante continuidade 
dos estudos relacionados a esta temática, especialmente em outras condições de incubação, onde 
efeitos diversos poderão ser observados.  
 
Conclusão 
 

A aplicação de nisina nas diferentes concentrações testadas não apresentou resultados 
significativos de atividade anti-biofilme. Entretanto, faz-se necessário mais estudos voltados para essa 
temática, dada as diversas possibilidades de condição de aplicação da bacteriocina e os resultados 
promissores de nisina como bioconservante de alimentos.  
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