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RESUMO 
 

Nas indústrias de alimentos, a formação de biofilmes resulta em graves problemas. 

Portanto, o estudo objetivou a identificação de em nível de espécie de 12 isolados de 

alimentos, fatiados e superfícies de manipulação de alimentos em Laboratórios de 

Fiambreria. Avaliação da susceptibilidade a antimicrobianos e analisar a formação de 

biofilme por Listeria monocytogenes em diferentes tempos, temperatura, superfície e 

matriz alimentar, bem como o cultivo de mono-espécie e associado com Pseudomonas 

fluorescens, assim como avaliação da eficiência de sanitizantes na erradicação de 

biofilmes. A identificação foi através da técnica de MALDI-TOF/MS, a susceptibilidade 

a antimicrobianos foi pelo método Kirby-Bauer. A avaliação da capacidade de formação 

de biofilme in vitro foi em microplaca, o modelo experimental foi baseado na formação 

de biofilmes de L. monocytogenes em cupons de aço inox e polipropileno. Os cupons 

foram imersos e mantidos em temperaturas de 37ºC nos tempos de 24,48,72 horas em 

Caldo triptona de soja, acrescido de 0.6 % extrato de levedura (TSBYE) e em matriz 

alimentar leite integral UHT nas temperaturas de 37ºC, temperatura ambiente nos 

tempos de 24,48 e 72 horas e em refrigeração em tempos de 72,120 e 168 horas. O 

cultivo associado de L. monocytogenes com P. fluorescens foi em cupons de aço inox 

e polipropileno com leite integral UHT em temperatura ambiente e refrigeração. Foram 

identificadas três espécies, sendo, L. monocytogenes, L. innocua e L. seeligeri. Na 

avaliando a susceptibilidade a antimicrobianos 66,6% foi resistência a pelo menos um 

dos discos testado. Na análise da formação de biofilme em microplaca verificou-se que 

três espécies de L. monocytogenes, provaram ser forte formador de biofilme. Na 

avaliação da formação de biofilme de L. monocytogenes em cupons de aço inox, a 

população de células sésseis variou entre 4,29 e 5,41 log10 UFC/cm2 e em polipropileno 

entre 6,21 e 7,03 log10 UFC/cm2 no TSBYE. Também observados adesão celular em 

matriz alimentar leite integral UHT em cultivo de mono-espécie e cultivo associado de 

L. monocytogenes com P. fluorescens. Na análise dos sanitizantes o ácido peracético 

e hipoclorito de sódio demonstram eficiência na erradicação de células sésseis em 

cupons de aço inox. Portanto, os isolados de Listeria sp. mostraram-se como 

persistentes, formadores de biofilme e resistente a clindamicina e a sulfazotrim podendo 

representar risco para os consumidores. 

 

PALAVRAS-CHAVE: adesão; L. monocytogenes; inox; polipropileno; fiambreria 
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ABSTRACT 

 

In the food industries, the formation of biofilms results in serious problems. Therefore, 

the study aimed to identify the species-level identification of 12 food isolates, sliced and 

food handling surfaces in ham labs. Evaluation of antimicrobial susceptibility and 

analysis of biofilm formation by Listeria monocytogenes at different times, temperature, 

surface and food matrix, as well as mono-species cultivation and associated with 

Pseudomonas fluorescens, as well as evaluation of the efficiency of sanitizers in 

eradicating biofilms. The identification was through the MALDI-TOF/MS technique, the 

susceptibility to antimicrobials was through the Kirby-Bauer method. The in vitro biofilm 

formation capacity was evaluated on a microplate; the experimental model was based 

on the formation of L. monocytogenes biofilms on stainless steel and polypropylene 

coupons. The coupons were immersed and kept at temperatures of 37º C for 24, 48, 72 

hours in tryptone soy broth, plus 0.6% yeast extract (TSBYE) and in UHT whole milk 

food matrix at temperatures of 37º C, room temperature in times of 24,48 and 72 hours 

and in refrigeration times of 72,120 and 168 hours. The associated cultivation of L. 

monocytogenes with P. fluorescens was in stainless steel and polypropylene coupons 

with UHT whole milk at room temperature and refrigeration. Three species were 

identified, namely, L. monocytogenes, L. innocua and L. seeligeri. In evaluating the 

antimicrobial susceptibility, 66.6% was resistance to at least one of the discs tested. In 

the analysis of biofilm formation on microplate it was found that three species of L. 

monocytogenes proved to be strong biofilm former. In evaluating the biofilm formation 

of L. monocytogenes in stainless steel coupons, the sessile cell population ranged 

between 4.29 and 5.41 log10 CFU/cm2 and in polypropylene between 6.21 and 7.03 log10 

CFU/cm2 in the TSBYE. Cell adhesion in UHT whole milk food matrix was also observed 

in mono-species cultivation and associated cultivation of L. monocytogenes with P. 

fluorescens. In the analysis of sanitizers, peracetic acid and sodium hypochlorite 

demonstrate efficiency in the eradication of sessile cells in stainless steel coupons. 

Therefore, Listeria sp. they were shown to be persistent, biofilm formers and resistant 

to clindamycin and sulfazotrim, which may represent a risk to consumers. 

 

KEYWORDS: adherence; L. monocytogenes; stainless; polypropylene; cold cuts 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A Listeria sp. é uma bactéria amplamente encontrada no ambiente, e 

importante no aspecto sanitário, devido à patogenicidade da espécie L. monocytogenes. 

A ocorrência é geralmente em alimentos de origem animal, especialmente em carnes, 

leite e derivados. O consumo de alimentos contaminados com L. monocytogenes pode 

causar a infecção chamada Listeriose. Esta doença é relatada em casos de forma isolada 

ou em surtos, sendo que as infecções em animais são predominantemente de natureza 

subclínica. No entanto, em humanos as formas graves são descritas especialmente em 

populações consideradas grupos de risco. 

As superfícies dos equipamentos usados para manipulação, armazenamento 

ou processamento de alimentos são conhecidas como uma importante fonte de 

contaminação microbiana. Estudos anteriores sugeriram que as bactérias têm a 

capacidade de aderir às superfícies comumente encontradas no ambiente de 

processamento de alimentos, como polipropileno e aço inox. 

Outro problema que vem sendo abordado é a capacidade de algumas 

espécies de Listeria sp. em formar biofilmes. A formação de biofilmes acaba por dificultar 

a higienização de superfícies, onde nem sempre os desinfetantes conseguem eliminar 

completamente essas estruturas, o que poderia acarretar na persistência destas 

bactérias no local. 

A adesão desses micro-organismos e subsequente formação de biofilmes em 

superfícies como aço inox e polipropileno é descrita para diversos gêneros bacterianos, 

e influenciada pelos fatores ambientais, como a composição do substrato, temperatura 

e pela presença de uma ou mais espécies bacterianas. Além disso, os micro-organismos 

que colonizam as superfícies como parte de um biofilme, são mais resistentes a desafios 

ambientais implicando em maior persistência. 

A presença de bactérias psicrotróficas, como a Listeria sp. em áreas de 

processamento de alimentos está associada a perdas econômicas. Quando estes micro-

organismos produzem biofilmes, impossibilitam a ação completa dos produtos de 

sanitização, o que acaba por favorecer a recontaminação, que é responsável por reduzir 

a vida útil dos produtos e colocar em risco a saúde do consumidor. 

Diante disto, a partir de linhagens de Listeria sp. isoladas de ambiente de 

processamento de alimentos, buscou-se avaliar a capacidade de adesão destas 
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bactérias considerando a origem destes isolados. Entender o comportamento dos micro-

organismos diante de condições normais de processamento poderá alertar para a 

adoção de medidas mais rigorosas de higienização, considerando que biofilmes 

microbianos podem ser considerados estruturas de difícil remoção, promovendo a 

recontaminação de produtos e processos em Laboratórios de Fiambreria, por exemplo. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o potencial de formação de biofilmes por Listeria sp. isoladas de 

produtos de origem animal e superfícies. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

2.2.1 Identificar os micro-organismos em nível de espécies e avaliar a 

sensibilidade aos antimicrobianos; 

2.2.2 Avaliar capacidade de formação de biofilme pelos isolados de Listeria 

sp. em diferentes superfícies; 

2.2.3 Observar a capacidade de formação de biofilme com diferentes 

substratos e em associação com outro micro-organismo; 

2.2.4 Determinar a erradicação do biofilme com substâncias sanitizantes.  



 

 

4 
 

3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Listeriose 

 

A doença produzida por L. monocytogenes é a listeriose, que é causada 

principalmente pela ingestão de alimentos contaminados (Camargo et al., 2017). Listeria 

monocytogenes pode ser subclassificada em 13 sorotipos de acordo com a combinação 

de antígenos O e H, sendo 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, e 7, os 

quais, podem causar listeriose (Shamloo et al., 2019). Contudo, os sorotipos 1/2a,1/2b, 

1/2c e 4b são mais prevalentes, estando intimamente relacionado a surtos de listeriose 

(Palma et al., 2016; Abdollahzadeh et al., 2016; Bergholz et al., 2018). 

Os reservatórios da bactéria é o solo e o trato intestinal de animais 

assintomáticos, como mamíferos, peixes e crustáceos. Animais infectados podem 

eliminar L. monocytogenes em suas fezes, leite e secreções uterinas. A contaminação 

do solo resulta na presença desta espécie em plantas e silagem resultando na maioria 

das recontaminações por ingestão (Kaptchouang et al., 2020). 

Surtos de listeriose de origem alimentar relatados, incluíram aqueles 

induzidos pelo consumo de alimentos, como saladas, produtos à base de carne, presunto 

cozido, produtos lácteos, como leite, especialmente os produtos fatiados (Andrade et al., 

2019; Reis et al., 2020; Szymczak et al., 2020). 

Especialmente, a recontaminação de produtos cárneos ocorre durante o 

fatiamento e embalagem (Pessoa et al., 2020). Um dos maiores surtos de listeriose em 

todo o mundo foi descrito na África do Sul durante 2017-2018 com 1.060 casos de 

listeriose, resultando em 216 mortes, envolvendo a carne processada pronta para 

consumo como fonte principal da infecção (Allam et al., 2018; Kaptchouang et al., 2020). 

Os produtos lácteos também são fonte importante de listeriose humana, evidenciando a 

necessidade de medidas específicas de controle deste alimento (Filipello et al., 2020). 

Infecções oportunistas causadas por Listeria monocytogenes geralmente se 

manifestam por quadros de septicemia, meninge encefalite ou infecções intestinais. Após 

ingestão, a bactéria atinge o trato intestinal aderindo e invadindo a mucosa (Saraoui et 

al., 2016; IDF. 2019). 

A dose infecciosa de L. monocytogenes é considerada muito baixa, as 

infecções em indivíduos saudáveis são raras (Buchanan et al., 2017). Contudo uma 
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simples contaminação ou deficiência de processos que visam à eliminação desse micro-

organismo podem ocasionar surtos (Silva et al., 2016). 

Com a revisão de estudos na avaliação de risco, Buchanan et al. (2017) 

relataram que quase todos os casos de listeriose, resultaram do consumo de alimentos 

com altos números (106 UFC) de L. monocytogenes.  Estas contagens excederam o limite 

sugerido de ausência em 25 g do alimento pronto para o consumo (ou seja, 0 UFC / 25 

g). Contudo a ingestão de baixas doses (<102 UFC) do patógeno não se considera 

infectante, por outro lado não exclui infecção em pessoas com imunidade rebaixada 

(Notermans et al.,1998; Buchanan et al., 2017; EFSA. 2018). 

A condição patológica ocorre principalmente em grupos de risco, como em 

gestantes, idosos ou indivíduos imunocomprometidos (Beckerleg et al., 2017; Bergholz 

et al., 2018; IDF. 2019; Nüesch-Inderbinen et al., 2021; Baba et al., 2021). 

Os sintomas variam desde considerados leves, incluindo febre persistente, 

dores musculares, dor abdominal, náuseas, vômitos e diarreia, sendo os sintomas iniciais 

nas primeiras 24 horas, evoluindo para os mais graves como meningites (Halbedel et al., 

2020; Lima e Araujo, 2020). Uma especial atenção deve ser dada, na listeriose em 

gestantes, pois se apresenta com sintomas inespecíficos, podendo ser erroneamente 

diagnosticada e levar a complicações graves (Luo et al., 2019; Rzepniewski et al., 2020). 

Um caso de sepse neonatal com listeriose foi relatado por Luo et al. (2019), 

em um hospital comunitário em Sichuan, na China. Com hemocultura positiva 

para Listeria monocytogenes, foi confirmada a transmissão vertical da infecção e 

identificada a potencial fonte alimentar da infecção materna por L. monocytogenes. Outro 

relato de caso com infecção neonatal também revelou hemocultura com crescimento de 

L. monocytogenes (Rzepniewski et al., 2020). 

A listeriose é uma doença grave, com alta mortalidade, em alguns casos pode 

possuir um curso diferente de infecção e dificultar o diagnóstico. Nos casos de recém-

nascidos, o número de infecções perinatais pode ser maior que os relatados, devido à 

falta de hemoculturas em caso de abortos espontâneos e natimortos (Rzepniewski et al., 

2020).  
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3.2 Gênero Listeria sp. 

 

Listeria sp. é um bacilo Gram-positivo, não esporulado, anaeróbio facultativo, 

que possui ótima capacidade de crescimento em temperaturas de 2,5ºC à 44ºC, em pH 

entre 6,0 e 8,0 e tolera diferentes concentrações de sal (Skowron et al., 2019).  É móvel 

quando cultivada entre 20 e 25º C, porém é imóvel ou apresenta fraca motilidade a 37ºC 

(Silva et al., 2020). É amplamente distribuída em todo o mundo e são encontradas no 

solo, água, vegetais, alimentos contaminados e fezes de humanos e animais. O ciclo de 

contaminação é via fecal-oral principalmente no meio rural pelos ruminantes que 

desempenham um papel importante na manutenção de Listeria sp. no ambiente 

(Pasonen et al., 2019). 

O gênero Listeria é constituído por vinte e oito espécies descritas, sendo: 

L. aquatica, L. booriae, L. cornellensis, L, cossartiae, L. costaricensis, L. denitrificans, 

L. farberi, L. fleischmannii, L. floridensis, L. goaensis, L. grandensis, L. grayi, L. 

immobilis  L. innocua, L. ivanovii, L. marthii, L. monocytogenes, L. murrayi, L. 

newyorkensis, L. portnoyi, L. riparia, L. rocourtiae, L. rustica, L. seeligeri, 

L. thailandensis, L. valentina, L. weihenstephanensis, L. welshimeri (Parte et al., 2020). 

A Listeria monocytogenes representa uma das principais preocupações em alimentos 

de origem animal, isso devido à sua alta taxa de mortalidade, especialmente para 

indivíduos imunocomprometidos (Halbedel et al., 2020; Nüesch-Inderbinen et al., 2021). 

Bactérias do gênero Listeria sp. foram descritas em fazendas leiteiras no Sudão, 

identificando sete espécies de Listeria sp. isoladas de leite, utensílios e outras fontes 

do ambiente na fazenda, sendo a identificação de L. welshimeri com maior frequência.  

O estudo descreveu ainda a presença das espécies de L. monocytogenes, L. ivanovii, 

L. seeligeri, L. innocua. L. grayi e L. murrayi (El Hag et al., 2021). 

Além da L. monocytogenes, que é patogênica para animais e humanos, 

outras espécies como, L. innocua foram identificadas em diferentes etapas no 

processamento de frango no estado de São Paulo - Brasil (De Souza et al., 2020). 

Relatos de casos de infecção por Listeria monocytogenes associado ao 

queijo, são apontados em diferentes regiões nos Estados Unidos como descrito por 

Jackson et al. (2018). Espécies de L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri e L. 

welshimeri foram relatadas em amostras de alimentos incluído carne, massas, bancadas 
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e prateleira de amadurecimento de queijo (Rossi et al., 2020). Ainda, espécies de L. 

monocytogenes, L. innocua e L. welshimeri já foram descritas por terem sido isoladas de 

amostra de queijo de hipermercados na Polônia (Skowron et al., 2019). 

O estudo conduzido por Pessoa et al. (2020) identificou a presença de Listeria 

sp. em salames tipo Italiano fatiados embalados a vácuo, comercializados em 

supermercados no município de Recife - PE- Brasil. Os dados descritos alertam para a 

necessidade de reforçar as medidas de prevenção a contaminação de alimentos contra 

todas as espécies de Listeria sp. Oxaran et al. (2017) relata em seu estudo, que 

ambientes de laticínios e alimentos derivados de leite, como queijo, apresentaram 

contaminação com L. monocytogenes. Assim sendo a atenção em locais de 

processamento de alimentos a este micro-organismo deve ser especial, pois dentre 

algumas peculiaridades que proporcionam a sua ocorrência, destaca-se a sobrevivência 

e a persistência desta bactéria mesmo em condições adversas, como o mínimo de 

nutrientes (Pasonen et al., 2019). 

 

3.2.1 Espécie Listeria monocytogenes 

 

O método tradicional na conservação de alimentos é a refrigeração, porém 

esse processo acaba por selecionar bactérias psicrotróficas. As principais bactérias 

psicrotróficas que contaminam o leite e derivados geralmente consideradas não-

patogênicas, como a Pseudomonas sp., Enterobacter sp. e Acinetobacter sp. (Moretro & 

Solveig, 2017; Zhang et al., 2019).  Entretanto espécies patogênicas como a Listeria 

monocytogenes, estão associadas a surtos após ingestão de alimentos prontos para 

consumo (Hanson et al., 2019; Halbedel et al., 2020). A L. monocytogenes merece a 

devida atenção devido a sua patogenicidade significativa, considerando as altas taxas 

de hospitalização (97%) e mortalidade (15,6%) (EFSA, 2019). 

A L. monocytogenes é dividida em 13 sorotipos, dentre esses, quatro sorotipos 

4b, 1/2a, 1/2b e 1/2c são os mais frequentes nos casos clínicos de listeriose em 

humanos, sendo o último com identificações esporádicas, considerando assim os mais 

patogênicos em relação as outras espécies do gênero (Braga et al., 2017; Paduro et al., 

2020; Raschle et al., 2021). A maior frequência relatado no Brasil é o sorotipo 4b 

(Camargo et al., 2016; Almeida., et al 2017; Sereno et al., 2019) 

 Em média, isolados do sorotipos 1/2a tem maior capacidade de formar 
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biofilme quando comparado com sorotipos 4b. Por outro lado, as sorotipos 4b são mais 

resistentes aos estresse oxidativo (Huang et al., 2018; Silva et al., 2020). Dos quatro 

sorotipos citados, quando exposto a processo de dissecação o sorotipo1/2b é 

considerado o mais resistente (Zoz et al., 2017). O sorotipo 1/2c é relatado com maior 

resistência à penicilina (Lotfollahi et al., 2017). 

A resistência aos antimicrobianos certamente é um problema no tratamento 

de pacientes. No caso de L. monocytogenes a terapia padrão para infecções graves 

ainda é baseada em amoxicilina ou ampicilina, frequentemente em combinação com 

gentamicina. As aminopenicilinas podem ser substituídas por cotrimoxazol, 

fluoroquinolonas, rifampicina ou linezolida. A eritromicina pode ser usada para listeriose 

durante a gravidez (Baquero et al., 2020; Yan et al., 2019). A resistência aos 

antibióticos é causada principalmente pelos elementos genéticos móveis como, 

plasmídeos e transposons (Lungu et al., 2011; Abdollahzadeh et al., 2016; Maung et al., 

2019). 

O estudo citado por Skowron et al. (2019) descreve espécie de L. 

monocytogenes isoladas em queijo como sendo resistentes à penicilina e a eritromicina, 

e ainda isolados de L. monocytogenes que contaminaram carne de frango em 

supermercados na Indonésia apresentaram resistência a sulfametoxazol-trimetoprim e 

amoxilinasulbactam (Aksono et al., 2020).  Sereno et al. (2019) relatou que todos os 

isolados de áreas de processamento e abatedouro de suínos no Brasil apresentaram 

resistência à ampicilina, e quase todos os isolados apresentaram resistência 

intermediária à clindamicina. Teixeira et al. (2020) avaliou a prevalência de L. 

monocytogenes em carne bovina no Estado do Mato Grosso - Brasil e descreveu baixos 

níveis de resistência aos principais antibióticos. 

A ocorrência de L. monocytogenes em ecossistemas fluviais pode contribuir 

para a disseminação e introdução de espécies clinicamente relevantes para a cadeia 

alimentar, como descrito por Raschle et al. (2021) em que detectaram a presença de L. 

monocytogenes dos sorotipos 1/2a e 4b em amostras de águas superficiais de rios na 

Suíça. 

Dada a importância deste micro-organismo ser encontrado em 

uma variedade de alimentos, crus e processados, com capacidade de multiplicação 

durante o período da estocagem, em produtos como queijos e embutidos (Saraoui et al., 

2016; De Souza et al., 2020). Garantir a ausência de bactérias deteriorantes ou 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Raschle%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=33907261
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patogênicas em todos os processos de produção de alimentícios é uma tarefa difícil. 

Contudo, deve ser o objetivo do processo, pois a presença destes micro-organismos em 

alimentos, principalmente como os derivados de leite é um indicador de práticas de 

higiene deficientes (Sauders et al., 2016; Jackson et al., 2018). A aplicação das boas 

práticas de higiene e fabricação assume um papel essencial para o controle da 

contaminação no ambiente de processamento, em particular da contaminação cruzada 

entre matérias primas, superfícies de equipamentos e alimentos prontos para consumo 

(Alonso & Kabuki, 2019). 

 

3.3 Fatores de virulência da Listeria monocytogenes 

 

As cepas de L. monocytogenes são classificadas em linhagens diferentes, 

com a linhagem I os sorotipos 1/2b e 4b, sendo estes os mais frequentemente 

associados a casos de listeriose humana (Shamloo et al.,2019). A linhagem II incluindo 

os sorotipos 1/2a e 1/2c, comumente encontrados em alimentos e ambientes de 

processamento, e consequentemente o mais amplamente difundido (Silva et al., 2020; 

Alvarez-Molina et al., 2021). 

O trabalho que estudou a prevalência de L. monocytogenes em alimentos 

obtidos em lojas de varejo e indústrias alimentícias, apontou os sorotipos 4b e 1/2b como 

os principais envolvidos em surtos (Braga et al., 2017; Almeida., et al 2017). 

Contudo o termo clone “virulento” é utilizado para caracterizar uma linhagem 

bacteriana dentro da mesma espécie envolvida em surto, ou ainda isolados que estão 

intimamente relacionadas a uma origem bacteriana. Os clones de L. monocytogenes de 

intensa virulência nominados CC1, estão fortemente associados com produtos lácteos, 

enquanto clones, CC9 e CC121, estão associados a produtos cárneos (Maury et al., 

2019; Raschle et al., 2021). 

Os clones hipervirulentos colonizam melhor as regiões intestinais, refletindo 

sua adaptação ao ambiente do hospedeiro. Por outro lado, clones hipovirulentos são 

adaptados a ambientes e locais de processamento de alimentos (Maury et al., 2019). 

Além disso, vários fatores de tolerância foram identificados em L. monocytogenes, 

incluindo genes adicionais de tolerância ao cloreto benzalcônio (Jiang et al., 2018; Maury 

et al., 2019). Os genes resistência incluem os genes bcrA, bcrB e brcC e gene de 

adesão emrE, mdrL, qacA. Um importante determinante da resistência ao benzalcônio é 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160521000027?casa_token=I7nY6PAsOz4AAAAA:C4k6ReTfMf0f76XWn-qXE3bmmMSmzNyqPUysu5DsFURlBcv1x59r8UgdlxOJfy2qa5HSvuA-rRY#bb0360
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160521000027?casa_token=I7nY6PAsOz4AAAAA:C4k6ReTfMf0f76XWn-qXE3bmmMSmzNyqPUysu5DsFURlBcv1x59r8UgdlxOJfy2qa5HSvuA-rRY#bb0045
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Raschle%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=33907261
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o sistema de efluxo codificado pelo gene bcrABC, estes podem ser transferida para 

outras espécies de Listeria sp. (Cooper et al., 2021). 

As proteínas de superfície destas bactérias, também têm relevância na 

interação do micro-organismo com o ambiente. Este fator facilita a aderência e o 

crescimento bacteriano. Estas proteínas estão envolvidas em eventos de sinalização, 

transporte e adaptação. Portanto, são fatores que contribuem para tornar a L. 

monocytogenes maior poder de virulência (Chen et al., 2019). 

Adicionalmente, a L. monocytogenes possui mecanismos para responder a 

estresses ácidos, osmóticos e térmicos. Esta resposta de tolerância ao ácido é definida 

como a resistência adquirida a condições ácidas letais após a exposição a condições 

ácidas moderadas. O mecanismo da resposta inclui a regulação positiva de várias 

proteínas, incluindo chaperonas, F0 F1 –ATPase, descarboxilase do ácido glutâmico 

(GAD) (Ahmed & Freitag, 2016; Zetzmann et al., 2019). Além destas, outras proteínas 

também contribui para amplificar a virulência de L. monocytogenes (Ahmed & Freitag, 

2016; Zetzmann et al., 2019). 

 

3.4 Impacto de Listeria sp. na indústria de alimentos 

 

O leite e os produtos derivados representam um importante setor econômico 

no país. Os dados da indústria de laticínios brasileiros apontam uma estimativa de 

produção aproximada de 3 bilhões de toneladas de queijos e 35 bilhões de litros de leite, 

e 1,19 milhões de toneladas de bebida láctea nos períodos de 2015 e 2016 (Silva et al., 

2017; Ruviaro et al., 2020). 

Na indústria de alimentos, a higiene eficiente na linha de produção é uma das 

medidas chave para evitar o acúmulo de bactérias deteriorantes. No entanto, a 

persistência de bactérias psicrotróficas é um problema permanente em ambientes de 

processamento de alimentos (Skowron et al., 2019). 

A microbiota encontrada em superfícies de equipamentos, onde se processa 

alimentos é comumente relatada como diversa. Inclui patógenos de origem alimentar e 

bactérias deteriorantes. Os gêneros predominantes em bancadas de processamento de 

produtor alimentícios de origem animal incluem Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., 

Serratia sp. e Listeria sp. (Fagerlund et al., 2019). 

A presença de Listeria monocytogenes em produtos alimentícios ocorre 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Zetzmann%2C+Marion
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Zetzmann%2C+Marion
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devido às deficientes condições sanitárias durante o preparo, manuseio e 

armazenamento.   Vários produtos alimentícios foram associados com a presença de 

Listeria monocytogenes, incluindo queijo, peixe, carne, frutas e vegetais (Labrador et al., 

2021; Alvarez-Molina et al., 2021).  

A Agência Canadense de Inspeção de Alimentos, para o período de 2000 a 

2017 recolheu um total de 10.432 produtos alimentícios, destes, 2.094 eventos devido à 

contaminação microbiana. A L. monocytogenes foi responsável pelo maior número de 

produtos alimentícios recolhidos (Herod et al., 2019). 

Os produtos lácteos merecem especial atenção, pois surtos de listeriose 

associados ao consumo de queijo ocorreram em vários países (Martinez & Dalgaard. 

2018; Nüesch-Inderbinen et al., 2021). 

Devido a ampla distribuição e sobrevivência da L. monocytogenes no 

ambiente, as medidas de controle e monitoramento dos produtos são necessárias em 

todas as etapas de preparo, produção, processamento e pós-processamento dos 

alimentos até a disponibilização para consumo (Pasonen et al., 2019; Ballom et al., 

2020). 

 

3.5 Controle de Listeria sp. na Indústria de leite e derivados 

 

Listeria sp. é uma bactéria amplamente encontrada na indústria e isolada em 

vários estabelecimentos que processam produtos lácteos e derivados. Estudos têm 

demonstrado que indústrias processadoras de alimentos de origem animal são 

frequentemente contaminadas por bactérias psicrotróficas (Lee et al., 2020; Chen et al., 

2019; Skowron et al., 2019). Em indústrias de produtos lácteos, as espécies de Listeria 

sp. têm sido encontradas com maior frequência em equipamentos, fatiadores e local de 

manipulação (Sauders et al., 2016; Galié et al., 2018; Skowron et al., 2019). 

O que contribui para a persistência nos ambientes é a capacidade da L. 

monocytogenes se multiplicar em temperatura de refrigeração e em ambientes com baixa 

atividade de água, medidas comumente utilizadas para o controle da multiplicação de 

patógenos em alimentos. Desta maneira destaca-se o perigo potencial para a saúde do 

consumidor, quando presente em alimentos mantidos sob refrigeração (Chen et al., 

2019; Skowron et al., 2019). A presença deste micro-organismo é um importante 

indicador de práticas higiênicas deficientes (Fagerlund et al., 2020). 

http://www.frontiersin.org/people/u/485262
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O cumprimento de boas práticas de higiene no processo de fabricação é um 

fator essencial para o controle de possíveis contaminações ambientais por agentes 

biológicos. Por isso as recomendações de boas práticas devem ser aplicadas com 

eficácia (MAPA, 1997). O risco contínuo em toda a cadeia industrial de alimentos, 

representa um desafio para o abastecimento destes alimentos (Skowron et al., 2019). 

A implantação dos programas de autocontrole em indústrias de alimentos de 

origem animal, permite o controle higiênico-sanitário em alimentos e o controle de micro-

organismos causadores de doenças. As boas práticas de fabricação, procedimento 

padrão de higiene operacional e análises de perigos e pontos críticos de controle são 

fundamentais e exigidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA). O controle sanitário nas empresas de produção de alimentos de origem animal, 

devem ser equilibrados recaindo não somente sobre os produtos a serem 

industrializados, mas também sobre a matérias primas, para que os mesmos, sejam 

confiáveis quando disponibilizados para os consumidores (MAPA, 2005). 

A instrução Normativa N° 60/2019 estabelece padrões microbiológicos para 

alimentos prontos para oferta ao consumidor. Os alimentos prontos para o consumo, 

destinados a lactantes ou fins especiais devem ser ausente de Listeria monocytogenes 

em 25 g ou em 25 mL do produto. Contudo, não é obrigatório a análise de alimentos que 

se enquadrem em, pelo menos, uma das seguintes situações: alimentos com vida útil 

menor que 5 dias, com pH menor ou igual a 4,4, com atividade de água menor ou igual 

a 0,92. Ou ainda a combinação de pH menor ou igual a 5,0 e atividade de água menor 

ou igual a 0,94. E alimentos que tenham recebido tratamento térmico efetivo ou processo 

equivalente para eliminação de L. monocytogenes e não exista a possibilidade de 

recontaminação (Brasil, 2019). 

A manipulação inapropriada ou falhas no processo dos alimentos representa 

riscos adicionais de contaminação cruzada, pois uma peça de queijo, por exemplo, pode 

ser recortada várias vezes em locais diferentes antes de chegar ao consumidor (Sauders 

et al., 2016; Pasonen et al., 2019; Zwirzitz et al., 2021). 

Patógenos podem ser inseridos na produção primária ou em qualquer etapa 

da cadeia de produção de produtos lácteos, podendo se multiplicar caso ações de 

higiene e controle de sanitização não forem realizadas de forma correta, e a Listeria 

monocytogenes é importantes causador de doença relacionado a produtos alimentícios. 
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(Sauders et al., 2016). O queijo intacto, pode primeiro ser processado por um grande 

conversor de queijo em um único estabelecimento. Partes são distribuídas desta 

empresa para outros níveis atacadista ou distribuidor e, em seguida, novamente no 

varejo ou em um restaurante. Isso aumenta exponencialmente as chances de 

contaminação cruzada destes produtos (Sauders et al., 2016). Os utensílios de manuseio 

como luvas, facas e tábuas de corte são veículos de contaminação do produto (Skowron 

et al., 2019). 

Os sistemas de limpeza e sanitização têm dificuldade de reduzir a persistência 

dessas bactérias aderidas, que são mais resistentes a processos físicos e agentes 

químicos, do que suas respectivas formas planctônicas (Kim & Rhee, 2016). 

A higienização inclui as etapas de limpeza e sanitização dos equipamentos, 

utensílios, manipuladores e ar de ambientes destas áreas (Bucur et al., 2018). A limpeza 

tem como objetivo principal a remoção de resíduos orgânicos e inorgânicos aderidos 

nestes locais (Sauders et al., 2016). Comumente, os agentes de limpeza em espuma ou 

gel alcalino são usados para a limpeza aberta de equipamentos de processamento, 

paredes e pisos (Fagerlund et al., 2020). 

Trabalhos tem abordado maneiras que buscam otimizar a concentração e o 

tempo de contato das soluções de higienização e desinfecção, com intuito de obter uma 

maior eficiência da ação antimicrobiana (Bayoumi et al., 2012; Ga-Hee, 2016; Pasonen 

et al., 2019). 

 

3.6 Biofilmes microbianos e a Listeria sp. 

 

Biofilmes são comunidades microbianas de diversas espécies, associadas à 

uma superfície. A adesão de células microbianas e a subsequente formação de biofilme 

contribui para a persistência das bactérias psicrotróficas ao ambiente, geralmente com a 

adaptação de novas vias metabólicas (Skowron et al., 2019). 

Os biofilmes são monocamadas ou multicamadas de micro-organismos 

acopladas em suas próprias substâncias poliméricas extracelulares, os 

exopolissacarídeo (EPS) que se associam às superfícies sólidas (Chen et al., 2019; 

Skowron et al., 2019; Fagerlund et al., 2020).  

O EPS formado é constituído em sua maioria por polissacarídeos, proteínas, 

lipídeos e ácidos nucleicos, essa estrutura permite ao biofilme um formato tridimensional, 

https://sciprofiles.com/profile/776138
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uma maior resistência mecânica e auxilia a célula na resistência ao estresse promovido 

por biocidas (Koseoglu et al., 2015; Fagerlund et al., 2020). Esta matriz formada por 

patógenos veiculados por alimentos, pode representar um risco higiênico-sanitário 

substancial para a indústria de alimentos (Colagiorgi et al., 2016). 

Em instalações de processamento de alimentos, algumas superfícies, como 

paredes e tetos úmidos, devido à condensação, são locais favoráveis para o crescimento 

de bactérias em biofilmes estáticos (Chen et al., 2019).  

O leite e derivados são substratos nos quais as bactérias podem se dispersar 

facilmente e se tornar uma fonte de contaminação em um ambiente da indústria de 

laticínios (Alonso & Kabuki 2019). 

O biofilme pode se aderir a superfícies abióticas, e são consideradas 

estruturas dinâmicas que apresentam cinco etapas de formação, como observa-se na 

figura 1. 

 

 

Figura 1: Estágios da formação e desenvolvimento do biofilme bacteriano. Estágio 1: 

adesão bacteriana reversível; Estágio 2: adesão irreversível; Estágio 3: início da 

maturação; Estágio 4: maturação completa; Estágio 5: deslocamento do biofilme 

maduro para novas colonizações bacterianas. Adaptado de: Monroe, 2007. 

 

O primeiro passo na formação do biofilme é a adesão das bactérias 

planctônicas à superfície e ocorre de forma aleatória, (Estágio 1). Esta primeira adesão 

é reversível e é mantida por interações físico-químicas não específicas constituindo a 
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base para o crescimento do biofilme. A segunda fase é que consiste na transição do 

estágio reversível para o irreversível (Estágio 2). Nesta fase as bactérias passam a 

secretar substâncias que como proteínas, lipídeos, ácidos nucléicos e a síntese de 

adesinas e exopolissacarídeos, que são responsáveis pela manutenção e adesão da 

camada que envolve o biofilme. Na fase subsequente há o início da formação de 

microcolônias bacterianas e o desenvolvimento da estrutura do biofilme maduro 

(estágios 3 e 4). Os biofilmes maduros apresentam arranjos semelhantes a cogumelos, 

que são envoltos por diversas substâncias, principalmente açúcares e permeados por 

poros e canais de água que funcionam como um sistema de troca de nutrientes, oxigênio 

e metabólitos que precisam ser secretados para fora do biofilme. O quinto e último 

estágio da formação do biofilme ocorre quando o ambiente não é mais favorável à sua 

manutenção, e consiste no descolamento do biofilme maduro (estágio 5 da figura) em 

forma de agregados celulares ou células planctônicas.  Após desprendidas, as bactérias 

livres podem colonizar novos ambientes, reiniciando a formação de novos biofilmes 

(Monroe, 2007; Lee et al., 2019). 

A composição dos biofilmes pode ter variações de mono-espécie para multi-

espécies, ou seja biofilmes com bactérias de gêneros diferentes (Ramirez-Mora et al., 

2018). 

A formação da matriz do biofilme de Listeria monocytogenes de espécie única 

exibiu matrizes mais firmes e densas quando comparado com associação mista com 

Vibrio parahaemolyticus (Chen et al., 2019). Esta diferença estrutural do biofilme de 

espécie mista é provavelmente pela competição bacteriana por nutrientes, o que acaba 

por inibir o crescimento de uma espécie coexistente, ou ainda por atividade de 

metabolitos inibitório de uma espécie sobre a outra (Chen et al., 2019; Liao et al., 2020). 

A formação de biofilmes é importante para a sobrevivência microbiana na 

indústria de alimentos. As células bacterianas associadas a biofilmes tipicamente exibem 

maior tolerância aos agentes antimicrobianos em comparação com os seus equivalentes 

planctônicos. Os mecanismos que contribuem para a baixa eficácia de biocidas 

convencionais em biofilmes é a resistência e a aderência desta camada nas superfícies, 

além do crescimento bacteriano lento e desenvolvimento de subpopulações com células 

resistentes (Fagerlund et al., 2020; Alonso et al., 2020). 

  

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.02543/full#B60
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.02543/full#B60
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Linhagens de Listeria sp. e condições de cultivo 

 

 Neste trabalho foram estudadas 14 bactérias do gênero Listeria sp. Destas, 

12 isolados bacterianos, a partir de amostras de produtos de origem animal, fatiados, 

superfícies de manipulação de alimentos em Laboratórios de Fiambreria em Porto Alegre 

– RS e duas são cepas da American Type Culture Collection (ATCC) Listeria 

monocytogenes 35152 e Listeria monocytogenes 7644. Estes isolados foram mantidos 

em glicerol 20% a uma temperatura de - 20 °C. Para reativação, as bactérias foram 

transferidas para tubos contendo 3 mL de caldo triptona de soja, acrescido de 0.6 % 

extrato de levedura (TSBYE) e incubados a temperatura de 37 °C por 24 horas. Após 

seu crescimento, as bactérias foram semeadas por esgotamento em placas de ágar 

triptona de soja com 0.6 % extrato de levedura (TSAYE), e incubados a temperatura de 

37 °C por 24 horas (Hua et al., 2019). 

 

4.2 Identificação das bactérias por MALDI-TOF/MS 

 

A identificação dos isolados foi realizada através do método de 

Ionização/Dessorção de Matriz Assistida por Laser – Tempo de Vôo/Espectrômetro de 

Massa (MALDI-TOF/MS). Esta técnica foi realizada através do método de extração 

química, de acordo com o protocolo etanol/ácido fórmico (Pyz-lukasik et al., 2021). Os 

isolados foram cultivados em meio TSAYE a 37 ° C por 24 horas e aproximadamente 5-

10 mg de material foi utilizada nesta análise. Este procedimento foi realizado no Instituto 

de Ciências Básicas da Saúde/ UFRGS pelo equipamento MALDI Biotyper 4.0 software 

MBT OC. 

 

4.3 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

Para avaliação da suscetibilidade aos antimicrobianos, as espécies 

bacterianas foram submetidas ao método Kirby-Bauer. As suspensões bacterianas foram 

padronizadas pela escala de McFarland 0.5 e semeadas em superfície de Agar Mueller-
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Hinton (MH) com 5% de sangue de cavalo desfibrinado. Foram empregados os discos 

de antibióticos contendo penicilina (1 UI); ampicilina (2 μg); meropenem (10 μg); 

eritromicina (15 μg) e sulfazotrim (25 μg), conforme recomendações do Comitê de Teste 

de Suscetibilidade Antimicrobiana Europeu (EUCAST 2019). Também foram 

empregados os discos de ciprofloxacina (5 μg); clindamicina (2 μg); tetraciclina (30 μg) 

conforme a 28ª Edição do Instituto de Padrões Clínicos e (CLSI 2018). As placas foram 

incubadas a 35±1 ºC, em aerobiose por 18 a 20 horas e interpretadas conforme as 

recomendações. 

 

4.4 Avaliação da capacidade de formação de biofilmes pelo método da microplaca 

 

A capacidade de formação de biofilme in vitro foi determinada de acordo com 

o descrito por (Stepanovic et al., 2004). As placas de microtitulação de poliestireno (96 

poços) estéreis foram preenchidas com 180 µL de caldo TSBYE. As espécies de Listeria 

sp. foram ressuspendidas em solução salina 0,85 % e ajustadas conforme escala 0.5 de 

McFarland e 20 µL dessa solução foi inoculada por poço, em octoplicata. Para o controle 

negativo, foi empregado somente o caldo TSBYE, seguido pelo controle positivo 

Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, bactéria já descrita como forte formadora de 

biofilme (Schmidt et al., 2018).  As placas de microtitulação foram incubadas à 37 º C por 

48 horas (Borucki et al., 2003). Posteriormente, as amostras foram lavadas com 200 µL 

solução salina 0,85% estéril. A fixação das bactérias foi realizada com 200 µL de metanol 

p.a. durante 20 minutos, em seguida as microplacas foram mantidas invertidas, overnight 

em temperatura ambiente. Após, a microplaca foi corada com 200 µL de cristal violeta 

(0,1%) durante 15 minutos, seguido de lavagem da placa com água destilada estéril. 

Após a secagem das placas, o botão corado fixado ao fundo dos poços foi ressuspendido 

em 200 µL de etanol 95%, e as microplacas foram mantidas em repouso durante 30 

minutos e então realizada a quantificação dos biofilmes. A densidade óptica (DO) dos 

biofilmes bacterianos foi quantificado com auxílio de um leitor espectrofotômetro de 

microplacas com comprimento de onda de 595 nm (Marca: Anthos 2010 Type 17 550 S. 

Nº 17 550 4894). A classificação para formação do biofilme seguiu os critérios descritos 

por Christensen et al. (1985) e Chusri, Phatthalung e Voravuthikunchai (2012). A DO 

média do controle negativo foi o ponto de corte (PC). Os isolados foram classificados da 

seguinte forma: Não formadores de biofilme (NF): amostras cuja DO foi menor que o 
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ponto de corte. Fracos formadores de biofilme (FRA): amostras com DO média acima do 

ponto de corte, porém menor ou igual ao dobro do PC. Moderados formadores de 

biofilmes (MF): amostras com DO média acima do dobro do PC, porém menor ou igual 

a 4 x o PC. Fortes formadores de biofilme (FF): amostras com DO média maior do que 4 

x o valor do PC. 

 

4.5 Preparo dos cupons de aço inox e polipropileno para avaliação de biofilme 

 

No estudo foram utilizados os cupons de aço inox AISI 304 e cupons de 

polipropileno ambos contendo 1 cm2. A preparação foi realizada conforme descrito por 

Alonso & Kabuki. (2019) e Bogo et al. (2020) com modificações. Para isso foi realizado 

a higienização com água e detergente neutro e secagem em estufa por 2 horas. Após, 

banho por imersão em acetona durante 30 minutos para remover qualquer gordura, 

oleosidade ou possível interferentes, em seguida foi realizado enxague com água estéril 

destilada (dH2O) e esterilizado em autoclave a 121 º C por 30 minutos em embalagens 

individuais. 

 

4.6 Avaliação da capacidade de formação de biofilmes em aço inox e polipropileno 

em meio de cultura TSBYE 

 

Os critérios de seleção foram as bactérias que se enquadraram como forte 

formador de biofilme (FF) no teste da microplaca conforme os descrito no item 4.4. Os 

materiais utilizados foram o aço inox e polipropileno, de acordo com a metodologia 

descrita por Nörnberg et al. (2011) e Alonso & Kabuki (2019), com modificações. Para o 

experimento, as colônias bacterianas com 24 horas de crescimento foram transferidas 

para 3 mL de meio de cultura TSBYE e incubadas a 37 º C durante 24 horas. Após uma 

alíquota de 25 µL foi transferida para 100 mL de TSBYE, para obter o início do 

experimento padronizado em ≅3 log10 UFC/mL de bactérias (T0). Os cupons de aço inox 

e polipropileno foram preparados conforme descrito no item 4.5. Três cupons foram 

imersos em tubos separados contendo 10 mL com os inóculos em TSBYE. Os tubos 

contendo os cupons foram incubados em estufa sem agitação a 37 º C até 72 horas. A 

cada 24 horas um cupom de cada tubo foi assepticamente removido usando uma pinça 

estéril, lavado três vezes em dH2O estéril para remover células planctônicas. Os cupons 
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contendo células sésseis foram novamente imersos em 10 mL de solução salina 0,85 % 

e submetidos a agitação em vórtex por 3 min para remoção das células sésseis. As 

células planctônicas e sésseis foram submetidas a diluições decimais e avaliadas em T0, 

24, 48 e 72 horas, pelo do método descrito por Miles & Mirsa (1938), com modificações. 

Para isso realizaram-se microdiluições seriadas em solução salina 0,85%, onde 20 µL 

de cada diluição foram distribuídos sobre placas contendo meio TSAYE. As placas foram 

incubadas a 37 º C por 24 horas para determinar o número de células sésseis, expresso 

em log10 UFC/cm2 e o número de células planctônicas, expresso em log10 UFC/mL. 

 

4.7 Avaliação da capacidade de formação de biofilmes em aço inox e polipropileno 

em substrato leite UHT integral 

 

 Os critérios de seleção da Listeria monocytogenes para aplicação no 

substrato leite integral – Temperatura Ultra Alta (UHT), foi a bactéria que se apresentou 

como forte formador de biofilme (FF) no teste da microplaca conforme os descrito no item 

4.4 e isolada em alimento derivado de leite. Os testes foram realizados em três condições 

de temperatura, aplicando em cupons de aço inox e polipropileno, como descrito no item 

4.6. Para o experimento com início de ≅3 log10 UFC/mL do isolado, os cupons de aço 

inox e polipropileno foram preparados conforme descrito no item 4.5 e incubados, em 

estufa a 37 º C; temperatura ambiente e temperatura de refrigeração. Para os inóculos 

incubados em estufa a 37 º C e temperatura ambiente, com média de 28,6 º C, avaliamos 

os tempos: T0, 24, 48 e 72 horas. Já para os inóculos mantidos em temperatura de 

refrigeração, com média de 7,9 º C, as avaliações foram em: T0, 72, 120 e 168 horas. A 

cada tempo de incubação, foram realizadas avaliações conforme o método descrito por 

Miles & Mirsa (1938), com modificações. As placas de Petri contendo TSAYE foram 

incubadas a 37 º C por 24 horas para determinar o número de células sésseis, expresso 

em log10 UFC/cm2 e o número de células planctônicas, expresso em log10 UFC/mL. 

 

4.8 Avaliação da capacidade de formação de biofilmes em aço inox e polipropileno 

em substrato Leite Integral UHT com duas espécies bacterianas 

 

As espécies bacterianas utilizadas nos ensaios foram, Listeria 

monocytogenes (QF Oxford) e Pseudomonas fluorescens (PL7.1), de acordo com 
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encontrado por Bogo et al. (2020), testadas em duas condições de temperatura em 

cupons conforme o item 4.5, de acordo com a metodologia descrita por Nörnberg et al. 

(2011) e Alonso & Kabuki. (2019), com modificações. Para o experimento, uma colônia 

de L. monocytogenes, com 24 horas de crescimento, foi transferida para 3 mL de meio 

de cultura caldo TSBYE e incubadas a 37 º C durante 24 horas. Da mesma forma, a 

colônia de P. fluorescens, foi transferida para 3 mL de caldo Infusão Cérebro Coração 

(BHI) e incubadas a 30 º C durante 24 horas. Iniciando em ≅3 log10 UFC/mL de ambas 

as espécies conforme o item 4.6, foi determinado o tempo zero (T0). Os cupons foram 

incubados, em temperatura ambiente, com média de 27,4°C e refrigeração, com média 

de 8,2°C. Para os inóculos incubados em temperatura ambiente, foram avaliados os 

tempos: T0, 24, 48 e 72 horas. Já para os inóculos mantidos em temperatura de 

refrigeração, as avaliações foram em: T0, 72, 120 e 168 horas. A cada tempo de 

incubação, foi realizada avaliações conforme o método descrito por Miles & Mirsa (1938), 

com modificações. Para isso realizaram-se microdiluições seriadas em solução salina 

0,85%, onde 20 µL de cada diluição foi distribuído sobre placas contendo meio Agar 

Listeria Oxford e Agar Cetrimide. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 

24 horas para determinar o número de células sésseis, expresso em log10 UFC/cm2 e o 

número de células planctônicas, expresso em log10 UFC/mL. 

 

4.9 Avaliação do sanitizante na erradicação do biofilme em aço inox 

 

A avaliação dos sanitizante sobre os biofilmes formados foi de acordo com a 

metodologia descrita por Young-Min et al. (2012) e Ga-Hee et al. (2016). O material 

empregado foi o aço inox descritos no item 4.5, higienizados conforme já detalhado 

anteriormente. Os desinfetantes utilizados foram: ácido peracético na concentração de 

0,2% (Peroxoni Top -Launer Química Indústria e Comércio Ltda-Brasil - Teor de ativo % 

Ácido Peracético ≥ 15,00) e Hipoclorito de Sódio (Água sanitária Ypê cloro ativo - Amparo 

Ltda-Brasil - Teor de cloro ativo % 2,0 – 2,5 p/p) aplicado conforme indicação dos 

fabricantes. Estes produtos são empregados com frequência na Indústria de alimentos 

(Beltrame et al., 2015; Lee et al., 2016; Rosa et al., 2018). As condições dos biofilmes 

testados nesta etapa foram com duas as espécies, sendo a L. monocytogenes (QF 

Oxford) e P. fluorescens (PL7.1), em substrato de leite UHT integral conforme detalhado 

no item 4.8. Após 72 horas de formação de biofilme foi realizada a contagem das células 
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sésseis em cupons controle e após empregada a higienização com os 2 produtos 

testados. Para isso os cupons foram lavados três vezes em dH2O estéril para remover 

células planctônicas. Os cupons contendo células sésseis foram imersos em tubos 10 

mL do produto sanitizante por 10 minutos em temperatura ambiente acompanhado do 

mesmo procedimento em dH2O estéril na condição de controle negativo ao sanitizante. 

Transcorrido o tempo, foi lavado três vezes em dH2O estéril para remover os sanitizantes 

e imerso em 10mL de solução salina 0,85 % NaCl e submetidos a agitação em vórtex 

por 3 minutos para remoção das células sésseis após ação do agente sanitizante. Nesta 

etapa realizamos a contagem das células sésseis por diluições decimais e avaliada 

através do método descrito por Miles & Mirsa (1938), com modificações. Para isso 

realizaram-se microdiluições seriadas em solução salina 0,85%, onde 20 µL de cada 

diluição foi distribuída sobre placas contendo meio ágar para contagem (PCA) e meios 

Listeria Oxford e Agar Cetrimide. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 

24 horas para determinar o número de células sésseis, expresso em log10 UFC/cm2 e o 

número de células planctônicas, expresso em log10 UFC/mL. 

 

4.10 Análises estatísticas 

 

Revisão e análise do banco de dados foram realizados no programa SPSS, 

[SPSS Inc., 2009. PASW Statistics for Windows, versão 18.0. Chicago: SPSS Inc.]. 

Para as análises descritivas, os dados quantitativos com distribuição simétrica 

foram expressos como médias e desvios padrões das médias (±DP). O teste de Shapiro-

Wilk foi usado para determinar a normalidade da distribuição dos dados quantitativos. As 

variáveis categóricas foram descritas como frequências absolutas (n) e relativas (n%). 

Análises bivariadas para comparações de variáveis quantitativas entre os 

diferentes tratamentos foram conduzidas utilizando os testes t de Student para amostras 

independentes, Análise de variância (ANOVA) de uma via ou de duas vias com post hoc 

de Bonferroni, quando aplicável. Análises bivariadas para comparações de variáveis 

quantitativas entre os diferentes tempos de análise foram conduzidas utilizando os testes 

t de Student para amostras pareadas. 

O nível de significância foi estabelecido em 5% para todas as análises. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Identificação das espécies de Listeria sp. 

 

Os micro-organismos avaliados neste trabalho, foram isolados a partir de 

alimentos de origem animal, fatiados e de superfícies de manipulação de alimentos em 

Laboratórios de Fiambreria no município de Porto Alegre- RS. As bactérias foram 

identificadas em nível de espécie, pela técnica de MALDI-TOF/MS. 

Um total de 14 bactérias foram utilizados neste estudo, sendo duas cepas da 

American Type Culture Colection (ATCC). A L. monocytogenes (ATCC 35152) foi 

descrita por Kumar et al. (2009) como bactéria que forma biofilme em microplaca e a L. 

monocytogenes (ATCC 7644) utilizada na avaliação da capacidade de formação de 

biofilme em meios suplementados utilizando a superfície de polipropileno (Wiktorczyk et 

al., 2018).  

Deste grupo de 12 isolados, foram identificadas, quatro da espécie L. 

monocytogenes, quatro de L. innocua e quatro pertencentes a espécie L. seeligeri. As 

bactérias, L. monocytogenes 17D78/03, L. monocytogenes 4C, L innocua 6B, foram 

isolados de alimentos. Os isolados L. innocua L07, L. innocua L10 e L. innocua L13, são 

de origem de leite cru de búfala. A L. monocytogenes 4B foi isolada de carcaça de frango. 

Os isolados L. seeligeri BQ Oxford e L. seeligeri BP Oxford foram isoladas de bancadas 

de queijo. A bactéria L. seeligeri BP Palcam, foi Isolada da bancada do presunto e a 

bactéria L. seeligeri MP Oxford foi isolada de mãos manipulador de alimento. A L. 

monocytogenes QF Oxford foi isolada de queijo fatiado. A espécies com suas respectivas 

origens estão listadas na tabela 1. As coletas foram realizadas juntamente com o serviço 

de Vigilância de Alimentos da Secretaria da Saúde de Porto Alegre, conforme a 

Lei Estadual 6503/72e Decreto Estadual 23430/74– RS. 

.  
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Tabela 1. Espécies de Listeria sp. identificadas em MALDI-TOF/MS com seu código e 
origens, com as respectivas classificações quanto ao potencial de formação de biofilme 
em microplaca 
Micro-organismo (espécie) Código Origem Classificação 

Staphylococcus epidermidis* # ATCC 35984 American Type Culture Colection FF 

L. monocytogenes # ATCC 35152 American Type Culture Colection FF 

  ATCC 7644 American Type Culture Colection MF 

L. monocytogenes 17D78/03 Isolado de alimento MF 

  QF Oxford Isolado de queijo fatiado FF 

  4B Isolado de carcaça de frango FF 

  4C Isolado de alimento MF 

L. innocua L10 Isolada de leite cru de búfala MF 

  L13 Isolada de leite cru de búfala MF 

  6B Isolado de alimento MF 

  L07 Isolada de leite cru de búfala MF 

L. seeligeri BQ Oxford Isolado de bancada de queijo MF 

  BP Palcam Isolada da bancada do presunto MF 

  BP oxford Isolado de bancada de queijo MF 

  MP Oxford Isolada de mãos manipulador de alimento FRA 

*Controle Positivo FF; #ATCC; NF-Não formador de biofilme; FRA- Fraco formador de 
biofilme; MF- Moderado formador de biofilme; FF- Forte formador de biofilme. 

 

5.2 Avaliação do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos. 

 

Na avaliação da susceptibilidade aos antibióticos, observou-se que dos 12 

(100%) isolados pesquisados oito (66,6%) apresentaram resistência a pelo menos um 

antibiótico testado. Deste grupo resistente, os isolados L. monocytogenes 4C e L. 

seeligeri BP Oxford, apresentaram este perfil a clindamicina (2 μg) e a sulfazotrim (25 

μg). A L. monocytogenes ATCC 35152, L. monocytogenes 4B, L. innocua 6B, L. innocua 

L10, L. innocua L07, foram resistentes a clindamicina (2 μg). 

As bactérias L. monocytogenes ATCC 7644 e 17D78/03, L. innocua L13 e L. 

seeligeri BQ Oxford apresentaram sensibilidade intermediaria a clindamicina (2 μg), 

sendo que o isolado L. seeligeri BQ Oxford apresentou este perfil também a 

ciprofloxacina (5 μg). Os dados podem ser observados na Tabela 2. 
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Tabela 2. Resultados da avaliação da susceptibilidade a antimicrobianos em Listeria sp. 
Microrganismo (espécie) Código Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos 

  
S I R 

Listeria monocytogenes ATCC 35152 ERI;  AMP; TET; PEN; MER; CIP; SUT  
CLI 

 
ATCC 7644 ERI;  AMP; TET; PEN; MER; CIP; SUT CLI 

 

 
17D78/03 ERI;  AMP; TET; PEN; MER; CIP CLI SUT 

 
4B ERI;  AMP; TET; PEN; MER; CIP; SUT  

CLI 
 

4C ERI;  AMP; TET; PEN; MER; CIP  
CLI; SUT 

 
QF Oxford ERI;  AMP; CLI; TET; PEN; MER; CIP;SUT   

Listera innocua 6B ERI;  AMP; TET; PEN; MER; CIP; SUT  
CLI 

 
L10 ERI;  AMP; TET; PEN; MER; CIP; SUT  

CLI 
 

L13 ERI;  AMP; TET; PEN; MER; CIP CLI SUT 
 

L07 ERI;  AMP; TET; PEN; MER; CIP; SUT  
CLI 

Listeria seeligeri BP Palcam ERI;  AMP; CLI; TET; PEN; MER; CIP;SUT   

 
MP Oxford ERI;  AMP; CLI; TET; PEN; MER; CIP;SUT   

 
BP Oxford ERI;  AMP; TET; PEN; MER; CIP  

CLI; SUT 
 

BQ Oxford ERI;  AMP; TET; PEN; MER; SUT CLI; CIP 
 

S-Sensível; I- Intermediário/ sensível, exposição aumentando; R- Resistente; ERI- Eritromicina (15 μg); AMP- Ampicilina (2 μg); CLI- 

Clindamicina (2 μg); TET-Tetraciclina (30 μg); PEN- Penicilina (1 UI); MER- Meropenem (10 μg); CIP- Ciprofloxacina (5 μg); SUT- 

Sulfazotrim (25 μg) 

 

5.3 Avaliação da capacidade de formação de biofilmes pelo método da microplaca 

 

Quanto a capacidade de formar biofilme em microplaca, a partir dos resultados 

das análises em octoplicata, três isolados de L. monocytogenes apresentaram perfil de 

forte formador de biofilme (FF), são eles: L. monocytogenes 4B (carcaça de frango), L. 

monocytogenes ATCC 35152, L. monocytogenes QF Oxford (queijo fatiado).  

A L. seeligerii MP Oxford, isolada de mãos manipulador de alimento, 

apresentou- se como fraco formador de biofilme (FRA). As demais bactérias 

apresentaram resultados como moderado formador de biofilme (MF). Os dados 

encontram-se descritos na tabela 1. 

 
 

5.4 Avaliação da capacidade de formação de biofilmes em aço inox e polipropileno 

em TSBYE 

 

A partir dos resultados apresentados na capacidade de formação de biofilme 

em microplaca, selecionaram-se as bactérias que demonstraram um perfil de forte 

formador de biofilme (FF) para a aplicação nos materiais de aço inox e polipropileno, 
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utilizando o substrato Caldo Triptona de Soja, acrescido de 0.6 % extrato de levedura 

(TSBYE) para as 3 espécies de L. monocytogenes. 

Os resultados obtidos na avaliação da formação de biofilme pelas bactérias 

testadas a 37 º C, mostraram que o isolado L. monocytogenes 4B, a cepa L. 

monocytogenes ATCC35152 e o isolado L. monocytogenes QF Oxford, foram capazes 

de formar biofilme em aço inox e polipropileno em 24 horas. 

Os valores em 24 horas de incubação para células planctônicas foram 8,98 

log10 UFC/mL para a L. monocytogenes 4B, 9,10 log10 UFC/mL para L. monocytogenes 

ATCC 35152 e 8,93 log10 UFC/mL para L. monocytogenes QF Oxford, nos tubos 

contendo os cupons de aço inox. A população de células sésseis em 24 horas no aço 

inox foi de 5,20 log10 UFC/cm2 L. monocytogenes 4B, 5,41 log10 UFC/cm2 na cepa L. 

monocytogenes ATCC 35152 e 5,38 log10 UFC/cm2 no isolado L. monocytogenes QF 

Oxford. Nos tubos contendo os cupons de polipropileno os valores das células 

planctônicas foram: 8,41 log10 UFC/mL para L. monocytogenes 4B, 9,46 log10 UFC/mL 

na cepa L. monocytogenes ATCC 35152 e 9,24 log10 UFC/mL no isolado L. 

monocytogenes QF Oxford. A população de células sésseis em polipropileno foi de 6,23 

log10 UFC/cm2 L. monocytogenes 4B, 6,55 log10 UFC/cm2 na cepa L. monocytogenes 

ATCC 35152 e 7,03 log10 UFC/cm2 log10 UFC/cm2 no isolado L. monocytogenes QF 

Oxford. 

As avaliações em 48 horas com cupons de aço inox foram: 8,37 log10 UFC/mL 

para L. monocytogenes 4B, 8,96 log10 UFC/mL na cepa L. monocytogenes ATCC 35152 

e 8,37 log10 UFC/mL no isolado L. monocytogenes QF Oxford de células planctônicas. A 

população de células sésseis foi de 5,52, log10 UFC/cm2 L. monocytogenes 4B, 4,66 log10 

UFC/cm2 na cepa L. monocytogenes ATCC 35152 e 5,36 log10 UFC/cm2 log10 no isolado 

L. monocytogenes QF Oxford. Nos tubos contendo os cupons de polipropileno os valores 

das células foram: 8,43 log10 UFC/mL para L. monocytogenes 4B, 9,28 log10 UFC/mL na 

cepa L. monocytogenes ATCC 35152 e 8,44 log10 UFC/mL no isolado L. monocytogenes 

QF Oxford de células planctônicas. A população de células sésseis em polipropileno foi 

6,21, log10 UFC/cm2 para L. monocytogenes 4B, 6,44 log10 UFC/cm2 na cepa L. 

monocytogenes ATCC 35152 e 7,02 log10 UFC/cm2 no isolado L. monocytogenes QF 

Oxford. 

Em 72 horas de incubação para os cupons de aço inox os valores de células 

planctônicas foram: 8,46 log10 UFC/mL para L. monocytogenes 4B, 8,57 log10 UFC/mL 
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na cepa L. monocytogenes ATCC 35152 e 8,47 log10 UFC/mL no isolado L. 

monocytogenes QF Oxford. A população de células sésseis foi de 5,38 log10 UFC/cm2 

para L. monocytogenes 4B, 4,29 log10 UFC/cm2 na cepa L. monocytogenes ATCC 35152 

e 5,68 log10 UFC/cm2 no isolado L. monocytogenes QF Oxford. Nos tubos contendo os 

cupons de polipropileno os valores das células planctônicas foram: 8,52 log10 UFC/mL 

para L. monocytogenes 4B, 8,77 log10 UFC/mL na cepa L. monocytogenes ATCC 35152 

e 8,55 log10 UFC/mL no isolado L. monocytogenes QF Oxford. A população de células 

sésseis foi de 6,72 log10 UFC/cm2 para L. monocytogenes 4B, 6,62 log10 UFC/cm2 na 

cepa L. monocytogenes ATCC 35152 e 6,86 log10 UFC/cm2 no isolado L. monocytogenes 

QF Oxford. 

Quando comparadas as três bactérias na superfície inox (Figura 2A), não 

houve diferença entre os grupos para os log10 UFC/cm2 em 24 horas (ANOVA de uma 

via, F(2,6) =0,362, p=0,710) ou em 48 horas (ANOVA de uma via, F(2,6) =3,782, 

p=0,087). Por outro lado, evidenciou-se que em 72 horas houve uma diferença para os 

Log10 UFC/cm2 (ANOVA de uma via, F(2,6) =40,981, p≤0,0001), onde o grupo L. 

monocytogenesATCC35152 apresentou menor média que os grupos L. monocytogenes 

4B e L. monocytogenes QF Oxford (post hoc de Bonferroni, p≤0,005). Para a superfície 

polipropileno (Figura 2B), não houve diferença entre os grupos para os Log10 UFC/cm2 

em 24 horas (ANOVA de uma via, F(2,6) =2,577, p=0,156), 48 horas (ANOVA de uma 

via, F (2,6) =3,739, p=0,088) ou 72 horas (ANOVA de uma via, F(2,6) =0,620, p=0,569). 
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Figura 2. Avaliação de capacidade de formação de biofilme das bactérias L. 

monocytogenes 4B, L. monocytogenes ATCC35152 e L. monocytogenes QF Oxford, em 

aço inox (A) e polipropileno (B), com meio de cultura TSBYE à temperatura de 37 °C por 

24, 48 e 72 horas. UFC – unidade formadora de colônia. abLetras diferentes indicam 

diferença estatística entre os grupos analisados. Significância fixada em 5% para todas 

as análises. 

 

Quando análises pareadas compararam os diferentes tempos analisados, os 

Log10 UFC/cm2 do grupo L. monocytogenes ATCC35152 na superfície inox apresentou 

uma redução significativa no tempo de 72h quando comparado ao tempo de 24h (Teste 

t de Student para amostras pareadas, p= 0,019), não apresentando diferença para as 

demais análises (Figura 3). 
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Figura 3. Avaliação de capacidade de formação de biofilme das bactérias L. 

monocytogenes 4B, L. monocytogenes ATCC 35152 e L. monocytogenes QF Oxford, em 

aço inox (A) e polipropileno (B), com meio de cultura TSBYE à temperatura de 37 °C, por 

24, 48 e 72 horas. UFC – unidade formadora de colônia. abLetras diferentes indicam 

diferença estatística entre os grupos analisados. Significância fixada em 5% para todas 
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as análises. 

 

5.5 Avaliação da capacidade de formação de biofilmes por Listeria 

monocytogenes QF Oxford em aço inox e polipropileno em substrato leite UHT 

a 37 º C, ambiente e refrigeração 

 

A bactéria L. monocytogenes QF Oxford que demonstrou um perfil de forte 

formador de biofilme (FF) em microplaca e isolada em alimento derivado de leite (queijo 

fatiado), foi utilizada para testar capacidade de formação de biofilme na matriz alimentar 

leite integral UHT em cupons de inox e polipropileno. Para isto, foram aplicadas três 

temperaturas: 37ºC, temperatura ambiente e temperatura de refrigeração. 

Na temperatura de 37 º C a população de células planctônicas em 24 horas 

de incubação foi de 8,41 log10 UFC/mL nos cupons de aço inox e 3,45 log10 UFC/cm2 de 

células sésseis. Em 48 horas os valores foram 8,05 log10 UFC/mL de células planctônicas 

e 3,48 log10 UFC/cm2 células sésseis. Os resultados avaliados em 72h de incubação 

foram de 7,86 log10 UFC/mL de células planctônicas e 3,10 log10 UFC/cm2 de células 

sésseis. 

As avaliações nos cupons de polipropileno incubados a temperatura de 37 º 

C em 24 horas foram 8,44 log10 UFC/mL de células planctônicas e 5,07 log10 UFC/cm2 

células sésseis. Já para 48 horas, os valores foram 8,34 log10 UFC/mL de células 

planctônicas e 4,75 log10 UFC/cm2 de células sésseis. Em 72 horas, obteve-se 8,33 log10 

UFC/mL de células planctônicas e 5,04 log10 UFC/cm2 células sésseis. 

Quando análises pareadas compararam os diferentes tempos analisados, os 

log10 UFC/cm2 do grupo L. monocytogenes QF Oxford na superfície inox com o meio leite 

integral UHT apresentou uma redução significativa no tempo de 72 horas quando 

comparado ao tempo de 48horas (Teste t de Student para amostras pareadas, p= 0,025), 

não apresentando diferença para as demais análises (Figura 4C). 
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Figura 4. Avaliação de capacidade de formação de biofilme do isolado L. monocytogenes 

QF Oxford, em aço inox em meio de cultura TSBYE (A), polipropileno em meio de cultura 

TSBYE (B), aço inox em leite UHT (C), polipropileno em leite UHT(D) à temperatura de 

37 ° C por 24, 48 e 72 horas. UFC – unidade formadora de colônia. abLetras diferentes 

indicam diferença estatística entre os grupos analisados. Significância fixada em 5% para 

todas as análises. 
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Na avaliação da capacidade de formação de biofilme em temperatura 

ambiente com os cupons de aço inox, os valores foram de 8,50 log10 UFC/mL de células 

planctônicas e 3,99 log10 UFC/cm2 células sésseis em 24 horas de incubação. Para 48 

horas, obteve-se 8,61 log10 UFC/mL de células planctônicas e 4,23 log10 UFC/cm2 células 

sésseis. Já para as análises em 72 horas os valores foram 8,52 log10 UFC/mL de células 

planctônicas e 4,22 log10 UFC/cm2 células sésseis (Figura 5C). 

As avaliações da capacidade de formação de biofilme nos cupons de 

polipropileno, incubados a temperatura ambiente em 24 horas, os valores foram 8,55 

log10 UFC/mL de células planctônicas e 5,23 log10 UFC/cm2 células sésseis. Com 48 

horas de incubação, os valores foram 8,48 log10 UFC/mL de células planctônicas e 5,85 

log10 UFC/cm2 de células sésseis. Nas avaliações de 72 horas, os resultados foram de 

8,57 log10 UFC/mL de células planctônicas e 6,03 log10 UFC/cm2 células sésseis (Figura 

5D). 

No presente estudo, avaliou-se também a capacidade de formação de biofilme 

em temperatura de refrigeração. Nos cupons de aço inox os valores foram de 5,11 log10 

UFC/mL de células planctônicas, já as células sésseis não foram recuperadas em 

72horas de incubação. Os resultados, provenientes de 120 horas de incubação, foram 

7,61 log10 UFC/mL de células planctônicas e 3,31 log10 UFC/cm2 células sésseis, e nas 

avaliações de 168 horas, os resultados foram de, 8,36 log10 UFC/mL de células 

planctônicas e 4,04 log10 UFC/cm2 células sésseis (Figura 5E). 

As avaliações da capacidade de formação de biofilme nos cupons de 

polipropileno incubados a temperatura de refrigeração por 72 horas foram 6,03 log10 

UFC/mL de células planctônicas e 3,23 log10 UFC/cm2 células sésseis. Nas análises em 

120 horas, os valores foram de 7,44 log10 UFC/mL de células planctônicas e 4,17 log10 

UFC/cm2 células sésseis. Nas avaliações de 168 horas obtivemos 8,41 log10 UFC/mL de 

células planctônicas e 4,78 log10 UFC/cm2 células sésseis (Figura 5F). 

Em 37 °C, os log10 UFC/cm2 do grupo L. monocytogenes QF Oxford 

diminuíram em 72 horas em relação a 48 horas na superfície inox (Teste t de Student 

para amostras pareadas, p=0,025, Figura 5A), não se observando alterações na 

superfície polipropileno (Figura 5B). Em temperatura ambiente, os log10 UFC/cm2 do 

grupo QF Oxford aumentaram em 48 horas em relação a 24 horas na superfície inox 

(Teste t de Student para amostras pareadas, p=0,043, Figura 5C) e em 72 horas em 

relação a 24 horas na superfície polipropileno (Teste t de Student para amostras 
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pareadas, p=0,035, Figura 5D). Em temperatura de refrigeração, os log10 UFC/cm2 do 

grupo L. monocytogenes QF Oxford, na superfície de inox, aumentaram em 120 horas 

em relação a 72 horas (Teste t de Student para amostras pareadas, p=0,001, Figura 5E) 

e em 168 horas em relação a 120 horas (Teste t de Student para amostras pareadas, 

p=0,049, Figura 5E). Um aumento no Log10 UFC/cm2 do grupo L. monocytogenes QF 

Oxford, em polipropileno, foi evidenciado em 120 e 168 horas em relação a 72 horas, 

quando mantidas em temperatura de refrigeração (Figura 5F). 
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Figura 5. Avaliação de capacidade de formação de biofilme do isolado L. monocytogenes 

QF Oxford, em aço inox (A, C, E) e Polipropileno (B, D, F) em substrato em leite UHT em 

temperatura de 37 °C (A, B), temperatura ambiente (C, D) por 24, 48 e 72 horas e 

temperatura de refrigeração (E, F) por 72,120,168 horas. UFC – unidade formadora de 

colônia. abLetras diferentes indicam diferença estatística entre os grupos analisados. 

Significância fixada em 5% para todas as análises. 
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Adicionalmente, observou-se uma diferença entre os log10 UFC/cm2 do grupo 

L. monocytogenes QF Oxford em 72 horas tanto na superfície inox (F(2,5) =2122.375, 

p≤0,0001, Figura 6A) quanto em polipropileno (ANOVA de uma via, F(2,6)=133,646, 

p≤0,0001, Figura 6B). Em ambas as superfícies, houve uma redução na taxa de UFC 

pela exposição à temperatura de refrigeração, uma manutenção intermediária desta taxa 

no grupo exposto à 37°C e uma aumento de UFC nos expostos à temperatura ambiente 

(post hoc de Bonferroni, p≤0,05 para ambos os casos). 
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Figura 6. Avaliação de capacidade de formação de biofilme do isolado L. monocytogenes 

QF Oxford, em aço inox (A) e Polipropileno (B) em substrato em leite UHT em 

temperatura de 37 °C, temperatura ambiente e temperatura de refrigeração por 72 horas. 

UFC – unidade formadora de colônia. abLetras diferentes indicam diferença estatística 

entre os grupos analisados. Significância fixada em 5% para todas as análises. 
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5.6 Avaliação da capacidade de formação de biofilmes por L. monocytogenes QF 

Oxford associada a P. fluorescens PL7.1 em aço inox e polipropileno em 

substrato leite Integral UHT em diferentes temperaturas 

 

Os resultados da capacidade de formação de biofilme em aço inox e 

polipropileno com duas bactérias associadas (Listeria monocytogenes QF Oxford e 

Pseudomonas fluorescens PL7.1) foi avaliada em duas temperaturas de incubação, 

sendo a temperatura ambiente (Figura 7 A, B) em tempos de 24, 48 e 72 horas e 

temperatura de refrigeração (Figura 7 C, D) nos tempos de 72, 120 e 168 horas. 

As avaliações em 24 horas de incubação nos cupons de aço inox em 

temperatura ambiente foram: 8,48 log10 UFC/mL de células planctônicas da L. 

monocytogenes QF Oxford e 7,44 log10 UFC/mL da P. fluorescens PL7.1. As células 

sésseis foram 3,99 log10 UFC/cm2 da L. monocytogenes QF Oxford e 3,54 log10 UFC/cm2 

da bactéria P. fluorescens PL7.1. 

Com as avaliações, a 48 horas de incubação em temperatura ambiente para 

os cupons de aço inox, obteve-se os seguintes valores: 8,38 log10 UFC/mL de células 

planctônicas para L. monocytogenes QF Oxford e 8,33 log10 UFC/mL para P. fluorescens 

PL7.1. Já as células sésseis foram, 4,34 log10 UFC/cm2 e 5,23 log10 UFC/cm2, para as 

bactérias L. monocytogenes QF Oxford e P. fluorescens PL7.1, respectivamente. Para 

72 horas de incubação, os valores foram 7,83 log10 UFC/mL de células planctônicas para 

L. monocytogenes QF Oxford e de 8,83 log10 UFC/mL para P. fluorescens PL7.1. Já, as 

células sésseis foram de 4,84 log10 UFC/cm2 e 6,07 log10 UFC/cm2, para as bactérias L. 

monocytogenes QF Oxford e P. fluorescens PL7.1, respectivamente. 

Os cupons de Polipropileno quando incubados em temperatura ambiente, por 

24 horas, apresentaram valores de, 8,40 log10 UFC/mL de células planctônicas para L. 

monocytogenes QF Oxford e 7,88 log10 UFC/mL para P. fluorescens PL7.1. As células 

sésseis foram 5,66 log10 UFC/cm2 L. monocytogenes QF Oxford e 5.40 log10 UFC/mL 

para P. fluorescens PL7.1. 

Nas avaliações em 48 horas em temperatura ambiente para os cupons de 

polipropileno, obtivemos os seguintes valores: 8,45 log10 UFC/mL de células planctônicas 

para bactéria L. monocytogenes QF Oxford e 8,07 log10 UFC/mL para bactéria P. 

fluorescens PL7.1. As células sésseis foram 5,46 log10 UFC/cm2 L. monocytogenes QF 
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Oxford de 6,14 log10 UFC/cm2 P. fluorescens PL7.1. Na avaliação de 72 horas, os valores 

foram 7,91 log10 UFC/mL de células planctônicas para L. monocytogenes QF Oxford e 

8,07 log10 UFC/mL P. fluorescens PL7.1. As células sésseis foram 5,65 log10 UFC/cm2 e 

6,71 log10 UFC/cm2, para as bactérias L. monocytogenes QF Oxford e P. fluorescens 

PL7.1, respectivamente. 

Nas avaliações em temperatura de refrigeração, em 72 horas de incubação 

os valores para os cupons de aço inox, foram 5,10 log10 UFC/mL de células planctônicas 

para L. monocytogenes QF Oxford e 6,81 log10 UFC/mL para P. fluorescens PL7.1. As 

células sésseis da L. monocytogenes QF Oxford não foram recuperadas em 72 horas de 

incubação. Já as células sésseis de P. fluorescens PL7.1 tiveram os valores de 4.40 log10 

UFC/cm2. 

Os valores para as análises em 120 horas em cupons de inox na temperatura 

de refrigeração, foram de 7,13 log10 UFC/mL de células planctônicas para L. 

monocytogenes QF Oxford e 7,86 log10 UFC/mL para P. fluorescens PL7.1. Já as células 

sésseis foram 3,04 log10 UFC/cm2 e 4,49 log10 UFC/cm2 para L. monocytogenes QF 

Oxford e P. fluorescens PL7.1, respectivamente. Avaliando-se em168 horas de 

incubação, obteve-se 7,85 log10 UFC/mL de células planctônicas para L. monocytogenes 

QF Oxford e 8,33 log10 UFC/mL para P. fluorescens PL7.1. Os valores das células 

sésseis foram 3,85 log10 UFC/cm2e 4,73 log10 UFC/cm2, para as bactérias estudas (L. 

monocytogenes QF Oxford e P. fluorescens PL7.1, respectivamente). 

Os cupons de polipropileno, quando incubados a temperatura de refrigeração, 

por 72 horas, os valores foram 4,36 log10 UFC/mL de células planctônicas para L. 

monocytogenes QF Oxford e 6,35 log10 UFC/mL P. fluorescens PL7.1. As células sésseis 

da L. monocytogenes QF Oxford não foram recuperadas em 72horas de incubação, já 

as células sésseis de P. fluorescens PL7.1 apresentaram valores de 5,60 log10 UFC/cm2 

neste período de incubação. 

Com 120 horas de incubação em temperatura de refrigeração, os valores em 

cupons de polipropileno foram de 5,51 log10 UFC/mL de células planctônicas para L. 

monocytogenes e de 7,04 log10 UFC/mL para P. fluorescens. As células sésseis foram 

2,89 log10 UFC/cm2 para L. monocytogenes e de 5,77 log10 UFC/cm2para P. fluorescens. 

Os resultados obtidos nas avaliações de 168 horas, mostraram valores de 6,36 log10 

UFC/mL de células planctônicas para L. monocytogenes QF Oxford e 7,04 log10 UFC/mL 

para P. fluorescens PL7.1. Os valores das células sésseis foram 3,82 log10 UFC/cm2 e 



 

 

37 
 

5,70 log10 UFC/cm2L. monocytogenes QF Oxford e P. fluorescens PL7.1, 

respectivamente. 

Observou-se um maior log10 UFC/cm2 do grupo L. monocytogenes QF Oxford 

em 24 horas em inox e temperatura ambiente em relação ao grupo P. fluorescens PL7.1 

(Teste t de Student para amostras independentes, p=0,028), e um aumento em 72 horas 

em inox e temperatura ambiente do grupo P. fluorescensPL7.1 em relação ao grupo L. 

monocytogenes QF Oxford (Teste t de Student para amostras independentes, p=0,028) 

(Figura 7A). Similarmente, em polipropileno e temperatura ambiente, o grupo P. 

fluorescens PL7.1 apresentou maior Log10 UFC/cm2 em 72 horas (Teste t de Student 

para amostras independentes, p=0,038) (Figura 7B). Em inox e temperatura de 

refrigeração, o grupo P. fluorescensPL7.1 apresentou maior Log10 UFC/cm2 em 72 horas 

(Teste t de Student para amostras independentes, p≤0,0001) (Figura 7C). Em 

polipropileno e temperatura de refrigeração, o grupo P. fluorescensPL7.1 apresentou 

maior Log10 UFC/cm2 em 72, 120 e 168 horas (Teste t de Student para amostras 

independentes, p=0,003, p=0,022, p=0,001, respectivamente) (Figura 7D). 
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Figura 7. Avaliação de capacidade de formação de biofilme com associação de L. 

monocytogenes QF Oxford, e P. fluorescens PL7.1 em aço inox (A) e Polipropileno (B) 
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em substrato em leite UHT em temperatura ambiente (A, B) em 24,48,72 horas e 

temperatura de refrigeração 72,120,168 horas (C, D). UFC – unidade formadora de 

colônia. *Diferença estatística entre os grupos analisados. Significância fixada em 5% 

para todas as análises. 

 

Em 72 horas na superfície inox, um efeito de grupo (ANOVA de duas vias, 

F(1,10) =233,831, p≤0,0001) foi observado, sendo a média de log10 UFC/cm2 do grupo 

P. fluorescens PL7.1 maior que a do grupo L. monocytogenes QF Oxford. Um efeito da 

temperatura (ANOVA de duas vias, F(1,10) =233,831, p≤0,0001) foi observado, sendo a 

média de log10 UFC/cm2 do grupo em temperatura ambiente maior que em temperatura 

de refrigeração. Adicionalmente, uma interação entre os efeitos de grupo e de 

temperatura foi observada (ANOVA de duas vias, F(3,8)=207,129, p≤0,0001), onde o 

grupo P. fluorescens PL7.1 em temperatura ambiente apresentou uma maior média de 

log10 UFC/cm2 em relação aos demais grupos, e o grupo L. monocytogenes QF Oxford 

em refrigeração, uma menor média de log10 UFC/cm2em relação aos demais grupos, não 

apresentando diferença entre o grupo L. monocytogenes QF Oxford em temperatura 

ambiente e o grupo P. fluorescens PL7.1 em temperatura de refrigeração (post hoc de 

Bonferroni, p≤0,05 para todas as análises) (Figura 8A). Já na superfície polipropileno, 

em 72 horas, um efeito do grupo (ANOVA de duas vias, F(1,10)=257,728, p≤0,0001), 

sendo a média de log10 UFC/cm2do grupo P. fluorescens PL7.1 maior que a do grupo L. 

monocytogenes QF Oxford. Um efeito da temperatura (ANOVA de duas vias, F(1,10) 

=217,017, p≤0,0001) foi observado, sendo a média de log10 UFC/cm2 do grupo em 

temperatura ambiente maior que em temperatura de refrigeração. Adicionalmente, uma 

interação entre os efeitos de grupo e de temperatura foi observada (ANOVA de duas 

vias, F(3,8) =199,982, p≤0,0001), onde o grupo L. monocytogenes QF Oxford em 

temperatura de refrigeração apresentou uma menor média de log10 UFC/cm2em relação 

aos demais grupos (post hoc de Bonferroni, p≤0,05 para todas as análises) (Figura 8B). 
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Figura 8. Avaliação de capacidade de formação de biofilme com associação de L. 

monocytogenes QF Oxford, e P. fluorescens PL7.1 em aço inox (A) e Polipropileno (B) 

em substrato em leite UHT em temperatura ambiente e refrigeração 72 em horas. UFC 

– unidade formadora de colônia. *Diferença estatística entre os grupos analisados. 

abLetras diferentes indicam diferença estatística entre os grupos analisados. Significância 

fixada em 5% para todas as análises. 

 

5.7 Avaliação do sanitizante na erradicação do biofilme em aço inox 

 

Os isolados testados nesta fase foi com associação das duas espécies 

bacterianas, L. monocytogenes QF Oxford e P. fluorescens PL7.1 em aço inox com 

substrato leite integral com incubação de 72 horas em temperatura ambiente. Após a 

incubação os cupons de aço inox contendo 4,23 log10 UFC/cm2 de células sésseis da 

bactéria L. monocytogenes QF Oxford e 5,46 log10 UFC/cm2 de células sésseis da 

bactéria P. fluorescens PL7.1 foram imersos nos dois tipos de sanitizante, ácido 

peracético e hipoclorito de sódio. Transcorrido o tempo da aplicação, foi realizada a 

contagem das células sésseis por diluições decimais, aos quais não foi recuperado 

nenhuma célula viável. 

Em 72 horas na bactéria L. monocytogenes QF Oxford, um efeito de grupo 

(ANOVA de uma via, F(4,9) =2686,580, p≤0,0001) foi observado, sendo a média de log10 

UFC/cm2 do grupo L. monocytogenes QF Oxford maior que a da água estéril (controle) 

e todas maiores que os sanitizante (ácido peracético e hipoclorito de sódio) (post hoc de 

Bonferroni, p≤0,05) (Figura 9A). O mesmo efeito foi evidenciado em 72 horas na bactéria 

P. fluorescens PL7.1 sendo a média de log10 UFC/cm2 do grupo PL7.1 (ANOVA de uma 
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via, F(4,9)=8811,621, p≤0,0001, post hoc de Bonferroni, p p≤0,05) (Figura 9B). 
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Figura 9. Avaliação da ação dos sanitizante (C) ácido peracético (0,2%) e hipoclorito de 

sódio (% 2,0 – 2,5 p/p) por 10 minutos sobre as células aderida e biofilmes de L. 

monocytogenes QF Oxford (A), e P. fluorescens PL7.1 (B) em aço inox em 72 horas a 

temperatura ambiente com substrato leite integral UHT. UFC – Unidades formadora de 

colônia. abLetras diferentes indicam diferença estatística entre os grupos analisados. 

Significância fixada em 5% para todas as análises. 
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6. DISCUSSÃO 

 

O gênero Listeria sp. compreende bactérias psicrotolerantes, que 

condescendem uma variedade de condições estressantes, por estas circunstâncias 

os alimentos podem ser os principais veiculadores deste micro-organismos (Pasonen 

et al., 2019; Silva et al., 2020; Rossi et al., 2020). 

O presente estudo, analisou espécies de Listeria sp. a partir de amostras de 

alimentos, fatiados e superfícies de manipulação de alimentos em Laboratórios de 

Fiambreria no município de Porto Alegre- RS e identificou-se três espécies de Listeria 

sp. Neste grupo de isolados, foram avaliados a susceptibilidade a antimicrobianos, o 

potencial de formação de biofilme bem como a aplicação de dois produtos de sanitização. 

Em nosso estudo identificamos quatro espécies de L. monocytogenes, quatro 

de L. innocua e quatro pertencentes a espécie L. seeligeri. A ocorrência destas bactérias 

em alimentos prontos para consumo ou em locais, como bancadas de manipulação 

indica que as medidas de segurança para prevenir a contaminação devem ser 

melhoradas imediatamente. As espécies de L. monocytogenes, L. innocua, L. seelegeri 

são relatadas por outros trabalhos identificando estes micro-organismos em amostras 

semelhantes ao presente estudo (Skowron et al., 2019; Osman et al., 2020; Gwida et al., 

2020). No Brasil, Pessoa et al. (2020) descreveram a presença de Listeria sp. em 

salames do tipo Italiano, prontos para consumo. De Souza et al. (2020) relataram a 

presença de L. monocytogenes e L. innocua em isolados de carcaça de frango. Estes 

dados reforçam os resultados do presente estudo e indicam possíveis falhas no processo 

de produção e processamento do alimento. Assim alertam para os cuidados de 

manipulação dos alimentos a fim de evitar a contaminação do produto final. 

Para a maioria das infecções causadas por L. monocytogenes o tratamento 

de escolha é a ampicilina ou a penicilina. No entanto, pode ser utilizado eritromicina, 

gentamicina ou substituído por sulfametoxazol-trimetoprima (sulfazotrim) (Beckerleg et 

al., 2017; Durán-Garrido et al., 2020; Rzepniewski et al., 2020). Na avaliação da 

susceptibilidade aos antimicrobianos, dos oito antimicrobiano testados, os mais 

utilizados no controle da infeção causada por este micro-organismo, demonstraram-se 

eficientes na eliminação desta bactéria. Já no perfil de resistência observamos que, 

(66,6%) dos isolados apresentaram resistência a pelo menos um antibiótico testado, 
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sendo a clindamicina (2 μg) e sulfazotrim (25 μg). 

A resistência a clindamicina com isolados de Listeria sp. também é descrita 

por outros autores (Escolar et al., 2017; Ha et al., 2017; Oliveira et al., 2018; Arslan & 

Selin, 2019) os quais reforçam os resultados obtidos no presente estudo. Esta resistência 

pode ser descrita pela conjugação do plasmídeo IP501 relatado em Listeria 

monocytogenes (Abdollahzadeh et al., 2016; Oliveira et al., 2018; Matereke & Okoh 

2020), ou pela presença de genes de resistência mefA, erm, lnu A e lnu B relacionados 

também com à resistência a clindamicina (Escolar et al., 2017; Camargo et al., 2017; 

Maung et al., 2019). 

A resistência a sulfametoxazol-trimetoprima (sulfazotrim 25 μg) é importante 

por ser o medicamento de segunda opção em pacientes alérgicos a penicilinas 

(Demoliner et al., 2015; Olaimat et al., 2018; Sanlıbaba et al., 2018). Esta resistência é 

descrita como sendo relacionada a aquisição de genes que codificam dihidrofolato 

redutases resistentes a trimetoprim (dfrD, dfrG dhfr) e estes conferem mutações 

genéticas, habilitam níveis altos de resistência, além da transferência conjugativa do 

transposon Tn6198 que codifica a resistência ao trimetoprim entre Enterococcus 

faecalis e L. monocytogenes (Olaimat et al., 2018; Baquero et al., 2020).  

Em estudo realizado por Osman et al. (2016) avaliou-se a resistência 

antimicrobiana de Listeria sp. observou-se que a susceptibilidade dos isolados variou 

entre 84,2 e 100% para a maioria dos antimicrobianos. Os isolados de Listeria sp. foram 

resistentes uma faixa considerável de antibióticos incluindo penicilina. Este dado foi 

diferente dos encontrados no presente estudo, sendo concordante nos antimicrobianos 

clindamicina e sulfazotrim contudo a resistência a penicilina não foi observada. 

Skowron et al. (2019) descreveram sensibilidade em todas as espécies de L. 

innocua aos antimicrobianos testados. Por outro lado, entre os isolados de L. 

monocytogenes, relatou-se resistência à penicilina e a eritromicina. Estes resultados 

diferem do presente estudo, pois os isolados foram sensíveis a penicilina e a eritromicina. 

No estudo de Gomez et al. (2014), Escolar et al. (2017) e Caruso et al. (2020) 

avaliaram a sensibilidade a antimicrobianos por Listeria sp. isoladas de alimentos (carne, 

lácteos e superfícies) os quais descreveram resistência à clindamicina como o fenótipo 

mais comumente identificado. No presente trabalho das 14 (100%) Listeria sp. testadas, 

11 (79%) apresentaram perfil de sensibilidade intermediária ou resistente a clindamicina. 

O estudo de Sanlıbaba et al. (2018) relatou-se a resistência a antibióticos de L. 
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monocytogenes em alimentos prontos para o consumo na Turquia, observando a 

resistência sulfazotrim em aproximadamente 18% dos isolados. No presente estudo, 

quatro (28%) isolados apresentaram um perfil intermediário ou resistência ao antibiótico 

sulfazotrim, reforçando os dados encontrados no presente estudo.  

Uma forma importante da Listeria sp. resistir ao ambiente é o potencial de 

formação de biofilme. Segundo Lee et al. (2019) mecanismos complexos regulam o 

crescimento séssil bacteriano e a formação de biofilme representada por etapas de 

adesão, maturação e dispersão, que é afetada, tanto por fatores intrínsecos, como 

extrínsecos. Com os resultados obtidos neste trabalho, classificamos os isolados de 

Listeria sp. em não formadores, fracos, moderados e fortes formadores de biofilme. Do 

grupo de Listeria monocytogenes, três apresentaram o perfil de forte formadores de 

biofilme, no grupo de L. innocua todas apresentaram-se como moderados formadores 

de biofilme, já no grupo das espécies de L. seeligeri, três apresentaram perfil 

de moderado formador de biofilme e uma foi classificada como fraca a capacidade de 

formação de biofilme em microplaca. 

No trabalho de Harvey e Gilmour (2007) foram utilizadas 138 isolados de L. 

monocytogenes, de diversas fontes, como ambientais, alimentos e clínico. Desse total 

de bactérias, 127 foram avaliadas como fracas, 9 como moderadas e 2 como forte 

formadores de biofilme de acordo com a classificação da técnica da microplaca em meio 

de cultura TSB. Estes dados corroboram com os encontrados no presente estudo, 

contudo no presente estudo a maioria (10 de 14) das bactérias apresentaram um perfil 

de moderado formador de biofilme. Segundo Nilsson et al. (2011) o ensaio utilizando o 

método da microplaca é uma medida reprodutível de adesão celular e produção de 

biofilme quando usados dentro dos parâmetros da aplicação, ou seja, avaliação 

comparativa indireta de adesão bacteriana irreversível na produção de biofilme e, 

subsequentemente, medição de biofilme in vitro. 

No estudo conduzido por Dygico et al. (2020) classificou-se a capacidade de 

formação de biofilme em microplaca de 73 dos isolados de L. monocytogenes, estas 

exibiram níveis variados de formação de biofilme, variando entre fraco, moderado e forte, 

dados também observados no presente estudo. Já Osman et al. (2020) relataram que 

todos os isolados L. monocytogenes apresentaram perfil de forte formador de biofilme 

em microplaca. Estes dados diferem dos apresentados neste estudo. Contudo a 

capacidade da Listeria sp. em formar biofilme depende da presença de genes LIPI-
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1, hly e prf A, podendo ser este fator de diferença nos resultados (Price et al., 2018; 

Manso et al., 2019). 

Um parâmetro importante para determinar se há adesão bacteriana ou 

formação de biofilme maduro, é o número de micro-organismos presentes na superfície. 

Segundo Wiktorczyk et al. (2018) e Alonso & Kabuki (2019) contagens acima 5 log10 

UFC/cm2 são considerado com biofilme maduro. A formação de biofilmes acima destes 

valores é relatada também por outros trabalhos (Castro et al., 2017; Ramires et al., 2021). 

No presente estudo observamos que as três L. monocytogenes (4B, ATCC 

35152 e QF Oxford) que demonstraram esta capacidade de formar biofilme no teste da 

microplaca foram capazes de formar biofilme em 24 horas de incubação, em meio de 

cultura TSBYE a 37 °C, tanto em cupons de aço inox quanto em cupons de polipropileno. 

Um estudo descrito por Alonso & Kabuki (2019) onde foi avaliado biofilme em 

aço inox de espécies de L. monocytogenes isoladas de laticínios e fábricas de laticínios, 

demonstraram que os biofilmes de espécies únicas se formaram após 24 horas de 

incubação para L. monocytogenes (5,39 log10 UFC/cm2) em meio de cultura BHI. O 

presente estudo encontrou valores semelhantes utilizando o meio de cultura TSBYE para 

os isolados de L. monocytogenes (4B, ATCC 35152 e QF Oxford) com população de 

(5,20; 5,41 e 5,38 log10 UFC/cm2) em cupons de aço inox e (6,23; 6,55 e 7,03 log10 

UFC/cm2) em cupons de polipropileno. 

A fim de avaliar a capacidade de formar biofilme em aço inox por Listeria 

monocytogenes, isolado de alimentos em estabelecimentos especializados em sushi, 

Ramires et al. (2021) observaram que as contagens de células sésseis variaram entre 

6,4 e 7,2 log10 UFC/cm2 em 24 horas de incubação, sendo que todos os isolados 

produziram biofilme em superfícies de aço inoxidável a 37 °C, utilizando o meio de cultura 

TSBYE. Estes dados corroboram com os resultados encontrados no presente estudo. 

Bonsaglia et al. (2014) avaliaram 30 isolados previamente de ambientes de 

processamento de leite, vegetais e alimentos, na temperatura de 35 °C e após 24 horas 

em aço inox, os isolados produziram biofilme, mas em 48 e 72 horas o número de células 

foi reduzido em 62,5% e 81,3%, respectivamente. Estes dados foram observados com o 

presente trabalho, em cupons de aço inox, onde os três isolados de Listeria 

monocytogenes (4B, ATCC 35152 e QF Oxford) avaliadas apresentaram esta 

capacidade de formar biofilme em temperatura semelhante em 24 horas de incubação 

com substrato meio de cultura. Contudo a L. monocytogenes ATCC 35152 obteve 
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diminuição de células sésseis ao decorrer do tempo com diferença foi significativa em 72 

horas de avaliação. 

Ripolles-Avila et al. (2019) e Skowron et al. (2019) analisaram diferentes 

isolados de L. monocytogenes, avaliando a capacidade em biofilme em aço inox, com 

valores da população celular semelhante aos descritos no presente estudo. 

Os substratos como os meios de cultura podem inibir ou favorecer o 

crescimento de micro-organismos e alterar a composição do biofilme, dependendo das 

estruturas químicas envolvidas da matriz (Bassi et al., 2017). Neste estudo avaliamos a 

capacidade da L. monocytogenes em formar biofilme na matriz alimentar leite integral 

UHT, onde observamos uma adesão bacteriana nos cupons testados. 

Alonso & Kabuki (2019) observaram uma redução de aproximadamente 1 

log10 UFC/cm2 na quantidade de células sésseis em 24 horas, na proteína do soro de 

leite, L. monocytogenes com 4,36 log UFC/cm 2, quando comparada ao o substrato meio 

de cultura 5,39 log10 UFC/cm2. Uma redução de 1,93 e 1,96 log10 UFC/cm2 foi observada 

no presente estudo com valores para L. monocytogenes QF Oxford a 37°C em cupons 

de aço inox de 5,38 log10 UFC/cm2 e cupons de polipropileno de 7,03 log10 UFC/cm2 

células sésseis em 24 horas no meio de cultura.  Quando comparado a matriz alimentar 

leite integral UHT as células sésseis no aço inox foram 3,45 log10 UFC/cm2 e 5,07 log10 

UFC/cm2 em cupons de polipropileno. Essa redução em log10 UFC/cm2 pode ser 

atribuída a proteína do leite devido a sua composição em disputar o mesmo local na 

superfície do aço inox, influenciando a capacidade de adesão bacteriana (Bassi et al., 

2017; Alonso et al., 2020). Portanto a diferença nos valores relacionados aos cupons, 

podem ser influenciadas pela superfície do mesmo, pois o crescimento de L. 

monocytogenes depende das propriedades da superfície, incluindo umidade, topografia, 

disponibilidade de nutrientes, entre outros fatores (Marik et al., 2020; Dygico et al., 2020).  

O fator da temperatura também é um influenciador importante. Observamos 

que a L. monocytogenes QF Oxford apresentou melhor desenvolvimento em temperatura 

ambiente, em ambas as superfícies. Houve uma redução na taxa de log10 UFC/cm2 pela 

exposição à temperatura de refrigeração, uma manutenção intermediária desta taxa no 

grupo exposto à 37°C. A temperatura em torno de 30°C foi relatada como a de maior 

contagem de células sésseis por Mendez et al. (2020) em materiais de inox e 

policarbonato.  O policarbonato é um material semelhante ao polipropileno da família dos 

polímeros (Ginzburg et al., 2020). Este fator é influenciado pela motilidade, expressada 
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em Listeria monocytogenes em temperaturas próximas ao ambiente, e reduzida quando 

expostas em temperaturas de 37°C (Mendez et al., 2020; Muchaamba et al., 2021). 

Em temperatura ambiente os valores do presente estudo apresentados em 

meio de cultura leite UHT nos tempos de 24, 48, 72 horas foram 3,99, 4,23 e 4,22 log10 

UFC/cm2 de células sésseis em inox e 5,23, 5,85, 6,03 log10 UFC/cm2 em polipropileno 

respectivamente. Esses dados são semelhantes ao apresentado por Dygico et al. (2020) 

em inox, polipropileno, alumínio, vidro, rede, nullatarp, concreto selado, policarbonato e 

borracha avaliados em 48 horas em ambos os materiais em temperaturas próximas 

(25°C) obtiveram valores entre 4,2 a 5,3 log10 UFC/cm2. 

A interação cooperativa entre espécies bacterianas, pode alterar a 

composição da matriz do biofilme aumentando a resistência, a biomassa do biofilme 

formado, aderência ou apresentar um ambiente de competição microbiana. Entender o 

desenvolvimento de biofilme de espécies mistas aumenta as chances de desenvolver 

novas ferramentas para erradicar esses biofilmes (Chen et al., 2019; Govaert et al., 2019; 

Fagerlund et al., 2020). 

No presente estudo com cultivo associado em substrato leite UHT 

observamos a adesão celular em superfície de aço inox pela espécie L. 

monocytogenes QF Oxford e P. fluorescens PL7.1, nos tempos de 24, 48 e 72 horas em 

temperatura ambiente. Em polipropileno foi possível observar a formação de biofilme por 

L. monocytogenes QF Oxford nos tempos e temperaturas mencionadas. A P. fluorescens 

PL7.1 apresentou adesão celular em 24 horas em aço inox e formou biofilme após 48 

horas de incubação para ambas as superfícies testadas. 

 Alonso et al. (2020) avaliaram as interações em biofilmes de duas espécies, 

onde foram analisadas na presença de B. cereus produtor de substância antagônica e 

B. cereus não produtor de substância antagônica para L. monocytogenes. O estudo 

mostrou que a L. monocytogenes apresentou aderência ao aço inox com contagens entre 

1,70 e 1,39 log UFC/cm 2 o que não é considerado formação de biofilme, quando em 

crescimento com a espécie produtor de substância antagonista. Por outro lado, ocorreu 

cooperação de crescimento e formação de biofilme, apresentando contagens entre 6,04 

e 5,49 log10 UFC/cm2. 

Maggio et al. (2021) avaliaram as interações entre L. monocytogenes e P. 

fluorescens em biofilmes, os resultados mostraram que L. monocytogenes foi capaz de 

aderir à superfície de aço inox. Em condições de multiespécies, e ao longo do período a 
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quantidade de células sésseis da L. monocytogenes obteve um decaimento, por outro 

lado não influenciaram o nível populacional de P. fluorescens. 

No presente estudo quando avaliamos as culturas mistas em temperatura de 

refrigeração em 72,120 e 168 horas, observamos que no decorrer do tempo as células 

sésseis de L. monocytogenes se mantiveram inferiores a P. fluorescens nesta 

temperatura estudada. 

Bogo et al. (2020) avaliaram a formação de biofilme em aço inox e em 

polipropileno a temperaturas de 7°C, 23°C e 30°C por 24, 48 e 72 horas em duas 

espécies de bactérias psicrotróficas. Na avaliação das células sésseis, foi observado que 

ambas as culturas de Pseudomonas fluorescens, foram capazes de aderir a ambos os 

tipos de superfícies. A contagem de células bacterianas aderentes à superfície de 

polipropileno foi maior do que aquelas aderentes ao aço inox para ambos os isolados, 

isso em decorrência do tipo de superfície dos materiais testados. Estes resultados 

corroboram com os encontrados no presente estudo. Porém, Bogo et al. (2020) não 

observaram diferença entre os tempos e as temperaturas testadas, demonstrando que 

as duas espécies podem aderir aos cupons. 

As práticas sanitárias nos ambientes de produção de alimentos visam a 

eliminação de micro-organismos que possam ser patogênicos ou deteriorantes dos 

alimentos. As soluções à base de cloro, como o hipoclorito e o ácido peracético são os 

desinfetantes amplamente utilizados como sanitizantes em indústria de alimentos 

(Demoliner et al., 2015; Aryal & Peter 2019). Deste modo o presente trabalho avaliou a 

eficácia dos sanitizantes ácido peracético e hipoclorito de sódio na erradicação de células 

sésseis e de biofilme em cultivo associado. Estes dois produtos foram eficazes quando 

aplicados por 10 minutos, em cupons contendo 4,23 log10 UFC/cm2 de células sésseis 

da bactéria L. monocytogenes QF Oxford e 5,46 log10 UFC/cm2 de células sésseis da P. 

fluorescens PL7.1. 

Dhowlaghar et al. (2018) e Aryal & Peter. (2019) avaliaram a eficiência de 

desinfetantes incluindo hipoclorito e ácido peracético e descreveram que hipoclorito em 

baixa concentração é ineficaz na camada orgânica do biofilme, já o ácido peracético 

aplicado por 5 minutos em superfícies pode ser eficaz na redução de biofilmes formados, 

ou ainda a utilização em conjunto de desinfetantes, como compostos de amônio 

quaternário com peróxido de hidrogênio ou ácido peracético com peróxido de hidrogênio 

para obtenção de eficiência completa. Lee et al. (2019) avaliaram ácido peracético em 
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biofilmes formados por Listeria monocytogenes isoladas de uma fábrica de 

processamento de queijo, brasileira, indicando a eficiência deste sanitizante em biofilmes 

formados em aço inox. Resultados semelhantes foram observados neste estudo, 

indicando que a aplicação por 10 minutos foi eficaz na eliminação de células aderidas de 

L. monocytogenes e biofilmes de P. fluorescens em cultivo associado. 

Os isolados de Listeria sp. obtidos, mostraram-se como persistentes, com 

capacidade de adesão e formação de biofilme em superfície usadas nas indústrias de 

alimentos (aço inox e polipropileno). Além disso, demonstraram ser resistente a alguns 

antimicrobianos podendo representar risco para os consumidores. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Este estudo identificou três espécies de isoladas de produtos de origem 

animal, fatiados e superfícies de manipulação de alimentos em Laboratórios de 

Fiambreria. As espécies identificadas foram: L. monocytogenes, L. innocua e L. seeligeri, 

sendo que na susceptibilidade a antimicrobiano das espécies avaliadas, observamos que 

todos os isolados são sensíveis aos principais antimicrobianos utilizados no tratamento 

de infecções causadas por L. monocytogenes. Contudo (66,6%) apresentaram 

resistência a clindamicina ou a sulfazotrin. A pesquisa demonstrou que, os isolados de 

Listeria sp. exibiram níveis variados de formação de biofilme, entre fraco, moderado e 

forte formador de biofilmes in vitro. 

A L. monocytogenes 4B, L. monocytogenes ATCC 35152 e L. monocytogenes 

QF Oxford, demonstraram capacidade de formar biofilme em cupons de aço inox e 

polipropileno com substrato meio de cultura TSBYE além disso a L. monocytogenes QF 

Oxford demonstrou capacidade de adesão em cupons, utilizando substrato de leite 

integral UHT e em cultivo de mono-espécie ou em cultivo associado a Pseudomonas 

fluorescens PL7.1 em diferentes temperaturas. 

Os sanitizantes ácido peracético na concentração de 0,2% e hipoclorito de 

sódio (% 2,0 – 2,5 p/p), demonstraram eficiência na erradicação de células sésseis e 

biofilme em aço inox, quando aplicados por aplicado por 10 minutos. 

As superfícies e os alimentos quando manipulados de forma inadequada 

podem abrigar estes microrganismos, e como potencial formadoras de biofilmes 

aumentam a prevalência de Listeria sp. nestes locais, tornando assim motivo de 

preocupação para o setor de alimentos. 
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RESUMO 

Na indústria de alimentos, a formação de biofilmes resulta em graves problemas de 

recontaminação microbiana. Este trabalho buscou estudar isolados de Listeria sp. obtidos de 

produtos fatiados e superfícies de manipulação de alimentos em Laboratórios de Fiambreria. 

Foram identificadas Listeria monocytogenes, L. innocua e L. seeligeri. Na avaliação da 

susceptibilidade aos antibióticos, os isolados foram sensíveis à ampicilina e penicilina, que são os 

principais antibióticos utilizados no tratamento. Os isolados demonstraram capacidade de 

formação de biofilme em microplaca e em cupons de aço inox e polipropileno, com variação de 

células sésseis entre 4,29 a 7,03 log10 UFC/cm2 em TSBYE.  Esta capacidade também foi 

observada em matriz alimentar composta de leite integral UHT em cultivo de mono-espécie e em 

cultivo associado de L. monocytogenes com Pseudomonas fluorescens. A aplicação dos 

sanitizantes ácido peracético e hipoclorito de sódio demonstraram eficiência na erradicação de 

células aderidas e biofilmes formados em cupons de aço inox. Portanto, os isolados de Listeria sp. 

mostraram-se como persistentes e com capacidade de formar biofilme em cultivo de mono-espécie 

ou associado à P. fluorescens, com diferentes condições. Levando-se em consideração esses 

aspectos, destaca-se a necessidade de higienização adequada no processo de produção de alimentos 

a fim de evitar riscos à saúde dos consumidores. 
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INTRODUÇÃO 

O aumento na frequência de doenças transmitidas por alimentos tem sido relatado nos 

últimos anos, sendo a Listeria sp. um dos microrganismos implicados em surtos. Esta bactéria é 

encontrada em diferentes ambientes como solo, água, animais, humanos e nos Laboratórios de 

Fiambreria. Estes ambientes manipulam produtos de origem animal prontos para consumo sendo 

ambientes importantes de serem estudados considerando o risco da permanência de bactérias em 

superfícies de processamento (Andrade, Moura, Silva & Medeiros, 2019, Skowron et al., 2019).  

A Listeria sp. é um bacilo Gram-positivo, não esporulado, anaeróbio facultativo, que possui 

capacidade de crescimento em temperaturas de 2,5ºC a 44ºC, bem como em pH entre 6,0 e 8,0 e 

tolera diferentes concentrações de sal (Skowron et al., 2019; EFSA, 2019). Atualmente para o 

gênero Listeria são descritas vinte e oito espécies assim nomeadas: L. aquatica, L. booriae, 

L. cornellensis, L, cossartiae, L. costaricensis, L. denitrificans, L. farberi, L. fleischmannii, 

L. floridensis, L. goaensis, L. grandensis, L. grayi, L. immobilis  L. innocua, L. ivanovii, L. marthii, 

L. monocytogenes, L. murrayi, L. newyorkensis, L. portnoyi, L. riparia, L. rocourtiae, L. rustica, 

L. seeligeri, L. thailandensis, L. valentina, L. weihenstephanensis e L. welshimeri (Parte, Sardà 

Carbasse, Meier-Kolthoff, Reimer & Göker, 2020). A Listeria monocytogenes representa uma das 

principais preocupações em alimentos de origem animal, devido à sua taxa de mortalidade de 

15,6% especialmente para indivíduos imunocomprometidos, idosos e gestantes (Baba et al., 2021; 

Mazaheri, Cervantes-Huamán, Bermúdez-Capdevila, Ripolles-Avila & Rodriguez-Jerez, 2021). 

A capacidade de persistência deste microrganismo deve-se a habilidade em aderir-se à 

superfícies e formar biofilme (Ramires, T., Kleinubing, N. R., Iglesias, M.A., Vitola, H. R. S., 

Núncio, A. S. P., Kroning, I. S., Moreira, G. M. S. G., Fiorentini, Â. M., da Silva, W. P, 2021). O 

termo biofilme é definido como uma comunidade estruturada de células bacterianas, dentro de 

uma matriz polimérica microbiana, associadas a uma superfície, conferindo proteção à bactéria 

(Fagerlund, Heir, Moretro &Langsrud, 2020). Listeria sp. isoladas de alimentos e de ambientes de 

processamento de alimentos, vem sendo descritas como bactérias formadoras de biofilme em 

diferentes ambientes (Lee et al., 2019; Skowron et al., 2019; Alonso, Perez, Harada & Miho, 2020). 

As células que compõem os biofilmes são mais resistentes do que as células em seu estado 

planctônico, podendo sobreviver aos processos de sanitização, impactando negativamente na 

segurança dos alimentos (Fagerlund et al., 2020). Diante disto o presente trabalho objetivou 

identificar espécies de Listeria sp. isoladas a partir de Laboratórios de Fiambreria e avaliar o 

potencial de formação de biofilme em diferentes condições. 
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MATERIAL E MÉTODO 

Linhagens de Listeria sp. e condições de cultivo 

 

Foram estudadas 14 bactérias do gênero Listeria sp. Destas, 12 foram isoladas de amostras 

de produtos de origem animal, alimentos fatiados e superfícies de manipulação de alimentos em 

Laboratórios de Fiambreria em Porto Alegre – RS. Estes isolados foram mantidos em glicerol 20% 

a uma temperatura de - 20 °C. Para reativação, as bactérias foram transferidas para tubos com 

Trypticase Soy Broth, acrescido de 0.6 % Yeast Extract (TSBYE) (Hua, Korany, El-Shinamy & 

Zhu, 2019) incubados a temperatura de 37 °C por 24 horas. Após seu crescimento, as bactérias 

foram semeadas por esgotamento em placas de Trypticase Soy Agar com 0.6 % Yeast Extract 

(TSAYE) e incubados a temperatura de 37 °C por 24 horas. A identificação dos isolados foi 

realizada através do método Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization – Time of Flight Mass 

Spectrocopy (MALDI-TOF/MS). Esta técnica foi realizada através do método de extração 

química, de acordo com o protocolo etanol/ácido fórmico (Pyz-lukasik, Gondek, Winiarczyk, 

Michalak, Paszkiewicz, Piróg-Komorowska, Policht & Ziomek, 2021). Este procedimento foi 

realizado no Instituto de Ciências Básicas da Saúde/ UFRGS pelo equipamento MALDI Biotyper 

4.0 software MBT OC. 

 

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

Para esta avaliação foi empregado o Método Kirby-Bauer. Para isto as suspensões 

bacterianas foram padronizadas pela escala de McFarland 0.5 e semeadas em superfície de Agar 

Mueller-Hinton (MH) com 5% de sangue de cavalo desfibrinado. Foram empregados os discos de 

antibióticos contendo penicilina (1 UI); ampicilina (2 μg); meropenem (10 μg); eritromicina (15 

μg) e sulfazotrim (25 μg), conforme recomendações do European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing (EUCAST 2019). Também foram empregados os discos de ciprofloxacina 

(5 μg); clindamicina (2 μg); tetraciclina (30 μg) conforme Clinical and Laboratory Standards 

Institute 28th Edition (CLSI, 2018).  As placas foram incubadas a 35±1ºC, em aerobiose por 18 a 

20 horas e interpretadas conforme as recomendações. 

 

Avaliação da capacidade de formação de biofilmes pelo método da microplaca 
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A capacidade de formação de biofilme in vitro foi determinada de acordo com o descrito 

por (Stepanovic, Cirkovic, Ranin & Svabic-Vlahovic, 2004). As placas de microtitulação de 

poliestireno (96 poços) estéreis foram preenchidas com 180 µL de caldo TSBYE. As espécies de 

Listeria sp. foram ressuspendidas em solução salina 0,85 % e ajustadas conforme escala 0.5 de 

McFarland e 20 µL dessa solução foi inoculada por poço, em octoplicata. Para o controle negativo, 

foi empregado somente o caldo TSBYE, seguido pelo controle positivo Staphylococcus 

epidermidis ATCC 35984 (Schmidt, Estes, McLaren & Spangehl, 2018). As placas de 

microtitulação foram incubadas à 37 º C por 48 horas. Posteriormente, foram lavadas com 200 µL 

solução salina 0,85% e a fixação das bactérias foi realizada com 200 µL de metanol durante 20 

minutos. Após, a microplaca foi corada com 200 µL de cristal violeta (0,1%) durante 15 minutos, 

seguido de lavagem com água destilada estéril. Após a secagem das microplacas, o botão corado 

fixado ao fundo dos poços foi ressuspendido em 200 µL de etanol 95%, e mantidas em repouso 

durante 30 minutos e então realizada a quantificação dos biofilmes. A densidade óptica (DO) da 

suspensão foi quantificada com auxílio de um leitor espectrofotômetro de microplacas em 

comprimento de onda de 595 nm (Marca: Anthos 2010 Type 17 550 S. Nº 17 550 4894). A 

classificação para formação do biofilme seguiu os critérios descritos por Chusri, Phatthalung e 

Voravuthikunchai (2012). A DO média do controle negativo foi o ponto de corte (PC). Os isolados 

foram classificados da seguinte forma: Não formadores de biofilme (NF): amostras cuja DO foi 

menor que o ponto de corte. Fracos formadores de biofilme (FRA): amostras com DO média acima 

do ponto de corte, porém menor ou igual ao dobro do PC. Moderados formadores de biofilmes 

(MF): amostras com DO média acima do dobro do PC, porém menor ou igual a 4 x o PC. Fortes 

formadores de biofilme (FF): amostras com DO média maior que 4 x o valor do PC. 

 

Avaliação da capacidade de formação de biofilmes em aço inox e polipropileno em meio de 

cultura TSBYE 

 

No estudo foram utilizados os cupons de aço inox AISI 304 e cupons de polipropileno 

ambos contendo 1 cm2. Os cupons foram higienizados conforme descrito por Alonso et al. (2020) 

e e Bogo, Costa, Frazzon & da Motta, (2020) com modificações. Para o experimento, as colônias 

bacterianas selecionadas foram transferidas para meio de cultura TSBYE e incubadas a 37 º C 

durante 24 horas. Após uma alíquota de 25 µL foi transferida para 100 mL de TSBYE, obtendo-

se ≅3 log10 UFC/mL (T0). Três cupons de cada material foram imersos em tubos separados 
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contendo 10 mL com os inóculos em TSBYE e incubados em estufa sem agitação a 37 º C até 72 

horas. A cada 24 horas um cupom de cada tubo foi assepticamente removido, lavado em dH2O 

estéril para remover células planctônicas e após, foram imersos em 10 mL de solução salina 0,85 

% e submetidos a agitação em vórtex por 3 min para remoção das células sésseis (Alonso & 

Kabuki. 2019). A avaliação da contagem das células foi realizada em T0, 24, 48 e 72 horas, pelo 

do método descrito por Miles, Mirsa, & Irwin (1938), com modificações. As placas de Petri 

contendo TSAYE foram incubadas a 37 º C por 24 horas para determinar o número de células 

sésseis, expresso em log10 UFC/cm2 e o número de células planctônicas, expresso em log10 

UFC/mL. 

 

Avaliação da capacidade de formação de biofilmes em aço inox e polipropileno em 

substrato leite UHT integral 

 

Os cupons foram preparados conforme experimento anterior sendo aqui empregado o 

substrato leite UHT integral em diferentes temperaturas. Nas incubações a 37 º C e temperatura 

ambiente, com média de 28,6 ºC, as células sésseis e planctônicas foram avaliadas nos tempos: 

T0, 24, 48 e 72 horas. Já para os inóculos mantidos em temperatura de refrigeração, com média de 

7,9 º C, as avaliações foram em: T0, 72, 120 e 168 horas. A cada tempo de incubação, foram 

realizadas avaliações conforme o método descrito por Miles et al. (1938), com modificações. 

 

Avaliação da capacidade de formação de biofilme em aço inox e polipropileno em substrato 

leite UHT integral com duas espécies bacterianas 

 

As espécies bacterianas utilizadas foram Listeria monocytogenes QF Oxford e 

Pseudomonas fluorescens PL7.1 (Bogo et al., 2020). Estes microrganismos foram cultivados nas 

temperaturas ótimas de crescimento por 24 horas padronizando-se os inóculos iniciais em ≅3 log10 

UFC/mL de ambas as espécies (T0) e associados (1:1). Os cupons foram incubados, em 

temperatura ambiente (27,4°) com avaliações nos tempos de T0, 24, 48 e 72 horas e em 

refrigeração (8,2°C) com avaliações em: T0, 72, 120 e 168 horas. A cada tempo de incubação, 

foram realizadas avaliações conforme o método descrito por Miles et at. (1938), com 

modificações. As contagens foram realizadas em meio de cultura seletivos: Agar Listeria Oxford 

e Agar Cetrimide. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 24 horas e o número de 

células expressos conforme descrito anteriormente. 
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Erradicação do biofilme formado em aço inox por ação de sanitizantes 

 

A avaliação dos sanitizantes sobre os biofilmes formados foi de acordo com a metodologia 

descrita por Young-Min, Seung-Youb e Sun-Young (2012) e Ga-Hee e Dong-Hyun (2016). Os 

sanitizantes utilizados foram: ácido peracético na concentração de 0,2% (Peroxoni Top -Launer 

Química Indústria e Comércio Ltda-Brasil - Teor de ativo % Ácido Peracético ≥ 15,00) e 

Hipoclorito de Sódio (Água sanitária Ypê cloro ativo - Amparo Ltda-Brasil - Teor de cloro ativo 

% 2,0 – 2,5 p/p) aplicado conforme indicação dos fabricantes. As condições dos biofilmes testados 

nesta etapa foram com duas espécies, sendo empregadas a L. monocytogenes QF Oxford e P. 

fluorescens PL7.1, em substrato de leite UHT integral conforme detalhado no item 2.6. Após 72 

horas de formação de biofilme em cupons de aço inox, foi realizada a contagem das células sésseis 

em cupons controle e após empregada a higienização com os dois produtos. Para isso os cupons 

foram lavados três vezes em dH2O estéril para remover células planctônicas. Os cupons de aço 

inox contendo células sésseis foram imersos em tubos com 10 mL do produto sanitizante por 10 

minutos em temperatura ambiente, sendo acompanhado do mesmo procedimento em dH2O estéril 

na condição de controle negativo. Transcorrido o tempo os cupons foram lavados três vezes em 

dH2O estéril para remover os sanitizantes e imerso em 10 mL de solução salina 0,85 % NaCl e 

submetidos a agitação em vórtex por 3 minutos para remoção das células sésseis após ação do 

agente sanitizante. Nesta etapa foi realizada a contagem das células sésseis através do método 

descrito por Miles et al. (1938), com modificações. As contagens foram realizadas em meio Plate 

Count Agar (PCA), Agar Listeria Oxford e Agar Cetrimide. As placas foram incubadas a 

temperatura ambiente por 24 horas e o número de células sésseis, expresso em log10 UFC/cm2 e o 

número de células planctônicas, expresso em log10 UFC/mL. 

 

Statistical analysis 

 

Data were analysis using SPSS, version 18.0. Qualitative data comparisons were performed 

by the Chi-square test with adjusted residual analysis. Quantitative data were compared using 

Student's t-test for independent or paired samples, and Analysis of Variance (ANOVA) with post 

hoc Bonferroni test, when applicable. Significance fixed at 5% for all analyses. 

 

RESULTADOS 
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Identificação das espécies de Listeria sp. 

 

Um total de 14 bactérias foram utilizados neste estudo. Foram identificadas quatro espécies 

pertencentes a L. monocytogenes, quatro de L. innocua e quatro pertencentes a espécie L. seeligeri. 

Além destes isolados as cepas padrão L. monocytogenes ATCC 35152 e L. monocytogenes ATCC 

7644 também foram empregadas no estudo (Kumar, Parvathi, George, Krohne, Karunasagar, & 

Karunasagar, 2009; Wiktorczyk, Grudlewska, Skowron, Gryń, & Gospodarek-Komkowska, 

2018). As bactérias, L. monocytogenes 17D78/03, L. monocytogenes 4C, L innocua 6B, foram 

isolados de alimentos. Os isolados L. innocua L07, L. innocua L10 e L. innocua L13, foram 

isolados de leite cru de búfala. A L. monocytogenes 4B foi isolada de carcaça de frango. Os 

isolados L. seeligeri BQ Oxford e L. seeligeri BP Oxford foram isolados de bancadas de queijo. A 

bactéria L. seeligeri BP Palcam, foi isolada da bancada do presunto e a bactéria L. seeligeri MP 

Oxford foi isolada de mãos de manipulador de alimento. A L. monocytogenes QF Oxford foi 

isolada de queijo fatiado. A espécies com suas respectivas origens estão listadas na tabela 1. As 

coletas foram realizadas juntamente com o serviço de Vigilância de Alimentos da Secretaria da 

Saúde de Porto Alegre, conforme a Lei Estadual 6503/72 e Decreto Estadual 23430/74– RS.  

 

Table 1. Species of Listeria sp. identified in MALDI-TOF/MS with their code and origins, with the respective classifications regarding 

the potential of biofilm formation in microplate 

Microorganism (species) Code Origin Classification 

Staphylococcus epidermidis* # ATCC 35984 American Type Culture Colection SF 

L. monocytogenes # ATCC 35152 American Type Culture Colection SF 

  ATCC 7644 American Type Culture Colection MF 

L. monocytogenes 17D78/03 food isolate MF 

  QF Oxford sliced cheese isolate SF 

  4B Chicken carcass isolate SF 

  4C food isolate MF 

L. innocua L10 Isolated from raw buffalo milk MF 

  L13 Isolated from raw buffalo milk MF 

  6B food isolate MF 

  L07 Isolated from raw buffalo milk MF 

L. seeligeri BQ Oxford Cheese Countertop isolate MF 

  BP Palcam Ham Countertop isolate MF 

  BP oxford Cheese Countertop isolate MF 

  MP Oxford Food handler hands isolated WF 

*Positive Control SF; #ATCC; NF-Non-biofilm former; WF- Weak biofilm former; MF- Moderate biofilm former; SF- Strong biofilm 

former. 

 

 



 

 

75 
 

Avaliação do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos 

 

Na avaliação da susceptibilidade aos antibióticos as bactérias pesquisadas demonstraram 

sensibilidade a Ampicilina (2 μg); Penicilina (1 UI); Tetraciclina (30 μg); Meropenem (10 μg) e 

Eritromicina (15 μg). Contudo, observou-se que das 14 (100%) bactérias pesquisadas nove (64,3%) 

apresentaram resistência a pelo menos um antibiótico testado. Deste grupo resistente, os isolados 

L. monocytogenes 4C e L. seeligeri BP Oxford, apresentaram este perfil a clindamicina (2 μg) e a 

sulfazotrim (25 μg). A L. monocytogenes ATCC 35152, L. monocytogenes 4B, L. innocua 6B, L. 

innocua L10, L. innocua L07, foram resistentes a clindamicina (2 μg). As bactérias L. 

monocytogenes ATCC 7644 e 17D78/03, L. innocua L13 e L. seeligeri BQ Oxford apresentaram 

sensibilidade intermediaria a clindamicina (2 μg), sendo que o isolado L. seeligeri BQ Oxford 

apresentou este perfil também a ciprofloxacina (5 μg). 

 

Avaliação da capacidade de formação de biofilmes pelo método da microplaca 

 

Na avaliação da formação de biofilmes pelo método da microplaca, três isolados de L. 

monocytogenes apresentaram perfil de forte formador de biofilme (FF): L. monocytogenes 4B 

(carcaça de frango), L. monocytogenes ATCC 35152, L. monocytogenes QF Oxford (queijo 

fatiado). L. seeligerii MP Oxford, isolada de mãos manipulador de alimento, apresentou- se como 

fraco formador de biofilme (FRA). As demais bactérias apresentaram resultados como moderado 

formador de biofilme (MF). Os dados encontram-se descritos na Tabela 1. 

 

Avaliação da capacidade de formação de biofilmes em aço inox e polipropileno em meio de 

cultura TSBYE 

 

Os resultados obtidos neste teste mostraram que os isolados L. monocytogenes 4B, L. 

monocytogenes ATCC 35152 e o isolado L. monocytogenes QF Oxford, foram capazes de formar 

biofilme em aço inox e em polipropileno nos tempos observados. A média dos valores de células 

planctônicas observados durante o tempo de estudo de até 72 horas, foi de 8,76 ±0,4 log10 

UFC/mL. 

A população de células sésseis em aço inox foi entre 5,20 e 5,52 log10 UFC/cm2 para a L. 

monocytogenes 4B, entre 5,41 e 4,29 log10 UFC/cm2 na cepa L. monocytogenes ATCC 35152 e 

entre 5,36 e 5,68 log10 UFC/cm2 no isolado L. monocytogenes QF Oxford nos tempos estudados 
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de até 72 horas (Figura 1A). 

Em superfície de polipropileno os valores de células sésseis foi entre 6,22 e 6,72 log10 

UFC/cm2 para a L. monocytogenes 4B, entre 6,44 e 6,62 log10 UFC/cm2 para a cepa L. 

monocytogenes ATCC 35152 e entre 6,86 e 7,03 log10 UFC/cm2 no isolado L. monocytogenes QF 

Oxford nos tempos estudados (Figura 1B). 
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Figure 1. Evaluation of biofilm formation capacity of bacteria L. monocytogenes 4B, L. monocytogenes ATCC 35152 and L. monocytogenes QF 

Oxford, stainless steel (A) and polypropylene (B), with TSBYE culture at temperature of 37 °C for 24, 48 and 72 hours. CFU – colony forming 

unit. abDifferent letters indicate a statistical difference between the analyzed groups. 

 

Quando comparadas as três bactérias na superfície inox (Figura 1A), não houve diferença 

entre os grupos para os log10 UFC/cm2 em 24 horas (ANOVA de uma via, F (2,6) = 0,362, p=0,710) 

ou em 48 horas (ANOVA de uma via, F (2,6) = 3,782, p = 0,087). Por outro lado, evidenciou-se 

que em 72 horas houve uma diferença para os log10 UFC/cm2 (ANOVA de uma via, F (2,6) 

=40,981, p≤0,0001), onde o grupo L. monocytogenes ATCC 35152 apresentou menor média que 

os grupos L. monocytogenes 4B e L. monocytogenes QF Oxford (post hoc de Bonferroni, p≤0,005). 

Para a superfície polipropileno (Figura 1B), não houve diferença entre os grupos para os log10 

UFC/cm2 em 24 horas (ANOVA de uma via, F (2,6) =2,577, p=0,156), 48 horas (ANOVA de uma 

via, F (2,6) =3,739, p=0,088) ou 72 horas (ANOVA de uma via, F (2,6) =0,620, p=0,569). 

 

Avaliação da capacidade de formação de biofilmes por Listeria monocytogenes QF Oxford 

em aço inox e polipropileno em substrato leite UHT em diferentes condições 

 

Na temperatura de 37 º C a média da população de células planctônicas nos tubos contendo 

cupons de aço inox e polipropileno foi de 8,24±0,4 log10 UFC/mL nos tempos de até 72 horas. 

A população de células sésseis em cupons de aço inox variou entre 3,10 a 3,48 log10 

UFC/cm2 (figura 2A). Já em cupons de polipropileno os valores das células sésseis foram entre 

4,75 a 5,07 log10 UFC/cm2 (figura 2B), nos tempos estudados. 
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Quando análises pareadas compararam os diferentes tempos analisados, os log10 UFC/cm2 

do grupo L. monocytogenes QF Oxford na superfície inox com o meio leite integral UHT 

apresentou uma redução significativa no tempo de 72 horas quando comparado ao tempo de 48 

horas (Teste t de Student para amostras pareadas, p= 0,025), não apresentando diferença para as 

demais análises. 

Na avaliação da capacidade de formação de biofilme em temperatura ambiente a média dos 

valores de células planctônicas em aço inox e polipropileno foi de 8,54±0,1 log10 UFC/mL nos 

tempos de até 72 horas. A população de células sésseis em aço inox variou entre 3,99 a 4,23 log10 

UFC/cm2 (figura 2C). Nos cupons de polipropileno a população de células sésseis foram entre 5,23 

a 6,03 log10 UFC/cm2 nos tempos estudados (figura 2D). 

No presente estudo, avaliou-se também a capacidade de formação de biofilme em 

temperatura de refrigeração com tempos de 72, 120 e 168 horas. Nestes tempos a média dos valores 

de células planctônicas nos tubos contendo os cupons de aço inox e polipropileno foi de 7,16±1,3 

log10 UFC/mL. Nos cupons de aço inox os valores de células sésseis não foram observados em 72 

horas de incubação. Já os resultados, provenientes de 120 e 168 horas foram 3,31 a 4,04 log10 

UFC/cm2 de células sésseis respectivamente (figura 2E). Os valores referentes as células sésseis 

nos cupons de polipropileno foram entre 3,23 a 4,78 log10 UFC/cm2 nos tempos estudados (figura 

2F). 
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Figure 2. Evaluation of the biofilm formation capacity of the isolate L. monocytogenes QF Oxford, in stainless steel (A, C, E) and Polypropylene 

(B, D, F) in substrate in UHT milk at a temperature of 37 °C (A , B), room temperature (C, D) for 24, 48 and 72 hours and refrigeration temperature 

(E, F) for 72,120,168 hours. CFU – colony forming unit. abDifferent letters indicate statistical difference between the analyzed groups. 

 

Em 37 °C, os log10 UFC/cm2 do grupo L. monocytogenes QF Oxford diminuíram em 72 

horas em relação a 48 horas na superfície inox (Teste t de Student para amostras pareadas, p=0,025, 

Figura 2A), não se observando alterações na superfície polipropileno (Figura 2B). Em temperatura 

ambiente, os log10 UFC/cm2 do grupo QF Oxford aumentaram em 48 horas em relação a 24 horas 

na superfície inox (Teste t de Student para amostras pareadas, p=0,043, Figura 2C) e em 72 horas 

em relação a 24 horas na superfície polipropileno (Teste t de Student para amostras pareadas, 

p=0,035, Figura 2D). Em temperatura de refrigeração, os log10 UFC/cm2 do grupo L. 

monocytogenes QF Oxford, na superfície de inox, aumentaram em 120 horas em relação a 72 horas 

(Teste t de Student para amostras pareadas, p=0,001, Figura 2E) e em 168 horas em relação a 120 

horas (Teste t de Student para amostras pareadas, p=0,049, Figura 2E). Um aumento no log10 

UFC/cm2 do grupo L. monocytogenes QF Oxford, em polipropileno, foi evidenciado em 120 e 168 

horas em relação a 72 horas, quando mantidas em temperatura de refrigeração (Figura 2F). 

Adicionalmente, observou-se uma diferença entre os log10 UFC/cm2 do grupo L. monocytogenes 

QF Oxford em 72 horas tanto na superfície de aço inox (F(2,5) =2122.375, p≤0,0001, Figura 2 A, 
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C, E) quanto em polipropileno (ANOVA de uma via, F(2,6)=133,646, p≤0,0001, Figura 2B, D, 

F). Em ambas as superfícies, houve aumento dos log10 UFC/cm2 quando expostos à temperatura 

ambiente em comparação com as demais temperaturas testadas (post hoc de Bonferroni, p≤0,05 

para ambos os casos). 

 

Avaliação da capacidade de formação de biofilmes por L. monocytogenes QF Oxford 

associado a P. fluorescens PL7.1 em aço inox e polipropileno com substrato leite UHT em 

diferentes temperaturas 

 

Os resultados da capacidade de formação de biofilme em aço inox e polipropileno com 

duas bactérias associadas (Listeria monocytogenes QF Oxford e Pseudomonas fluorescens PL7.1) 

foi avaliada em temperatura ambiente em tempos de 24, 48 e 72 horas e temperatura de 

refrigeração nos tempos de 72, 120 e 168 horas. Nas avaliações em temperatura ambiente a média 

das células planctônicas de L. monocytogenes QF Oxford e P. fluorescens PL7.1 foi de 8,17±0,4 

log10 UFC/mL nos tempos estudados. Em temperatura ambiente as avaliações no aço inox 

apresentaram contagens de células sésseis entre 3,99 a 4,84 log10 UFC/cm2 para o isolado L. 

monocytogenes QF Oxford e entre 3,54 a 6,07 log10 UFC/cm2 para a bactéria P. fluorescens PL7.1 

(Figura 3A). Nos cupons de polipropileno os valores de células sésseis foram entre 5,46 e 5,66 

log10 UFC/cm2 para o isolado L. monocytogenes QF Oxford e entre 5.40 a 6,71 log10 UFC/cm2 

para P. fluorescens PL7.1 (Figura 3B).  

Nas avaliações em temperatura de refrigeração a média dos valores de células planctônicas 

de L. monocytogenes QF Oxford e P. fluorescens PL7.1 foi de 6,71±1,1 log10 UFC/mL nos tempos 

estudados. Nos cupons de aço inox os valores de células sésseis do isolado L. monocytogenes QF 

Oxford não foram recuperadas em 72 horas de incubação. Já os resultados, provenientes de 120 e 

168 horas foram 3,04 e 3,85 log10 UFC/cm2 de células sésseis respectivamente. Para P. fluorescens 

PL7.1 os valores de células sésseis foram entre 4,40 a 4,73 log10 UFC/cm2 nos tempos estudados 

(Figura 3C). 

Nos cupons de polipropileno os valores de células sésseis do isolado L. monocytogenes QF 

Oxford não foram observados em 72 horas de incubação. Já nos tempos de 120 e 168 horas os 

valores foram de 2,89 e 3,82 log10 UFC/cm2 células sésseis respectivamente. Para a P. fluorescens 

PL7.1 os valores de células sésseis em polipropileno foram entre 5,60 a 5,77 log10 UFC/cm2 nos 

tempos estudados (Figura 3D). 
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Figure 3. Biofilm formation capacity evaluation with association of L. monocytogenes QF Oxford, and P. fluorescens PL7.1 in stainless steel (A) 

and Polypropylene (B) in substrate in UHT milk at room temperature (A, B) at 24, 48, 72 hours and refrigeration temperature 72, 120, 168 hours 

(C, D). CFU – colony forming unit. *Statistical difference between analyzed groups. 

 

Observou-se um maior log10 UFC/cm2 de células sésseis do grupo L. monocytogenes QF 

Oxford em 24 horas em aço inox e temperatura ambiente em relação as células sésseis do grupo 

P. fluorescens PL7.1 (Teste t de Student para amostras independentes, p=0,028). Também foi 

observado um aumento de células sésseis em 72 horas em cupons de aço inox e temperatura 

ambiente do grupo P. fluorescens PL7.1 em relação ao grupo L. monocytogenes QF Oxford (Teste 

t de Student para amostras independentes, p=0,028) (Figura 3A). Similarmente, nos cupons de 

polipropileno e temperatura ambiente, o grupo P. fluorescens PL7.1 apresentou maior log10 

UFC/cm2 de células sésseis em 72 horas (Teste t de Student para amostras independentes, p=0,038) 

(Figura 3B). Em aço inox e polipropileno na temperatura de refrigeração, o grupo P. fluorescens 

PL7.1 apresentou maior log10 UFC/cm2 de células sésseis em 72, 120 e 168 horas em relação ao 

grupo L. monocytogenes QF Oxford (Teste t de Student para amostras independentes, p≤0,0001) 

(Figura 3C e 3D). 

 

Avaliação dos sanitizantes na erradicação do biofilme em aço inox 

 

Os sanitizantes foram aplicadas em biofilme multi-espécies conforme descrição no item 

2.7. Após a incubação os cupons de aço inox contendo 4,23 log10 UFC/cm2 de células sésseis da 

bactéria L. monocytogenes QF Oxford e 5,46 log10 UFC/cm2 de células sésseis da bactéria P. 

fluorescens PL7.1 foram imersos em ácido peracético e hipoclorito de sódio. Transcorrido o tempo 
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da aplicação, foi realizada a contagem das células sésseis, para quais não foi observado 

crescimento no grupo tratado. Em 72 horas, na bactéria L. monocytogenes QF Oxford, um efeito 

de grupo (ANOVA de uma via, F(4,9) =2686,580, p≤0,0001) foi observado, sendo a média de 

log10 UFC/cm2 do grupo L. monocytogenes QF Oxford maior que o grupo controle e todas maiores 

que os sanitizante (ácido peracético e hipoclorito de sódio) (post hoc de Bonferroni, p≤0,05). O 

mesmo efeito foi evidenciado em 72 horas na bactéria P. fluorescens PL7.1 sendo a média de log10 

UFC/cm2 do grupo PL7.1 (ANOVA de uma via, F (4,9) =8811,621, p≤0,0001, post hoc de 

Bonferroni, p p≤0,05). 

 

DISCUSSÃO 

 

O presente estudo, analisou espécies de Listeria sp. a partir de amostras de alimentos, 

fatiados e superfícies de manipulação de alimentos em Laboratórios de Fiambreria no município 

de Porto Alegre - RS e identificou quatro espécies de L. monocytogenes, quatro de L. innocua e 

quatro pertencentes a espécie L. seeligeri. A ocorrência destas bactérias em alimentos prontos para 

consumo ou em locais, como bancadas de manipulação indica que as medidas de segurança para 

prevenir a contaminação devem ser melhoradas imediatamente. As espécies de L. monocytogenes, 

L. innocua, L. seeligeri são relatadas por outros trabalhos identificando estes micro-organismos 

em amostras semelhantes ao presente estudo (Skowron et al., 2019; Osman, Kappel, Fox, Orabi, 

& Samir, 2020; Gwida et al., 2020). No Brasil, Pessoa et al. (2020) descreveram a presença de 

Listeria sp. em salames do tipo Italiano, prontos para consumo. Souza et al. (2020) relataram a 

presença de L. monocytogenes e L. innocua em isolados de carcaça de frango. Estes dados 

reforçam os resultados apresentados e indicam possíveis falhas no processo de produção e 

processamento do alimento. 

Para a maioria das infecções causadas por L. monocytogenes o tratamento de escolha é a 

ampicilina ou a penicilina, podendo ser utilizado eritromicina, gentamicina ou substituído por 

sulfametoxazol-trimetoprima (sulfazotrim) (Durán-Garrido, Gómez-Palomo, Estades-Rubio & 

Jiménez-Garrido, 2020; Rzepniewski, Goluchowska, Idziakowska & Najman, 2020). Na avaliação 

da susceptibilidade aos antimicrobianos, dos oito antimicrobiano testados, a ampicilina e a 

penicilina demonstraram-se eficientes na eliminação desta bactéria. Contudo observamos que 

64,3% das bactérias utilizados no estudo apresentaram resistência a pelo menos um antibiótico 

testado. Os antibióticos para os quais a resistência foi identificada foram a clindamicina (2 μg) e o 

sulfazotrim (25 μg). A resistência a clindamicina com isolados de L. monocytogenes é amplamente 
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descrita por outros trabalhos (Escolar, Gómez, del Carmen Rota García, Conchello, & Herrera, 

2017; Ha, Myung & Yong, 2017; Oliveira et al., 2018; Arslan & Selin, 2019). A resistência ao 

sulfazotrim é importante por ser o medicamento de segunda opção em pacientes alérgicos a 

penicilina (Demoliner et al., 2015; Olaimat et al., 2018; Sanlıbaba et al., 2018).  Estes fatores de 

resistência aos antimicrobianos mencionados é relacionada especialmente a aquisição de genes 

como (mefA, erm, lnuA e lnuB, dfrD, dfrG dhfr). Outro aspecto importante da resistência ao 

sulfazotrim é a conjugação do plasmídeo IP501 e transferência do transposon Tn6198 

entre Enterococcus faecalis para a L. monocytogenes, tornando-a resistente ao composto do 

sulfazotrim (Olaimat et al., 2018; Oliveira et al., 2018; Matereke & Okoh. 2020; Escolar et al., 

2017; Camargo et al., 2017; Maung et al., 2019). 

Uma forma importante da Listeria sp. resistir ao ambiente é o potencial de formação de 

biofilme (Chusri & Voravuthikunchai. 2012; Lee et al., 2019). Das espécies de Listeria 

monocytogenes, três apresentaram-se com perfil de forte formadores de biofilme, na espécie de L. 

innocua todas apresentaram-se como moderados formadores de biofilme, já das espécies de L. 

seeligeri, três apresentaram perfil de moderado formador de biofilme e uma foi classificada como 

fraca formadora de biofilme em microplaca. Estudos com esta técnica exibiram níveis variados 

entre fraco, moderado e forte formador de biofilme (Harvey & Gilmour 2007; Dygico, Gahan, 

Grogan & Burgess, 2020; Osman et al., 2020). O ensaio da microplaca é uma medida reprodutível 

indireta de adesão celular e produção de biofilme e subsequentemente mensuração de biofilme in 

vitro (Nilsson, Ross & Bowman, 2011). 

Um parâmetro importante para determinar se há adesão bacteriana ou formação de biofilme 

maduro é o número de micro-organismos presentes na superfície. Contagens acima 5 log10 

UFC/cm2 são considerado com biofilme maduro (Wiktorczyk et al., 2018; Alonso & Kabuki. 2019; 

Ramires et al., 2021). 

No presente estudo observamos que as três L. monocytogenes (4B, ATCC 35152 e QF 

Oxford) que demonstraram capacidade de formar biofilme no teste da microplaca, também foram 

capazes de formar biofilme em cupons após 24 horas de incubação, em meio de cultura TSBYE a 

37 °C, tanto em material de aço inox quanto em polipropileno. Estudos com estas superfícies 

descrevem a formação de biofilme, com valores de células sésseis semelhantes ao presente 

trabalho (Alonso & Kabuki, 2019; Ripolles-Avila, Cervantes-Huaman, Hascoët, Yuste, & 

Rodríguez-Jerez, 2019; Skowron et al., 2019; Ramires et al., 2021). Contudo se os isolados 

produzirem biofilme apresentando células sésseis superiores a 5 log10 UFC/cm2 em 24 horas, 

algumas bactérias podem reduzir o número de células sésseis quando expostos em longos períodos 
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(Bonsaglia et al., 2014; Ramires et al., 2021). No presente estudo este dado foi observado, em 

cupons de aço inox, onde a L. monocytogenes ATCC 35152 obteve diminuição significativa de 

células sésseis em 72 horas quando comparado a 24 horas de avaliação. 

Os substratos como os meios de cultura podem inibir ou favorecer o crescimento de micro-

organismos e alterar a composição do biofilme, dependendo das estruturas químicas envolvidas 

(Bassi, Cappa, Gazzola, Orrù & Cocconcelli, 2017). Neste estudo avaliamos a capacidade da L. 

monocytogenes em formar biofilme na matriz alimentar leite UHT integral, onde observamos uma 

redução no valor de UFC/cm2 de células sésseis em comparação ao meio de cultura utilizado. 

Alonso e Kabuki (2019) observaram uma redução de aproximadamente 1 log10 UFC/cm2 na 

quantidade de células sésseis de L. monocytogenes em 24 horas de incubação, na proteína do soro 

de leite, quando comparado ao o substrato meio de cultura.  Neste estudo observamos uma redução 

de 1,93 e 1,96 log10 UFC/cm2 nos valores de células sésseis em cupons de aço inox e polipropileno 

respectivamente, quando cultivadas em substrato leite UHT em relação as culturas em meio 

TSBYE em 24 horas de avaliação. Essa redução em log10 UFC/cm2 pode ser atribuída a proteína 

do leite, devido a sua composição, em disputar o mesmo local na superfície dos cupons, 

influenciando a capacidade de adesão bacteriana (Bassi et al., 2017; Alonso et al., 2020). Portanto 

a diferença nos valores relacionados aos cupons pode ser influenciada pela porosidade e textura 

da superfície entre os dois materiais testados (Marik et al., 2020; Dygico et al., 2020). 

No processo de adesão o fator da temperatura também é um influenciador importante. 

Neste estudo observamos que a L. monocytogenes QF Oxford apresentou melhor desenvolvimento 

em temperatura ambiente, em ambas as superfícies com maior taxa de log10 UFC/cm2 em 

temperatura ambiente com médias de 28,6ºC quando comparada as demais temperaturas testadas. 

A temperatura em torno de 25 e 30°C é relatada como a de maior contagem de células 

sésseis deste micro-organismo quando utilizados materiais semelhantes (Dygico et al., 2020; 

Mendez, Walker, Vipham & Trinetta, 2020). Este fator é influenciado pela motilidade expressada 

em L. monocytogenes em temperaturas próximas ao ambiente, e reduzida quando expostas em 

temperaturas de 37°C (Mendez et al., 2020; Muchaamba et al., 2021). 

A interação cooperativa entre espécies bacterianas pode alterar a composição da matriz do 

biofilme aumentando a resistência, a biomassa do biofilme formado, aderência ou apresentar um 

ambiente de competição microbiana (Chen et al., 2019; Govaert, Smet, Walsh & Impe, 2019; 

Fagerlund et al., 2020). No presente estudo com cultivo associado em substrato leite UHT 

observamos a adesão celular em superfície de aço inox pela espécie L. monocytogenes QF Oxford, 

nos tempos de 24, 48 e 72 horas em temperatura ambiente. Já na superfície de polipropileno foi 
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possível observar a formação de biofilme por L. monocytogenes QF Oxford nos tempos e 

temperatura mencionada. A P. fluorescens PL7.1 apresentou adesão celular em 24 horas em aço 

inox e formou biofilme após 48 horas de incubação para ambas as superfícies testadas em 

temperatura ambiente. 

As avaliações das interações em biofilmes de duas espécies bacterianas, Bacillus 

cereus produtor de substância antagônica e B. cereus não produtor de substância antagônica para L. 

monocytogenes demonstraram que a L. monocytogenes apresentou aderência ao aço inox com 

contagens em torno de 1log UFC/cm 2 o que não é considerado formação de biofilme, quando o 

crescimento ocorreu com a espécie produtor de substância antagonista. Por outro lado, a 

cooperação de crescimento apresentou contagens acima de 5 log10 UFC/cm2 compatíveis com a 

formação de biofilme (Alonso et al., 2020). As avaliações descritas entre L. monocytogenes e P. 

fluorescens em biofilmes, demonstraram que L. monocytogenes foi capaz de aderir à superfície de 

aço inox em condições de multi-espécies, e ao longo do período a quantidade de células sésseis da 

L. monocytogenes obteve um decaimento, por outro lado não influencianado o nível populacional 

de P. fluorescens (Maggio et al., 2021). 

No presente estudo quando avaliamos as culturas mistas em temperatura de refrigeração 

em 72, 120 e 168 horas, observamos que no decorrer do tempo as células sésseis de L. 

monocytogenes se mantiveram inferiores a P. fluorescens na temperatura de refrigeração, sendo 

que a P. fluorescens demonstrou capacidade de formar biofilme mesmo em temperaturas de 

refrigeração (8,2°C). Estudos avaliaram a formação de biofilme em aço inox e em polipropileno 

em temperaturas de 7°C, 23°C e 30°C por 24, 48 e 72 horas em duas espécies de bactérias 

psicrotróficas, relatando que ambas as culturas de Pseudomonas fluorescens, foram capazes de 

aderir a ambos os tipos de superfícies. A contagem de células bacterianas aderentes à superfície 

de polipropileno foi maior do que aquelas aderentes ao aço inox para ambos os isolados, isso em 

decorrência do tipo de superfície dos materiais testados (Bogo et al., 2020). Estes resultados 

corroboram com os valores encontrados no presente estudo. 

As práticas sanitárias nos ambientes de produção de alimentos visam a eliminação de 

micro-organismos que possam ser patogênicos ou deteriorantes para os alimentos. As soluções à 

base de cloro, como o hipoclorito e o ácido peracético são os desinfetantes amplamente utilizados 

como sanitizantes em indústria de alimentos (Demoliner et al., 2015; Aryal & Peter 2019). Deste 

modo o presente trabalho avaliou a eficácia dos sanitizantes ácido peracético e hipoclorito de sódio 

na erradicação de células aderidas e de biofilme em cultivo associado. Estes dois produtos foram 

eficazes quando aplicados por 10 minutos em cupons contendo 4,23 log10 UFC/cm2 de células 
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sésseis da bactéria L. monocytogenes QF Oxford e biofilmes com 5,46 log10 UFC/cm2 de células 

sésseis da P. fluorescens PL7.1. Avaliações da eficiência de desinfetantes incluindo hipoclorito e 

ácido peracético descreveram que hipoclorito em baixa concentração é ineficaz na camada 

orgânica do biofilme, já o ácido peracético aplicado por 5 minutos em superfícies pode ser eficaz 

na redução de biofilmes formados. A utilização em conjunto de desinfetantes é descrita como 

eficiente, como a utilização dos compostos de amônio quaternário com peróxido de hidrogênio ou 

ácido peracético com peróxido de hidrogênio para obter a eficiência completa (Dhowlaghar et al., 

2018; Aryal & Peter. 2019). Estudos que avaliaram ácido peracético em biofilmes formados por 

Listeria monocytogenes isoladas de uma fábrica de processamento de queijo, indicaram a 

eficiência deste sanitizante em biofilmes formados em aço inox (Lee et al., 2019). Resultados 

semelhantes foram observados neste estudo, indicando que a aplicação por 10 minutos é eficaz na 

eliminação de células aderidas de L. monocytogenes e biofilmes de P. fluorescens em cultivo 

associado.  

Os isolados de Listeria sp. obtidos, mostraram-se como persistentes, com capacidade de 

adesão e formação de biofilme em superfície usadas nas indústrias de alimentos. Além disso, 

demonstraram ser resistente a antimicrobianos de segunda escolha no tratamento de infecções 

causadas por L. monocytogenes, podendo representar risco para os consumidores. 

 

CONCLUSÃO 

 

Este estudo identificou três espécies bacterianas isoladas de produtos de origem animal, 

alimentos fatiados e de superfícies de manipulação de alimentos. As espécies identificadas foram: 

L. monocytogenes, L. innocua e L. seeligeri, sendo que na susceptibilidade a antimicrobiano das 

espécies avaliadas, observamos que todos os isolados são sensíveis aos principais antimicrobianos 

utilizados no tratamento de infecções causadas por L. monocytogenes. Contudo (64,3%) 

apresentaram resistência a clindamicina ou a sulfazotrin. A pesquisa demonstrou que, os isolados 

de Listeria sp. exibiram níveis variados de formação de biofilme in vitro, variando entre fraco, 

moderado e forte formador de biofilme. 

A L. monocytogenes 4B, L. monocytogenes ATCC 35152 e L. monocytogenes QF Oxford, 

demonstraram capacidade de formar biofilme em cupons de aço inox e polipropileno com substrato 

meio de cultura TSBYE, além disso, a L. monocytogenes QF Oxford demonstrou capacidade de 

adesão em cupons, utilizando substrato de leite UHT integral em cultivo mono-espécie ou em 

cultivo associado à Pseudomonas fluorescens PL7.1 em diferentes temperaturas. 
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Os sanitizantes testados, o ácido peracético e hipoclorito de sódio, demonstraram eficiência 

na erradicação de células aderidas e biofilme em aço inox, quando aplicados conforme as 

recomendações dos fabricantes.  

Portanto as superfícies e os alimentos quando manipulados de forma inadequada podem 

abrigar estes microrganismos, e como potencial formadoras de biofilmes aumentam a persistência 

de Listeria sp. nestes locais, tornando assim motivo de preocupação para o setor de alimentos. 

Destacamos a importância de a higienização adequada no processo de produção de alimentos a 

fim minimizar o risco a saúde do consumidor. 
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