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RESUMO 

 

 Listeria monocytogenes é uma bactéria que pode causar listeriose e manifestações 

mais graves em indivíduos do grupo de risco, sendo encontrada em alimentos 

processados e não processados. Este estudo objetivou avaliar a capacidade de 

formação de biofilme pelos isolados de L. monocytogenes e a atividade antibiofilme 

de compostos sintéticos e do isolado Lactococcus lactis subespécie hordniae 

(LLH20). Dez isolados de L. monocytogenes provenientes da carcaça e de 

abatedouro de frangos foram avaliados quanto à capacidade de produzir biofilme. 

Além disso, realizou-se a identificação de genes relacionados à formação de biofilme: 

prfA, agrA, agrb, agrC, agrD, flaA, cheA, CheY, sigB e actA. Os isolados de L. 

monocytogenes com melhor produção de biofilme foram aplicados em superfícies de 

polietileno, aço inoxidável e vidro, a fim de testar a capacidade de adesão dos micro-

organismos nessas superfícies, submetidas à diferentes tempos e temperaturas. 

Avaliou-se a ação de sanitizantes sintéticos: ácido peracético (APA 0,2%) e 

composto de quaternário de amônia (CQA 2%), além de uma cocultura de LLH20 

sobre biofilme de L. monocytogenes em superfícies de aço inoxidável, polietileno e 

vidro. Para a verificação das alterações morfológicas dos isolados de L. 

monocytogenes nas superfícies utilizou-se microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). Todos os isolados produziram biofilme, dos quais, três foram classificados 

como moderados e outros sete, como fortes produtores de biofilme. Todos isolados 

de L. monocytogenes portavam pelo menos um dos genes que participam na 

formação do biofilme. Os isolados L21 e L32 aderiram às superfícies de polietileno, 

aço inoxidável e vidro em todas as temperaturas e tempos avaliados. Dentre as 

superfícies, o polietileno se mostrou mais suscetível à formação de biofilme, 

provavelmente devido à sua hidrofobicidade. A ação dos sanitizantes sintéticos APA 

(0,2%) e CQA (2%) mostrou-se eficaz na redução das contagens de biofilme de L. 

monocytogenes para todas as superfícies, com resultados de <2,0 log UFC.cm-2. A 

cocultura de LLH20 promoveu reduções significativas dos isolados de L. 

monocytogenes que variaram de 0,75 a 4,5 log UFC.cm-2. Embora não tenha sido 

observado em MEV estruturas mais complexas do isolado L32 sob às superfícies de 

polietileno e vidro, foi possível visualizar pequenos aglomerados de biofilmes. Uma 

suposição para não formação dessas estruturas está relacionada ao próprio 

processo de preparação da amostra. Já na superfície de aço inoxidável verificou-se 



 

a formação de pequenas cadeias ao longo do limite granulado por conta da 

topografia dessa superfície. Conclui-se que os isolados avaliados são produtores de 

biofilmes e que a ação dos sanitizantes químicos APA (0,2%) e o CQA (2%) são 

eficazes contra a formação de biofilmes. Enquanto, a cocultura de LLH20 

apresentou reduções significativas na formação de biofilmes de L. monocytogenes, 

podendo ser atribuída essa redução aos compostos antagonistas produzidos pelo 

isolado LLH20, como ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio e bacteriocina. 

Dessa forma, a utilização de LLH20 pode ser uma potencial alternativa para o 

controle de biofilmes por L. monocytogenes em alimentos e equipamentos.  

Palavras-chave: Sanitizantes. Cocultura. Micro-organismos. Bactérias ácido láticas. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Listeria monocytogenes is a bacterium that can cause listeriosis and more severe 

manifestations in liking the risk group, being found in processed and unprocessed 

foods. This study aimed to evaluate the biofilm formation capacity of L. 

monocytogenes isolates and the antibiofilm activity of synthetic compounds and of 

the isolate Lactococcus lactis subspecies hordniae (LLH20). Ten isolates of L. 

monocytogenes from chicken carcass and slaughterhouse were evaluated for their 

ability to produce biofilm. In addition, genes related to biofilm formation were 

identified: prfA, agrA, agrb, agrC, agrD, flaA, cheA, CheY, sigB and actA. The L. 

monocytogenes isolates with better biofilm production were applied to polyethylene, 

stainless steel and glass surfaces, in order to test the adhesion capacity of 

microorganisms on these surfaces, submitted to different times and temperatures. 

The action of synthetic sanitizers is indexed: peracetic acid (APA 0.2%) and 

quaternary ammonia compound (CQA 2%), in addition to a coculture of LLH20 on L. 

monocytogenes biofilm on stainless steel, polyethylene and surfaces glass. To verify 

the morphological changes of L. monocytogenes isolates on the surfaces, scanning 

electron microscopy (SEM) was used. All isolates produced biofilm, of which three 

were classified as moderate and another seven as strong biofilm producers. All L. 

monocytogenes isolates carried at least one of the genes that participate in biofilm 

formation. Isolates L21 and L32 adhered to polyethylene, stainless steel and glass 

surfaces at all temperatures and times evaluated. Among the surfaces, polyethylene 

proved to be more susceptible to biofilm formation, probably due to its hydrophobicity. 

The action of synthetic sanitizers APA (0.2%) and CQA (2%) proved to be effective in 

reducing L. monocytogenes biofilm counts for all surfaces, with results of <2.0 log 

CFU.cm-2. The co-culture of LLH20 promoted significant reductions in L. 

monocytogenes isolates ranging from 0.75 to 4.5 log CFU.cm-2. Although it was not 

observed in SEM more complex structures of the L32 isolate under the polyethylene 

and glass surfaces, it was possible to visualize small clusters of biofilms. An 

assumption for not forming these structures is related to the sample preparation 

process itself. On the stainless steel surface, there was the formation of small chains 

along the granular boundary due to the topography of this surface. It is concluded 

that the evaluated isolates are biofilm producers and that the action of chemical 

sanitizers APA (0.2%) and CQA (2%) are effective against biofilm formation. 



 

Meanwhile, the LLH20 coculture showed significant reductions in the formation of L. 

monocytogenes biofilms, and this reduction can be attributed to antagonist 

compounds produced by the LLH20 isolate, such as organic acids, hydrogen 

peroxide and bacteriocin. Thus, the use of LLH20 can be a potential alternative for 

the control of biofilms by L. monocytogenes in food and equipment. 

Key-words: Sanitizers. Co-culture. Microorganism. Lactic acid bacteria 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Com base em dados da Associação Brasileira de Proteína Animal (ABPA, 

2020), a produção brasileira de carne de frango foi de 13,24 milhões de toneladas só 

no ano de 2019. A região sul produziu 64,85% desse montante, sendo que 68% do 

total da produção brasileira foram absorvidos pelo mercado interno e o restante 

(32%), destinado para exportação, tornando o Brasil o segundo maior exportador de 

carne de frango do mundo, com 13.245 mil toneladas, representando 13% do 

consumo mundial em 2019. 

Devido ao risco de doenças transmitidas por alimentos (DTA), produção de 

alimentos seguros é uma das maiores preocupações para o desenvolvimento 

industrial de alimentos e L. monocytogenes no mundo, e está entre os principais 

patógenos envolvidos em no mundo (BUCHANAN et al., 2017; RIPOLLES-AVILA et 

al., 2020) e  no Brasil não tendo relatos pela subnotificação de casos . Esse micro-

organismo patogênico pode provocar uma doença chamada listeriose, uma infecção 

que causa uma alta letalidade em pacientes imunocomprometidos e idosos. 

Suas manifestações podem variar de gastroenterite autolimitante, em 

pacientes sem doenças subjacentes, e bacteremia ou neurolisteriose, naqueles com 

comorbidades. Já em mulheres grávidas, pode levar ao aborto, natimortos, 

nascimento de crianças com meningite (ALLERBERGER; WAGNER, 2010; 

CHARLIER et al., 2017; HUANG et al., 2021). 

Outra grande preocupação de abatedouros avícolas é a formação de 

biofilmes microbianos, ocasionados por micro-organismos aderidos a uma superfície 

biótica ou abiótica, que uma vez constituídos, agem constantemente como focos de 

contaminação, liberando fragmentos ou células planctônicas dos micro-organismos, 

podendo comprometer a qualidade microbiológica e a segurança dos alimentos 

(DONLAN; COSTERTON, 2002; WEBBER, 2015). 

Os biofilmes são uma populações de células microbianas que se multiplicam 

sobre uma superfície, com componentes estruturais que incluem substâncias 

poliméricas extracelulares compostas por DNA extracelular, proteínas e 

exopolissacarídeos (KHAN et al., 2019). O biofilme formado pelas bactérias permite 

a sua aderência em superfícies, inclusive em aço inoxidável, equipamentos e 

utensílios, sobretudo em projetos inadequados, rachaduras, soldas, uma vez que 
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dificultam a limpeza e favorecem a adesão do micro-organismo (IANNETTI et al., 

2020). 

Os sanitizantes industriais podem tornar L. monocytogenes ainda mais 

tolerante , permitindo sua permanência no ambiente de processamento em forma de 

biofilme por meses, causando, assim, contaminação cruzada (SCHÄFER et al., 

2017). O efeito da tolerância dos sanitizantes sobre o biofilme pode ser modificado 

devido às características de superfície, temperatura e tempo de contato, 

concentração do produto, resíduos superficiais, pH, propriedades físico-químicas da 

água e principalmente matéria orgânica (BELTRAME et al., 2012). 

Os genes que regulam a formação do biofilme e são responsáveis por essas 

características estão associados à adesão dos isolados, a temperaturas de 

incubação, a superfícies analisadas, à matéria orgânica, como, por exemplo, os 

genes de detecção de quorum sensing em L. monocytogenes (sistema agr) que irão 

ajudar na formação e manutenção dos biofilmes (BAI; RAI, 2011; JU et al., 2018; 

TADIELO, 2020). 

Desse modo, o controle de biofilme microbiano representa um dos desafios 

mais persistentes dentro de ambientes industriais onde a contaminação microbiana 

é um grande problema. Na indústria de alimentos eles podem ser eliminados pela 

adoção de diferentes estratégias como métodos físicos e químicos durante o 

processo de higienização e sanitização (KUMAR; ANAND, 1998). 

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar isolados de L. 

monocytogenes provenientes de carcaça de frango e superfícies de equipamentos e 

utensílios após a higienização pré-operacional em de frangos. Logo, é fundamental 

entender a dinâmica de formação dos biofilmes em condições industriais e seus 

mecanismos genéticos porque assim será possível desenvolver estratégias para sua 

prevenção e controle na indústria alimentícia. 
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2 OBJETIVOS 

 

Esta pesquisa se constitui dos seguintes objetivos: 

 

a) objetivo geral: 

 - avaliar a capacidade de formação de biofilmes pelos isolados de Listeria 

monocytogenes e a atividade antibiofilme de compostos sintéticos e do 

isolado Lactococcus lactis subespécie hordniae (LLH20). 

 

b)   objetivos específicos: 

- pesquisar a produção de biofilme pelos isolados de L. monocytogenes  

- identificar a presença dos genes prfA, agrA, agrB, agrC, AgrD, flaA, 

cheA, cheY, sigB, actA, que participam na formação dos biofilmes de L. 

monocytogenes. 

- avaliar a capacidade de formação de biofilme por isolados de L. 

monocytogenes em diferentes superfícies (polietileno, aço inoxidável e 

vidro), temperaturas (3 ºC, 9 ºC, 25 ºC, 36 °C e 42 ºC) e tempos (0, 4, 

8,12, 24,120, 240 horas), utilizando microbiologia convencional; 

- avaliar a atividade antibiofilme do ácido peracético e  composto 

quaternário de amônia, no controle de L. monocytogenes, produtor de 

biofilme; 

- avaliar a atividade antibiofilme de LLH20 contra biofilme de isolados por 

L. monocytogenes; 

- avaliar a arquitetura do biofilme de L. monocytogenes provocada pela 

ação dos sanitizantes sintéticos e o LLH20 em superfícies de polietileno, 

aço inoxidável e vidro, através de microscopia eletrônica de varredura 

(MEV); 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Listeria monocytogenes 

 

O primeiro relatório de identificação da bactéria L. monocytogenes foi descrito 

por Murray Webb; Swann (1926).Os pesquisadores investigavam morte súbita em 

coelhos, causada por esse micro-organismo, que até então não eram identificados 

como patógenos em humanos e animais, a não ser em casos raros (IBUSQUIZA, 

2011). 

Em humanos o primeiro diagnóstico veio a ser notificado em 1929, no final da 

primeira guerra mundial, em um soldado (BARANCELLI, 2010; GANDRA, 2015). 

Somente no início da década de 80 o isolamento de L. monocytogenes começou a 

ganhar notoriedade devido ao aumento de casos. O primeiro surto de listeriose 

humana registrado foi em 1983, diretamente associado à contaminação de uma 

salada de repolho (GANDRA, 2015; SCHLECH et al., 1983). 

O gênero Listeria, pertencente à família Listeriaceae é composto por 

dezessete espécies, classificadas de acordo com suas características bioquímicas e 

avaliações moleculares. São elas: L. monocytogenes, L. grayi, L. innocua, L. 

welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii, L. marthii, L. rocourtiae, L. fleischmannii, L. 

weihenstephanensis, L. floridensis, L. aquatica, L. cornellensis, L. riparia, L. 

grandensis, L. booriae e L. newyorkensis (DEN BAKKER et al., 2014; HALTER; 

NEUHAUS; SCHERER, 2013; WELLER et al., 2015). 

Listeria monocytogenes é uma bactéria bacilar, Gram-positiva, aeróbia ou 

anaeróbia facultativa, móvel e pode se multiplicar em um intervalo de temperatura 

que varia entre -1,5 a 45 °C. A bactéria apresenta pode se multiplicar em pH que 

varia entre 4,3 e 9,6, e atividade de água mínima de 0,9 (BAKA et al., 2015). 

De acordo com Kljujev et al. (2018), sua dose infectantante é de 

aproximadamente 100 células por grama de produto e os principais sintomas que 

pode causar são: febre, dor muscular e problemas gastrointestinais. Essa bactéria 

pode causar a listeriose, a qual é transmitida pelo consumo de alimentos 

contaminados. Apesar de ser uma infecção relativamente rara, quando acomete 

determinados grupos de risco, como crianças, mulheres grávidas, 

imunocomprometidos e idosos, apresenta elevadas taxas de letalidade (HUANG et 
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al., 2011). 

Segundo dados publicados pela European Food Safety Authority e pelo 

European Centre for Disease Prevention and Control (EFSA and ECDC) (2019), na 

União Europeia (UE), em 2018, foram confirmados 2549 casos de listeriose humana 

de origem alimentar, com uma taxa de notificação de 0,47 casos por 100.000 

habitantes, causando 229 óbitos. Nos Estados Unidos da América (EUA), estima-se 

que entre 1999 e 2018 foram registrados 97 surtos de listeriose, dos quais 1145 

pessoas se infectaram, sendo que 861 foram hospitalizadas e 166 foram a óbito 

(CDC, 2019). 

 Embora existam muitos estudos e pesquisas no Brasil referentes ao 

isolamento de L. monocytogenes em alimentos (BARANCELLI et al., 2011; 

BRANDÃO et al., 2013) e a infecções clínicas (ALMEIDA et al., 2017), ainda não há 

nenhuma ligação confirmada entre ambos. Isso provavelmente acontece devido ao 

seu longo período de incubação e a subnotificação (TADIELO, 2020). 

Uma variedade de matrizes alimentares está relacionada à contaminação por 

esse micro-organismo, dentre elas: vegetais, leite e derivados, carnes e produtos 

prontos para consumo, que podem ser contaminados nos momentos de produção, 

armazenamento, transporte ou pelo consumidor final (CARRASCOSA et al., 2016). 

Além disso, L. monocytogenes tem mais capacidade de sobreviver em condições 

ambientais adversas do que outros patógenos não esporulados transmitidos por 

alimentos, possibilitando assim sua resistência por mais tempo ao congelamento, 

secagem e salga (TAYLOR; QUINN; KATAOKA, 2019). 

 

3.2 BIOFILMES MICROBIANOS NAS INDÚSTRIAS DE ALIMENTOS 

 

Biofilmes podem ser definidos como formas de existência microbiana 

espacialmente e metabolicamente estruturadas em comunidades embebidas em 

matrizes de substâncias poliméricas extracelulares (NIKOLAEV; PLAKUNOV, 2007) 

e aderidas a superfícies vivas (bióticas) ou inertes (abióticas) ou, ainda, como 

células ligadas umas às outras (IBUSQUIZA, 2011; MICHAEL DUNNE JR., 2002; 

WINKELSTRÖTER et al., 2014). As bactérias são capazes de formar biofilme em 

várias superfícies abióticas, como plástico, madeira, vidro e aço inox (MORITA et al., 

2011b), porém, outros fatores e propriedades da superfície que afetam a produção 
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de biofilme ainda não foram totalmente elucidados (SCHLISSELBERG; YARON, 

2013). 

Os biofilmes estão organizados em camadas únicas ou arquiteturas 

tridimensionais (STOODLEY et al., 2002). Quando constituídos por várias camadas 

de células, apresentam canais que permitem fluxo de líquido e gases, dispersão de 

nutrientes e descarte de componentes (MCLANDSBOROUGH et al., 2006; 

STOODLEY et al., 2002). Sua dinâmica de formação é constituída por cinco etapas: 

adsorção, adesão, consolidação, maturação e dispersão, conforme ilustra a Figura 1 

(GUPTA, 2015; MACEDO; ABRAHAM, 2009). 

 

Figura 1 - Fases da formação do biofilme 

 

A) adsorção da matéria orgânica e células bacterianas; B) adesão bacteriana reversível com 
formação de microcolônias e início do mecanismo de quorum sensing; C) agregados de 

microcolônias com início da deposição 
Fonte: Adaptada de Macedo, Abraham (2009) e Tadielo (2020). 

 

A primeira etapa da formação de biofilme se inicia pela adsorção de 

moléculas orgânicas e inorgânicas na superfície. Componentes que ajudam na 

formação da camada condicionante são os substratos proteicos, lipídicos e de 

carboidratos, oriundos de alimentos. Esses substratos podem ser considerados 

potenciais fontes de contaminação quando fixados em utensílios e equipamentos 

(ANDRADE, 2018; DE OLIVEIRA et al., 2010; KOCOT; OLSZEWSKA, 2017). 

Em seguida ocorre a adesão bacteriana em ambientes industriais, podendo 

ser ainda reversível pela interação inicial fraca da bactéria com o substrato e 

superfícies. Isso envolve forças de atração de Van der Waals, forças eletrostáticas e 
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forças de interações hidrofóbicas. Durante a adesão reversível, bactérias ainda 

exibem movimentos brownianos e são facilmente removidas pela aplicação de 

forças mínimas (BONSAGLIA et al., 2014; TADIELO, 2020; WATNICK; KOLTER, 

2000). 

Quando as células se aderem à superfície e começam a sinalização para que 

outras se liguem, ocorre a formação de um aglomerado de microcolônias, 

acontecendo, assim, a formação de multiespécies e monoespécies  de biofilmes, 

denominado de quorum sensing (QS) (Figura 1, item B) (GANDRA et al., 2019; 

MERINO et al., 2019; RIEU et al., 2007), que está presente em todas as etapas da 

formação de biofilmes, realizando a comunicação celular, estimulado por meio de 

moléculas autoindutoras, originando a noção da quantidade populacional e formação 

gênica (JU et al., 2018; RIEU et al., 2007). 

A formação do biofilme maduro, apresentado na Figura 1 item D, ocorre entre 

3 a 6 dias após a adesão inicial, podendo chegar a 10 dias (HEYDORN et al., 2000). 

A maturidade acontece, principalmente, por meio do aumento da quantidade 

populacional e também pelo desenvolvimento da produção e deposição de 

polímeros extracelulares, aumentando a espessura do biofilme (CHENG et al., 2007). 

A etapa final da formação acontece pela dispersão das células bacterianas ou 

fragmentos da matriz exopolissacarídica (EPS) e substâncias poliméricas, (conforme 

Figura 1, item E). O desenvolvimento de um ambiente anaeróbio no interior do 

biofilme quase sempre proporciona a produção de ácidos e gases e enfraquece o 

tamanho do biofilme fazendo com que ocorra o seu destacamento da matriz EPS. 

Isso também pode ser gerado pela ação mecânica de alimentos sobre a superfície, 

causando a contaminação cruzada (OLIVEIRA et al., 2010; TADIELO, 2020). 

 

3.3 SUPERFÍCIES UTILIZADAS NA INDÚSTRIA ALIMENTÍCIA  

 

Ambientes industriais de processamento de alimentos apresentam uma 

variedade de micro-organismos que são capazes de aderir, sobreviver e formar 

biofilme em diversas superfícies, dificultando sua remoção quando aplicados 

programas rotineiros de higienização nas indústrias (GIAOURIS et al., 2015; 

RODRÍGUEZ-LÓPEZ; CABO, 2017). Listeria monocytogenes é um desses micro-

organismos produtores de biofilme e sua resistência está relacionada a vários 
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fatores, como sorotipo, tempo de incubação e temperatura (LI et al., 2018; NOWAK 

et al., 2015). Além disso, essa bactéria possui uma habilidade de se fixar em vários 

tipos de materiais. 

Portanto, a escolha da superfície utilizada na indústria alimentícia que tenha 

maior facilidade na higienização pode ser uma preocupação secundária. Cada tipo 

de superfície vai determinar a quantidade de fixação e resistência desse biofilme 

(BERESFORD; ANDREW; SHAMA, 2001; CHMIELEWSKI; FRANK, 2006; KOCOT; 

OLSZEWSKA, 2017; SINDE; CARBALLO, 2000), o que se torna um grave problema 

já que sua presença pode abrigar e transmitir  bactérias deteriorantes e bactérias 

patogênicas (BRIDIER et al., 2015; FAGERLUND; LANGSRUD; MORETRO, 2020). 

 Superfícies como aço inoxidável, poliestireno e vidro são possíveis de 

colonização bacteriana e formação de biofilme (DANTAS, 2014; VIVIAN, 2014). As 

propriedades físico-químicas do material também podem influenciar a aderência do 

biofilme nas superfícies, entre elas a carga, intensidade do líquido (biofilmes de fluxo 

elástico/ dinâmico), rugosidade, hidrofobicidade (superfície não polar, como plásticos) 

e de hidrofilicidade (vidros e metais) (DONLAN; COSTERTON, 2002; PILCHOVÁ et 

al., 2014). 

 

3.4 ARQUITETURA DO BIOFILMES DE L. monocytogenes   

 

A arquitetura do biofilme, como espessura, densidade, arranjo espacial e 

resistência são importantes para definir as propriedades dos biofilmes formados 

pelos diversos micro-organismos (CHARLIER et al., 2017; MOSQUERA-

FERNÁNDEZ et al., 2014). Essa arquitetura pode variar de acordo com diversas 

condições em que ele se desenvolveu, entre elas, disponibilidade de nutrientes, 

temperaturas, mobilidade bacteriana, comunicação celular, além da quantidade de 

matriz EPS produzida, sendo que a presença de poros e canais irão ajudar na 

distribuição de nutrientes e na degradação da estrutura de aspecto viscoso, 

contribuindo para o desenvolvimento do biofilme, formando estrutura tridimensional 

que promove a ramificação sobre as superfícies (PILCHOVÁ ET AL., 2014; REIS-

TEIXEIRA; ALVES; DE MARTINIS, 2017). 

Uma distribuição homogênea de micro-organismos pela superfície pode ser 

denominada de “tapete celular”, um padrão plano em monocamada, estruturas com 
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canais, podendo ter ocorrido pela eliminação de metabólitos e obtenção de 

nutrientes, ou até mesmo de estruturas tridimensionais em padrão de “favo de mel”, 

dependendo das condições e parâmetros que forem avaliados (BRAUGE et al., 2015, 

2018; GAO et al., 2020; XU et al., 2017). 

Doijad et al. (2015) e Pilchová et al. (2014), classificam as arquiteturas de 

biofilme de L. monocytogenes em quatro principais, conforme mostrado na Figura 2, 

descritas como: estruturas em forma de “tapete celular”; “favo de mel”; e 

tridimensional densa e “bola”. 

 

Figura 2 - Arquiteturas dos principais biofilmes de L. monocytogenes 

 
a) “tapete celular”; b) “favo de mel”; c) tridimensional densa através de Microscopia eletrônica de 

varredura (MEV); e d) “bola” por Microscopia de florescência (MF). 
Fonte: Adaptada de Brauge et al. (2018), Tadielo (2020), Pilchová et al. (2014) 

 

No entanto, para estudar a arquitetura dos biofilmes microbianos, métodos 

microscópicos, como microscopia eletrônica de varredura (MEV), microscopia 

confocal de varredura a laser (MCVL) e inclusão de choro seguida de corte e exame 

microscópico, oferecem imagens mais consistentes das estruturas. 

(WINKELSTRÖTER et al., 2014) 
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3.5 PROCESSOS DE HIGIENIZAÇÃO 

 

Na indústria de alimentos, a higienização desempenha um importante papel 

para prevenção da formação de biofilmes. A introdução de programas de 

autocontroles, também conhecidos por Procedimento Padrão de Higiene 

Operacional (PPHO), pela indústria, garante a eliminação dos biofilmes, 

especialmente, pela remoção do acúmulo dos resíduos oriundos do processamento, 

evitando que células microbianas e formadoras de biofilmes possam ser fixadas em 

superfícies e nos equipamentos (BRIDIER et al., 2015; ZIECH, 2015). 

Ao término das fases de processamento dos alimentos, a limpeza e 

higienização da planta industrial devem ser seguidas corretamente, divididas pelas 

seguintes etapas: I) remoção de resíduos oriundos do processamento; II) pré-

enxague com água quente (45 ºC); III) aplicação de detergente; IV) enxágue com 

água; V) sanitização com agentes químicos e VI) enxágue com água. Esse processo 

é realizado entre 12 horas e 24 horas no final do turno de abate, denominada 

higiene pré-operacional. Em intervalos de 4 e 8 horas é realizada a higiene 

operacional, que consiste em um processo rápido de higienização durante intervalos 

na produção, que envolve etapas de remoção de resíduos sólidos e enxague 

(CONTRERAS et al., 2002). 

O objetivo da limpeza é retirar as sujidades que estão depositadas nas 

superfícies, impedindo que elas voltem a se aderir, por meio da dissolução no 

solvente. A limpeza deve ser realizada com soluções de detergentes com as 

características específicas para o material da superfície em que serão aplicados 

(LOPES, 2018). 

Depois da limpeza realizada adequadamente ocorrerá a quebra da matriz 

(EPS) para que os desinfetantes tenham acesso às células bacterianas (SIMÕES et 

al., 2006; SREY; JAHID; HA, 2013). Assim, o processo de limpeza remove cerca de 

90% das células presentes nos equipamentos e as que não foram eliminadas depois 

da higienização podem continuar nas superfícies contribuindo para a formação de 

biofilmes (GRAM et al., 2007; SREY; JAHID; HA, 2013). 

A limpeza e a sanitização são etapas essenciais na prevenção de 

contaminação bacteriana (GRAM et al., 2007). Nesse processo, muitos agentes 

sanitizantes são usados na indústria de alimentos, dentre eles, compostos 
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quaternários de amônia (CQA), cloro, iodóforos e ácidos (AARNISALO et al., 2000, 

2007). 

 

3.6 COMPOSTOS SINTÉTICOS - SANITIZANTES QUÍMICOS COMERCIAIS  

 

A sanitização é descrita como um procedimento indispensável para eliminar a 

formação de micro-organismos e biofilmes, sendo de grande importância que seja 

capaz de reduzir a quantidade de células livres e de evitar sua adesão nas 

superfícies (MILLEZI et al., 2012). 

A portaria nº 15, de 23 de agosto de 1988 da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária, estabelece os critérios de aplicação dos sanitizantes com ação 

antimicrobiana, sendo classificados desinfetantes os que possuem na sua 

composição substâncias microbianas que apresentem efeito letal para micro-

organismos não esporulados. 

O quaternário de amônio (CQA) é amplamente utilizado como antisséptico e 

desinfetante devido à sua ação surfactante, à sua baixa toxicidade e por possuir 

atividade antimicrobiana (MCDONNELL; RUSSELL, 1999; OBŁĄK et al., 2019). 

Esses compostos (CQA) também são catiônicos sintéticos, inodoros, incolores, não 

corrosivos (ANDRADE, 2008), não tóxicos e são frequentemente empregados na 

indústria de alimentos como parte do protocolo de limpeza (MCLANDSBOROUGH et 

al., 2006). 

Compostos quaternários de amônia (CQA) possuem maior ação de remoção 

contra micro-organismos Gram-positivos do que em Gram-negativos. Não são 

esporicidas e mais eficazes em eliminar vírus, sendo mais efetivos a altas 

temperaturas. Em bactérias láticas são eficazes na eliminação, e melhores em pH 

alcalino (MASSAGUER, 2005). E muito pouco eficazes contra coliformes e 

psicrotróficos (ANDRADE, 2008). 

Os CQA são frequentemente empregados para sanitização de pisos, paredes 

e para o controle microbiológico do ar dos ambientes de produção (ANDRADE, 

2008). Seu poder bactericida está ligado a vários mecanismos de ação, como 

inibição enzimática, de maturação proteica e lesão da membrana citoplasmática, 

com dispersão dos constituintes celulares (MASSAGUER, 2005). 
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O ácido peracético (APA) (C2H4O3) é oriundo da reação entre o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e o ácido acético (CH3COO4), ou por oxidação do acetaldeído. O 

APA é mais eficaz que o peróxido de hidrogênio, pois consegue atingir maiores  

níveis de remoção de micro-organismos e sua eficácia não é afetada por resíduos 

de proteína (SREY; JAHID; HA, 2013). Tem como meio de ação a oxidação de 

grupos sulfidrilas das enzimas, pela intervenção em ações metabólicas e com papel 

quimiosmótico da membrana citoplasmática (ANDRADE, 2018). 

O APA é um sanitizante que possui algumas vantagens por permanecer ativo 

mesmo na presença de matéria orgânica e apresentar como produto de 

decomposição substâncias não tóxicas (ácido acético e oxigênio) e não mutagênicas. 

Além disso, possui baixa dependência de pH e pouco tempo de contato para 

promover uma efetiva desinfecção (SILVA; PARADELLA; NAVAS, 2008). Causa 

pouco impacto ambiental e pode ser eficaz contra biofilmes e também considerado 

um sanitizante esporicida, bactericida, sendo excelente contra bactérias Gram 

positivas, Gram negativas, fungos filamentosos, vírus e esporos bacterianos 

(ROSSONI; GAYLARDE, 2000). 

 

3.7 COMPOSTOS BIOATIVOS - BACTÉRIAS ÁCIDO LÁTICAS – BAL 

 

A prevenção e o controle na formação de biofilmes microbianos nas indústrias 

de alimentos tornaram-se uma prioridade e a busca por tecnologias alternativas, 

como o uso de controles bioativos, (PÉREZ IBARRECHE; CASTELLANO; VIGNOLO, 

2014). As BAL e seus metabólitos podem controlar a multiplicação e formação de 

biofilmes por L. monocytogenes (WINKELSTRÖTER; TULINI; DE MARTINIS, 2015). 

Essas bactérias pertencem a um amplo grupo de micro-organismos Gram-positivos, 

com morfologia de bacilos e cocos, imóveis, não esporulados, anaeróbicos, catalase 

negativa e produtores de ácido lático, como principal ou único produto da 

fermentação (KHALID, 2011). 

As BAL estão distribuídas na natureza (HWANHLEM et al., 2013), e algumas 

pertencem à microbiota intestinal de humanos (MORITA et al., 2011a) e de animais, 

como peixes (KAKTCHAM et al., 2019; PÉREZ et al., 2011) e aves (VOLOKHOV et 

al., 2012). Estão presentes também em alimentos como leite (ESPECHE et al., 2012; 

YERLIKAYA, 2019), carnes (HERNÁNDEZ-ALCÁNTARA et al., 2018), frutas e 
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vegetais (CAI et al., 2011; CHEN et al., 2014, 2013; COSTA; VANETTI; 

PUSCHMANN, 2009; RANDAZZO et al., 2009; TODOROV et al., 2011; TRIAS et al., 

2008).  

A maioria das BAL é relatada como micro-organismo seguro para ser utilizado 

em alimentos (GRAS – Generally Recognized As Safe), de acordo com Food and 

Drug Administration (FDA) (GASPAR et al., 2013). Possuem uma importante 

característica, que é a capacidade de produzir compostos tais como bacteriocinas, 

enzimas, ácidos orgânicos, etanol, butanol, exopolissacarídeos e diacetil (DA 

COSTA et al., 2019; LEROY; DE VUYST, 2004). Bacteriocinas são classificadas 

como peptídeos com atividade antimicrobiana contra várias bactérias não 

patogênicas e algumas patogênicas. 

Além disso, as BAL têm  grande utilidade na biotecnologia industrial, por 

apresentarem outras atividades biológicas (DABA; ELKHATEEB, 2020), 

características transformadoras, probióticas e bioconservadoras, sendo utilizadas 

como culturas iniciadoras (starters) (COTTER; HILL; ROSS, 2005; LEROY; DE 

VUYST, 2004; LOPES, 2018). 

A utilização de isolados de BAL produtores de bacteriocinas se baseia em 

uma ação de exclusão competitiva, em que micro-organismos que têm atividade 

antagônica em relação a micro-organismos patogênicos podem controlar ou inativá-

los, dependendo da competição por nutrientes e locais de fixação, bem como da 

produção de compostos (HOSSAIN et al., 2020; Ukuku et al.,2015). 

Habimana et al., (2011) observaram que a multiplicação de L. monocytogenes 

foi prejudicada pela presença de Lactococcus lactis. Essa competição de espaço por 

nutrientes poderia, portanto, ser uma justificativa pelo baixo ou nenhuma 

multiplicação de células de L. monocytogenes localizadas nas camadas inferiores de 

biofilmes de espécies mistas (HABIMANA et al., 2011). 

 

3.8 ASPECTOS GENÉTICOS ENVOLVIDOS NA FORMAÇÃO DE BIOFILME EM L. 

monocytogenes 

 

Listeria monocytogenes pode apresentar  genes responsáveis por expressar 

fatores de virulência, assim como as estruturas antigênicas através de antígenos 

somáticos (O) e flagelares (H), que as distinguem em treze sorotipos : (1/2a, 1/2b, 
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1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7) e sorogrupos: lla ( 1/2a-3a),llb (1b-3b-

7),llc (1/2-3c), IVa (4a-4c) e IVb (4ab-4b,4d-4e) (DOUMITH et al., 2004; LIU, 2006; 

WIECZOREK; OSEK, 2017).  

Desses, quatro sorotipos (1 / 2a, 1 / 2b, 1 / 2c e 4b) são normalmente isolados 

de aproximadamente 95% dos casos de listeriose humana são causados pela 

ingestão de diversos tipos de alimentos contaminados por esse micro-organismo, 

gerando, assim, muitos surtos (DOUMITH et al., 2004; LIU et al., 2007; 

WIECZOREK; OSEK, 2017). 

O prfA (fator positivo de regulação A) é um dos genes que estão envolvidos 

na formação de biofilme por L. monocytogenes. Trata-se de um ativador 

transcricional chave que vai regular a maior parte da expressão dos genes de 

virulência já conhecidos (LIU et al., 2013), entre eles estão inlA, inlB, plcA, hly, mpl, 

actA, plcB (SHEEHAN et al., 1995). 

Evidências revelam que o gene prfA também possui potenciais efeitos que 

podem ajudar na homeostase de L. monocytogenes, além de  regular a expressão 

de genes envolvidos no transporte, enzimas metabólicas, reguladores e proteínas de 

função desconhecida (MILOHANIC et al., 2003; ZHOU et al., 2011), como a 

biossíntese da parede celular, no metabolismo, divisão celular e nas adaptações em 

diversas condições dos biofilmes microbianos (LUO et al., 2013). 

Diferentes níveis de adesão das células de L. monocytogenes (não aderente 

e fortemente aderente) foram encontrados por Gandra et al. (2019) em diferentes 

superfícies (poliestireno e aço inoxidável), que não mostraram interferência dos 

níveis de expressão gênica de prfA, porém, quando expostas a diferentes 

temperaturas (10 °C, 20 °C e 37 °C), e tempos de incubação (8 h, 12 h, 24 h e 48 h), 

sendo que a maior expressão de prfA foi observada a 37 ºC a partir de 24 h quando 

comparada 10 °C nos demais tempos de avaliação. 

Por outro lado, Pieta et al. (2014) relataram maiores níveis de expressão para 

prfA a 7 °C quando comparados a 37 °C. Desse modo, a avaliação da expressão de 

prfA, o qual participa da regulação de genes de virulência e de formação de biofilme, 

tem sido bastante estudada, de forma a entender sua  seu mecanismo de regulação 

e com o objetivo de controlar a formação de biofilme por L. monocytogenes nas 

indústrias de alimentos (LI et al., 2018; TADIELO, 2020; VAZQUEZ-ARMENTA et al., 

2020).  
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Outro grupo importante é o locus agr que se apresenta altamente conservado, 

envolvido na formação do biofilme que possui ortólogos em várias bactérias Gram-

positivas (AUTRET et al., 2003; GARMYN et al., 2012; PASPALIARI et al., 2014). O 

locus agr possui quatro genes co-transcritos em um operon (agrBCDA) que 

codificam quatro proteínas, sendo considerado um sistema regulador acessório para 

L. monocytogenes. 

O gene agrB é responsável pela expressão de uma proteína de membrana, 

tendo como função transferir o peptídeo de agrD. Já o agrD é um peptídeo alterado 

e autoindutor maduro (AIP). O agrA (autorregulador) e o agrC (histidina quinase) 

formam um sinal de transdução que constituem dois componentes de um sistema. 

Quando a concentração extracelular do AIP atinge certo limiar, em quorum 

sensing, o sistema é ativado através da detecção de agrC-agrA e exerce efeitos 

reguladores sobre substratos alvo, bem como induz a sua própria produção 

(autorregulação positiva) (AUTRET et al., 2003; CHANG et al., 2012; RIEDEL et al., 

2009; RIEU et al., 2007). 

O agrA está relacionado à invasão e adesão celular e à autoindução do 

sistema de QS, mas também afeta as fases que iniciam da formação de biofilme 

(RIEDEL et al., 2009; RIEU et al., 2007). RIEU et al., (2007) observaram uma queda 

de, aproximadamente, 62% no número de células aderidas nas superfícies de vidro 

com agrA- e agrD- mutantes em comparação com suas cepas parentais. Esses 

mutantes também tiveram uma redução de 33% na quantidade de biofilme sobre 

poliestireno durante horas iniciais. 

O gene agrB ajuda a síntese de proteínas de membrana importantes para 

expressão do agrD. A formação de biofilme foi reduzida pela falta de nutrientes e o 

aumento da osmolaridade. Porém, observaram-se graus de expressões de agrD, o 

que sugere que o agrD está participando na formação de biofilme em condições 

parecidas com as encontradas na indústria de alimentos. Assim, o sistema agr é 

essencial para a regulação adequada da biossíntese, estrutura e função do envelope 

celular, adesão a diferentes superfícies, e interação de bactérias dentro do biofilme 

(ZETZMANN et al., 2019). 

Quantidades significativamente superior do gene agrB em células de L. 

monocytogenes aderidas em superfície de vidro foram descritas por Mata et al. 

(2015), quando comparadas com as células planctônicas das mesmas cepas. A 
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temperatura também teve influência na sua expressão, que se mostrou em 

quantidades nas células aderidas a 25 °C. Porém, os autores notaram níveis 

consideráveis do gene agrD nas mesmas condições de temperatura e superfícies 

avaliadas.



 

33 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Microbiologia de 

Alimentos e Biologia Molecular do Departamento de Engenharia de Alimentos e 

Engenharia Química da Universidade Estadual de Santa Catarina de Pinhalzinho-SC, 

Laboratório de Microbiologia do Departamento de Ciência e Tecnologia de Alimentos 

da Universidade Federal de Pelotas – UFPel e no Laboratório Multiusuário da 

UDESC/Joinville. 

 

4.1 OBTENÇÃO DOS ISOLADOS  

4.1.1 Isolados de L. monocytogenes 

Foram utilizados 10 isolados de L. monocytogenes, cinco provenientes de 

carcaça de frango e cinco de abatedouro de frangos. Todos pertencentes ao 

laboratório de Microbiologia do Departamento de Ciência e Tecnologia de Alimentos 

da Universidade Federal de Pelotas – UFPel. Conforme apresentado na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Identificação dos isolados de L. monocytogenes 

 
Micro-organismo Identificação Fonte Sorotipo 

L. monocytogenes 

L 18 Carcaça de frango 4b 

L 19 Carcaça de frango 4b 

L 20 Carcaça de frango 1/2c 

L 21 Carcaça de frango 1/2c 

L 22 Carcaça de frango 4b 

L 31 Abatedouro de frango 4b 

L 32 Abatedouro de frango 4b 

L 33 Abatedouro de frango 4b 

L 34 Abatedouro de frango 1/2b 

L 35 Abatedouro de frango 1/2b 

Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 
 

Os isolados de L. monocytogenes e LLH20 foram mantidos em caldo Triptona 

de soja (TSB, Difco®) com 20% de glicerol a -80 ºC. Para a recuperação dos 

isolados de L. monocytogenes uma alçada (10 µL) das culturas foram inoculadas em 

10 mL de caldo Infusão de Cérebro e Coração (BHI HiMedia®) e incubadas a 37 °C 

por 24 h de incubação. 
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4.1.2 Isolado de Lactococcus lactis 

 Utilizou-se L. lactis subespécie hordniae (LLH20), obtido de alface tipo 

Crespa (Lactuca sativa) após processo de sanitização com hipoclorito de sódio 200 

ppm. O LLH20 foi isolado e identificado pelo sequenciamento rDNA 16S por Sonza 

(2018). 

O isolado LLH20 foi recuperado em caldo Man, Rogosa e Sharpe 

(MRS/Sigma-Aldrich®), e incubado a 36 °C por 24 h. Repetiu-se esse procedimento 

e, após a incubação, as culturas foram centrifugadas 5.000 x g por 10 min (Solab SL 

703) a 4 °C. O precipitado foi ressuspenso em água peptonada 0,1% (Oxoid®) 

esterilizada, foi repicado para tubos com ágar Triptona de Soja (TSA/Merck®), 

incubado a 36 °C por 24 h e mantido a 4 °C, em refrigerador. 

4.2 CAPACIDADE DE PRODUÇÃO DE BIOFILME 

 A capacidade dos isolados de L. monocytogenes em produzir biofilme foi 

avaliada pelo método descrito por Djordjevic; Wiedmann; Mclandsborough (2002), 

com modificações. Os isolados foram cultivados em caldo BHI + YE (HiMedia®) a 37 

ºC por 18 h e as concentrações ajustadas para 108 UFC.mL-1 com auxílio da escala 

de McFarland 0,5. Em placa de microtitulação foram adicionados em cada poço 180 

μL de caldo TSB suplementado com 1% de glicose e 20 μL do isolado na 

concentração de 108 UFC.mL-1. 

Como controle negativo, foram utilizados 200 μL de caldo TSB suplementado 

com 1% de glicose, o qual foi incubado a 37 ºC por 24 horas. O meio de cultura foi 

removido da microplaca,os poços foram lavados por três vezes com água destilada 

esterilizada e a microplaca incubada a 55-60 ºC por 35 min. Foram adicionados 200 

μL de cristal violeta (1%) nos poços e após 45 min em temperatura ambiente, 

lavaram-se os poços com água destilada esterilizada,  e adicionou-se 200 μL de 

etanol 95% (v/v). Após 20 min, realizou-se a medida da densidade óptica D.O. (λ = 

630 nm) da suspensão em leitora de microplaca (Kasuaki modelo DR-200BS). Todo 

o experimento foi realizado em triplicata. 

Os isolados de L. monocytogenes foram classificados de acordo com a 

densidade óptica (Tabela 2) descrito por Stepanović et al. (2000). 
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Tabela 2 - Classificação da produção de biofilme 
 

DOc ≤ DOc p = não produtor  

DOcp <DOc ≤ (2x DOc p) = fraco produtor 

(2x DOcp) <DOc ≤ (4x DOc p) = moderado produtor  

(4xDOcp) ≤ DOc = forte produtor  

DOc: D.O do controle negativo.   

DOcp: D.O do isolado. 

Fonte: Adaptada de Stepanović et al. (2000) 

 

4.3 IDENTIFICAÇÃO DE GENES RELACIONADOS À FORMAÇÃO DE BIOFILME 

DE L. monocytogenes 

 

O DNA genômico dos 10 isolados de L. monocytogenes, bem como das 

cepas controle, foi extraído utilizando o kit WizardSV Genomic DNA Purification 

System (Promega). A qualidade do DNA foi verificada em gel de agarose (Kasvi), 

1% utilizando GelRed 20 X (Biotium Inc.) na proporção 5:1 e visualizada sob luz UV 

em transiluminador pelo programa LPixImage (LOCCUS Biotecnologia, BRL).  

Para a identificação de genes relacionados a formação dos biofilmes dos 

isolados de L. monocytogenes foram utilizados os oligonucleotídeos prfA, agrA, agrB, 

agrC, agrD, flaA, cheA, cheY, sigB, actA (Tabela 3), conforme descritos por Autret et 

al. (2003), Fan et al. (2020), Huang et al. (2018), Lomonaco et al. (2012), Pieta et al. 

(2014) e Rieu et al. (2007). Todos os primers foram avaliados quanto à 

especificidade utilizando-se o Blast – like Alignment Tool (Blast), através do soft a e 

“Basic Alignment Search Tool” (BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi). 

A amplificação por PCR foi realizada em um volume de 25 μL utilizando-se 

12,5 μL de Go taq® Green Master Mix (Promega®), 10 pmol de cada primer e 10 ng 

(2 μL) de DNA molde. Após completadas as reações, os produtos gerados foram 

submetidos à eletroforese a 80 V por 70 minutos em gel de agarose 1,5% (Ludwig). 

O produto amplificado foi corado com GelRedTM e visualizado em transiluminador 

(Loccus®).
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Tabela 3 - Genes alvo, sequências dos oligonucelotídeos utilizados para caracterização molecular dos isolados de L. 

monocytogenes 

(Continua) 

Genes alvo Oligonucleotídeos Tamanho do 
produto (bp) 

Temperatura 
de anelamento 

Função Referência 

prfA 

F:GGAAGCTTGGCTCTATTTGC 

145 

 
Influência na 

formação de biofilme 
Lomonaco et al. 

(2012) 
R: ACAGCTGAGCTATGTGCGAT 

 

60°C 

agrA 
F: CGGGTACTTGCCTGTATGAA 

149 
 

Quorum sensing e 
formação de biofilme 

Pieta et al. 
(2014) 

R:TGAATAGTTGGCGCTGTCTC 
 

60°C 

agrB 

F:AGGTACATTTGGATTTATACTGCTCAAC 

81 

 
Quorum sensing e 

formação de biofilme 
Autret et al. 

(2003) 
R: TCTTCACCGATTAAAGGCAAACT 

 

60°C 

agrC 

F:ATTGACAAGATTTCGATGGATAGTATAGATT 

88 

 
Quorum sensing e 

formação de biofilme 
Autret et al. 

(2003) 
R: CACAAGTTAACGCCGCTTCA 

 

60°C 

agrD 
F: AAATCAGTTGGTAAATTCCTTTCTA 

113 
 

Quorum sensing e 
formação de biofilme 

Rieuet al. (2007) R: AATGGACTTTTTGGTTCGTATACA 
 

60°C 

flaA 

F: GTGCTGGTATGAGTCGCCTT 

115 

 Formação de 
flagelos e formação 

de biofilme 
Fan et al. (2020) R: TCGGACATTTCAGCAGCCAT 

 

60°C 

cheA 

F: AGCGGACATTCAACACGTTC 

144 

 

Quimiotaxia Fan et al. (2020) R: ATCGCCTAAAATCGTTGCCC 

 

60°C 

cheY 

F:CGATGCGATGTTCATGCGTA 

203 

 

Quimiotaxia Fan et al. (2020) R:TTGCCGATGGATCTTTTGCC 

 

60°C 

sigB 

F: GATGATGGATTTGAACGTGTGAA 

191 

 

Regulador global 
HUANG et al. 

(2018) 
R: CGCTCATCTAAAACAGGGAGAAC 

 

60°C 
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Tabela 3 - Genes alvo, sequências dos oligonucelotídeos utilizados para caracterização molecular dos isolados de L. 

monocytogenes 

(Conclusão) 

Genes alvo Oligonucleotídeos Tamanho do 
produto (bp) 

Temperatura 
de anelamento 

Função Referência 

 
actA 

F: CCAAGCGAGGTAAATACGGGA 
R: GTCCGAAGCATTTACCTCTTC 

 
724-619 

 
60°C 

Indutor da 
polimerização da 

actina 

Lomonaco et al. 
(2012) 

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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4.4 PREPARAÇÃO DOS CUPONS   

 

Foram utilizados cupons de polietileno, aço inoxidável AISI 304 e vidro com 1 

cm2  conforme descrito por Webber (2015), previamente higienizados e esterilizados 

em autoclave. Para higienização, ficaram imersos em ácido peracético (AP) na 

concentração de 0,3% e temperatura de 50 ºC por 30 minutos sob agitação de 50 

rpm. Logo após, os cupons foram imersos em água destilada esterilizada a 80 °C 

por 15 min, e por fim autoclavados a 120 ºC por 20 min (MILLEZI et al., 2012). 

4.5 ADESÃO DOS BIOFILMES DE L. monocytogenes EM SUPERFÍCIES DE 

POLIETILENO AÇO INOXIDÁVEL E VIDRO 

Para avaliação da adesão dos biofilmes de L. monocytogenes, os cupons 

foram adicionados em 20 mL de caldo BHI (HiMedia®) contendo 108 UFC. mL-1do 

isolado de L. monocytogenes a ser testado. Foram incubados 20 mL de caldo BHI 

(HiMedia®) a 3 ºC, 9 ºC, 25 ºC, 36 ºC e 42 ºC, simulando as temperaturas do 

ambiente de processamento, por 0, 4, 8, 12, 24 horas, 5 dias e 10 dias 

(KUSUMANINGRUM et al., 2003; ROSSONI; GAYLARDE, 2000).  

Na sequência, os cupons foram retirados nos tempos e temperaturas 

determinados e imersos em 5 mL de água peptonada 0,1 % (HiMedia®) por 1 minuto, 

para a remoção de células planctônicas. Depois os cupons foram introduzidos em 

tubos de ensaio contendo 5 mL de água peptonada 0,1 %, e sonicados por 10 

minutos em banho de ultrassom  Quimis® (frequência de 40 kHz e potência de 81 W) 

para remover as células sésseis (SCHERBA; WEIGEL; O’BRIEN, 1991). Após 

sonicados, foram realizadas diluições decimais seriadas para 9 mL de água 

peptonada 0,1 % (AP, HiMedia®) 0,1 mL da cultura em placas de Tryptic Soy agar 

(TSA Difco®). Após 24 h de incubação a 37 ºC, as colônias obtidas foram contadas 

e o resultado da diluição foi expresso em log, utilizando o cálculo descrito na 

equação (1) seguinte (TORTORA et al.; MIYANO; OIE; KAMIYA, 2003): 

                                                                                                                                 (1) 

LOG UFC.cm-2= UFC/mL da suspensão X contagem de L. monocytogenes em placas 

Área 
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4.6 AÇÃO DOS SANITIZANTES SOBRE BIOFILME PRODUZIDO POR ISOLADOS 

DE L. monocytogenes 

 

Os cupons preparados com as células aderentes, conforme descrito no item 

4.4, foram imersos em soluções aquosas contendo os desinfetantes por 10 minutos 

em temperatura ambiente ou em água destilada para controle. Foram utilizados os 

desinfetantes: ácido peracético a 0,3% (v/v) (Ecoper) e o quaternário de amônia a 

2% (v/v) (Divosan), ambos nas concentrações máximas recomendadas pelos 

fabricantes. A quantificação das células (sésseis) foi realizada de acordo com o 

descrito no item 4.4. Foram realizadas diluições decimais seriadas da cultura e 

semeadura em TSA. Após 24h de incubação a 37 ºC, as colônias foram contadas e 

o resultado da diluição foi expresso em log.cm-². 

 

4.7 EFEITO DO ISOLADO LLH20 SOBRE A FORMAÇÃO DE BIOFILME DE L. 

monocytogenes EM SUPERFÍCIES DE AÇO INOXIDÁVEL, POLIETILENO E 

VIDRO 

A preparação do isolado LLH20 foi realizada conforme descrito no item 4.1 e 

os cupons foram preparados conforme o item 4.4. Cada cupom (aço inoxidável, 

polietileno e vidro) foi completamente imerso em 10 mL em tubos Falcon contendo 

TSB e depois adicionado 1 mL na concenração108 UFC.mL-1 do isolado de LLH20 e 

de 1 ml na concentração 105 UFC.mL-1 de cada isolado de L. monocytogenes. Uma 

amostra contendo apenas L. monocytogenes foi considerada o controle. Todas as 

amostras foram incubadas nos melhores tempos e temperaturas selecionados para 

formação de biofilme, descritas no item 4.5. 

Após a incubação, cada cupom foi removido do tubo Falcon e lavado duas 

vezes com água destilada esterilizada para remover células planctônicas. Após, 

cada cupom foi transferido para placas de Petri (55 × 12 mm) contendo 2 mL de 

água peptonada (0,1 %) e, posteriormente, transferidos para um tubo de ensaio e 

agitados em agitador de tubo tipo vórtice por 2 min para dispersar o biofilme. A 

contagem de células do biofilme foi realizada em ágar Ágar Listeria 

Aloa  (Laborclin®), incubado a 30 °C por 48 h (HOSSAIN et al., 2020). 
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4.8 AVALIAÇÃO DA FORMAÇÃO DE BIOFILME USANDO MICROSCOPIA 

ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 

 

As alterações morfológicas dos isolados de L. monocytogenes nas superfícies 

de aço inoxidável, polietileno e vidro foram avaliadas por MEV. Essas superfícies 

foram avaliadas nos tempos e temperaturas determinados conforme item 4.4 Os 

cupons analisados foram tratados com ácido peracético (APA 0,3%), composto 

quaternário de amônia (CQA 2%), isolado LLH20 (108 UFC.mL-1) e, como controle, 

utilizaram-se cupons sem os tratamentos, somente com os isolados de L. 

monocytogenes. Na sequência, as superfícies foram lavadas três vezes com solução 

salina tamponada com fosfato PBS, e desidratadas com concentrações de 30, 50, 

70, 80, 90 e 100% de etanol e secas em liofilizador (Ilshin Lab. Co. Ltd., TFD5503, 

Coréia) por 24 h (NING et al., 2017). As amostras foram encaminhadas para o 

laboratório multiusuário da UDESC/Joinville e avaliadas em microscópio eletrônico 

de varredura (JSM-6610LV, JEOL). 

 

4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todos os ensaios foram realizados em triplicatas e os dados foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P < 0,05), 

usando a versão do programa Statistica 13.3 (Statsoft, inc 2017). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 PRODUÇÃO DE BIOFILME PELOS ISOLADOS DE L. monocytogenes 

Os 10 isolados de L. monocytogenes obtidos de carcaça de frango e de 

abatedouro de frango foram capazes de produzir biofilme. Na Tabela 4 pode-se 

observar a classificação dos isolados de L. monocytogenes quanto à capacidade de 

produção de biofilme a 37 °C. Dos 10 isolados, 30% (3) foram considerados 

produtores moderados de biofilme, enquanto 70% (7) foram considerados forte 

produtores de biofilme. Nenhum isolado foi classificado como fraco produtor de 

biofilme (<0,054). 

 

Tabela 4 - Capacidade de formação de biofilme dos isolados de L. monocytogenes 

oriundos de carcaça de frango e abatedouro de frango, no teste de adesão em 

microplacas de 96 poços 

Isolados de carcaça  D.O  Classificação 1 

L18  0,110 ± 0,01b Moderado produtor de biofilme 

L19 0,124 ± 0,02 b Moderado produtor de biofilme 

L20 0,213 ± <0,01a Forte produtor de biofilme 

L21 0,238 ± 0,01a Forte produtor de biofilme 

L22 0,212 ± 0,01a Forte produtor de biofilme 

Isolados de abatedouro  D.O  Classificação 1 

L31 0,274 ± 0,02 a Forte produtor de biofilme 

L32 0,321±0,05a Forte produtor de biofilme 

L33 0,318± 0,01a Forte produtor de biofilme 

L34 

L35 

0,238±0,04a 

0,120 ± 0,01b 

Forte produtor de biofilme 

Moderado produtor de biofilme 

Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si. 
1Classificação de acordo com (STEPANOVIĆ et al., 2000), pela comparação de cada densidade ótica (D.O) com 

média de controles negativos conforme Tabela 1. 
Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 

 

Liu et al. (2020) avaliaram 31 isolados de L. monocytogenes oriundos de 

frigorífico matadouro de carne bovina, dos quais 64,2% foram classificados como 

fortes produtores de biofilmes. Já Carandina (2013) avaliou 37 isolados de L. 

monocytogenes provenientes de vários ambientes de laticínios, além de amostras 

provenientes de salmoura e queijos, e verificaram que 6 isolados (16,2%) foram 

capazes de produzir biofilme, sendo classificados como fracos produtores. Bonsaglia 
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et al. (2014) avaliaram 32 isolados de L. monocytogenes provenientes de diferentes 

alimentos (leite e vegetais) e de ambientes de processamento de alimentos, e 

encontram dois (6,2%) isolados como fortes produtores de biofilme. 

A diferença observada entre os resultados deste estudo e os dos autores 

citados acima pode ser explicada pelo fato da produção de biofilmes ser uma 

característica que vai depender da origem do isolado, Bonsaglia et al. (2014), 

Carandina, (2013), Liu et al. (2020). Além disso, de acordo com Doijad et al. (2015), 

condições de multiplicação dos isolados pode influenciar a quantidade de produção 

do biofilme. 

Na Tabela 4 é possível observar a capacidade de formação de biofilme pelos 

isolados de L. monocytogenes, bem como a classificação quanto ao nível de 

produção. Com intuito de obter um isolado com maior formação de biofilme, realizou-

se uma análise estatística para cada grupo de origem, separadamente. Com isso, os 

isolados L20, L21 e L22, provenientes de carcaça de frango, foram considerados 

como fortes produtores de biofilme, apresentando valores (D.O) de 0,213, 0,238 e 

0,212, respectivamente, não sendo diferentes estatisticamente entre si (p>0,05). Já 

quando os isolados oriundos de abatedouro de frango foram analisados, constatou-

se que somente o isolado L35 (D.O de 0,120) divergiu estatisticamente (p < 0,05) 

dos demais, sendo o único isolado de L. monocytogenes classificado como produtor 

moderado de biofilme. Portanto, com base nos resultados, foram escolhidos, dentre 

os isolados com forte produção de biofilme, o L21 (carcaça de frango) e o L32 

(abatedouro de frango) para as etapas subsequentes deste estudo. 

 

5.2 IDENTIFICAÇÃO DE GENES RELACIONADOS À PRODUÇÃO DE BIOFILME 

EM ISOLADOS DE L. monocytogenes 

 

Neste estudo, realizou-se a identificação da presença dos genes do locus agr, 

prfA, actA, cheA, cheY, flaA e sigB em isolados de L. monocytogenes com 

capacidade de formação de biofilme (Tabela 5). 
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Tabela 5 - Identificação de genes envolvidos na formação de biofilme em dez 

isolados de L. monocytogenes provenientes de carcaça de frango e de abatedouro 

de frangos 

 
Gene 

identificação dos isolados 

L18 L19 L20 L21 L22 L31 L32 L33 L34 L35 

prfA + + + + + + + + + + 

agrA + + + + + + + + + + 

agrB + - - - + + + + - - 

agrC + + + + + + + + + + 

agrD - - - - - - - - - + 

flaA - - - - - - - - + + 

cheA + + + + + + + + + + 

cheY + + - + + + + + + + 

sigB - + - + + + + + - - 

actA + + + + + + + + + + 

 
(+): presença do gene. (-): ausência do gene. 

Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 

  

Os genes agrA e agrC são importantes na primeira etapa da formação do 

biofilme, que consiste na adesão do micro-organismo e no quorum sensing. Já o 

gene prfA, que também tem influência na formação de biofilme, foi identificado nos 

10 isolados de L. monocytogenes. Por outro lado, somente 50% dos isolados 

avaliados apresentaram o gene agrB, que está relacionado ao quorum sensing e à 

formação de biofilme. O gene agrD foi identificado somente no isolado L35. O gene 

agrD está relacionado ao quorum sensing e à formação de biofilme (LEMON; 

FREITAG; KOLTER, 2010; LUO et al., 2013). 

Gandra et al. (2019) sugerem que o locus agr tem participação ativa, 

principalmente os genes agrB, agrC, agrD, na fase inicial de formação de biofilme 

por isolados de L. monocytogenes em superfícies abióticas. A identificação de pelo 

menos um gene do locus agr não está relacionada à formação de somente um 

sorotipo específico de L. monocytogenes, mas demonstra a ligação desses genes na 

produção de qualquer biofilme dos isolados de L. monocytogenes (GANDRA et al., 

2019; KADAM et al., 2013). 
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Quanto à identificação do gene prfA, todos os isolados de L. monocytogenes 

avaliados portavam esse gene, também já observado por outros autores (GANDRA 

et al., 2019; RAMIRES et al., 2020). Esse gene, segundo Luo et al. (2013), é um 

ativador transcricional chave, que vai regular a expressão da maioria dos genes de 

virulência de L. monocytogenes.  O gene PrfA pode desempenhar outra finalidade 

sobre a homeostase de L. monocytogenes, regulando indiretamente a expressão de 

genes transportadores, enzimas metabólicas, reguladores e proteínas de função 

ainda desconhecida (ZHOU et al., 2011). 

O gene actA codifica uma proteína que é responsável por dar propulsão e 

deslocamento da célula bacteriana no citoplasma da célula hospedeira e a 

propagação célula a célula de L. monocytogenes (TRAVIER et al., 2013; VAZQUEZ-

ARMENTA et al., 2020). Além de ter como função gênica a agregação bacteriana 

em ambientes extracelulares por interações diretas (TRAVIER; LECUIT, 2014). No 

presente estudo, esse gene foi identificado em todos os isolados de L. 

monocytogenes, o que está  em concordância com outros estudos que também 

demonstraram a presença desse gene em isolados de L. monocytogenes (FAN et al., 

2020; RAMIRES et al., 2020; VAZQUEZ-ARMENTA et al., 2020). 

Foram avaliados os genes flaA que têm participação na produção de fímbrias 

e formação de biofilme e os genes cheA/cheY, um sistema de quimiotaxia de dois 

componentes. Observa-se, na Tabela 5, que os 10 isolados do cheA carreavam 

esse gene, enquanto dos 10 isolados avaliados do cheY, apenas o L20 não portou 

esse gene. Fan et al. (2020) também avaliaram a presença desses genes na 

formação de seis isolados de biofilme de L. monocytogenes e identificaram sua 

presença em todos os avaliados. 

Em L. monocytogenes, os genes cheY/cheA estão associados à regulação da 

flagelina. O gene flaA está relacionado com a codificação da flagelina e o cheY e 

cheA, estão ligados às proteínas de quimiotaxia, desempenhando também função 

importante na virulência, uma vez que são de grande importância na etapa da 

invasão e adesão celular (DONS et al., 2004; DONS; J.E.OLSEN; O.F.RASMUSSEN, 

1994; TIENSUU et al., 2019). 

O gene flaA participa no início da formação do biofilme, atuando na motilidade, 

flagelos por quimiotaxia cheguem mais próximo a uma superfície desses micro-

organismos para fazer fixação (LEMON; HIGGINS; KOLTER, 2007; ZHANG et al., 
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2018). Dos 10 isolados de L monocytogenes avaliados, em 8 (80%) não foi 

identificado o gene flaA, sendo identificado apenas nos isolados L34 e L35, ambos 

provenientes de abatedouro de frango, possivelmente porque os biofilmes foram 

avaliados já maduros, o que é correlacionado à ausência desse gene (TADIELO, 

2020). 

Pieta et al. (2014) avaliaram dois isolados de L. monocytogenes provenientes 

de queijos, sendo que em ambos foi possível detectar o gene flaA. Já Zhang et al. 

(2018) avaliaram um isolado de L. monocytogenes oriundo da abatedouro  de carne 

crua, o qual carreava o gene flaA. O mesmo resultado foi encontrado por  Fan et al. 

(2020) num estudo com seis cepas ATCC, no qual todas portavam o gene flaA. 

O gene sigB é um regulador global da resposta ao estresse em L. 

monocytogenes, e está altamente relacionado à virulência, uma vez que influencia 

na transcrição do gene prfA por ligação direta com sua região promotora (ASAKURA 

et al., 2012; FERREIRA; O’BYRNE; BOOR, 2001). Portanto, a regulação negativa 

de sigB evita a superexpressão de prfA e actA, afetando a capacidade da célula 

microbiana de aderir irreversivelmente e formar biofilmes (VAZQUEZ-ARMENTA et 

al., 2020). 

Dos 10 isolados de L. monocytogenes formadores de biofilmes avaliados no 

presente trabalho, seis (60 %) portavam o gene sigB. Asakura et al. (2012) 

avaliaram dois isolados de L. monocytogenes oriundos de queijos e constataram que 

o gene sigB foi transcrito somente em um isolado. A provável justificativa desses 

isolados não terem portado o sigB é devido à sua exibição em níveis indetectáveis 

(ASAKURA et al., 2012). 

 

5.3 EFEITO DO TEMPO E TEMPERATURA NA FORMAÇÃO DE BIOFILME POR L. 

monocytogenes EM SUPERFÍCIES DE POLIETILENO, AÇO INOXIDÁVEL E 

VIDRO 

 

Nesta etapa do experimento, avaliou-se o efeito da temperatura (3 °C, 9 °C, 

25 °C, 36 °C, 42 °C), em diferentes tempos (0, 4, 8, 12, 24, 120, 240 horas) sobre a 

formação de biofilme por dois isolados de L. monocytogenes selecionados (L21 e 

L32), em superfícies de polietileno, aço inoxidável e vidro. Observou-se que houve 

diferença significativa (p < 0,05) nas diferentes combinações realizadas, avaliadas 
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pela técnica de contagem de colônias em placas, conforme pode ser observado nas 

Tabelas 6 e 7.
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Tabela 6 - Contagem do isolado L. monocytogenes L21 nas superfícies de polietileno, aço inoxidável e vidro, sob diferentes 

temperaturas e tempos de incubação 

 

Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, minúsculas na coluna e maiúscula na linha pelo teste de Tukey (p>0,05). 
Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Superfícies de polietileno (log UFC.cm-2) 

Temperatura 0 h 4 h 8 h 12h 24 h 120h 240h 

3°C 4,57 ± 0,10aE 5,20 ± 0,08 bD 5,18 ± 0,10dD 5,49 ± 0,13bC 5,55 ± 0,13bcBC 5,81 ± 0,06bB 6,38 ± 0,07cA 

9°C 4,59 ± 0,14aD 5,44 ± 0,14 aC 5,55 ± 0,09cC 5,52 ± 0,19bC 5,70 ± 0,19bC 6,66± 0,11cB 7,29 ± 0,10aA 

25°C 4,66 ± 0,10aD 5,67 ± 0,11 aC 6,70 ± 0,16 aB 6,82 ± 0,05aB 7,64 ± 0,16aA 7,62 ± 0,03aA 6,94 ± 0,10bB 

36°C 4,46 ± 0,15 aF 5,48 ± 0,12 abE 6,19 ± 0,15 bD 6,86 ± 0,12aC 7,32 ± 0,20aAB 7,39 ± 0,05abA 6,98 ± 0,16bBC 

42°C 4,37 ± 0,30aE 5,41 ± 0,14 abD 6,56 ± 0,16 aC 6,80 ± 0,17aBC 7,56 ± 0,25aA 7,23 ± 0,20bAB 4,32 ± 0,15dE 

Superfícies de aço inoxidável (log UFC.cm-2) 

3°C 4,16+ ± 0,16aC 4,83± 0,21 cB 4,88 ± 0,25cB 5,26 ± 0,19dAB 5,33 ± 0,13cAB 5,32 ± 0,10cAB 6,13 ± 0,23 aA 

9°C 4,37 ± 0,10aC 5,31 ± 0,17 bB 5,64 ± 0,08bB 5,59 ± 0,20cdB 5,62 ± 0,15cB 6,21± 0,06 aA 6,29 ± 0,13aA 

25°C 4,13 ± 0,05aD 5,63 ± 0,08 abC 5,64± 0,14bC 5,87 ± 0,15 cBC 6,14 ± 0,12bB 6,73 ± 0,26abA 6,26 ± 0,26 aAB 

36°C 4,50 ± 0,17 aD 5,86 ± 0,07 aC 6,42 ± 0,19aB 6,46 ± 0,15bB 6,62 ± 0,15aAB 6,91 ± 0,02aA 6,54 ± 0,02 aB 

42°C 4,34 ± 0,19aE 5,32 ± 0,27 bC 6,21 ± 0,05aB 6,92 ± 0,10aA 6,90 ± 0,13 aA 5,42 ± 0,39cC 4,52 ± 0,24 bD 

Superfície de vidro (log UFC.cm-2) 

3° C 4,74 ± 0,20aE 4,95 ± 0,21 dCD 5,27 ± 0,16bBC 5,14 ± 0,03 cBC 5,38 ± 0,04 dB 5,86 ± 0,12 bA 6,12 ± 0,11bA 

9° C 4,25 ± <0,01aD 5,11 ± 0,14 cdC 5,58 ± 0,37bBC 5,47 ± 0,49bcBC 5,79 ± 0,20 cBC 6,14± 0,12 bAB 6,70 ± 0,19aA 

25° C 4,50 ± 0,35aD 5,71 ± 0,05 bC 5,57 ± 0,18 bC 6,10 ± 0,17bBC 6,61 ± 0,15 bA 6,46 ± 0,15 aAB 6,37 ± 0,06abAB 

36° C 4,32 ± 0,06 aD 6,23 ± 0,08 aC 6,68 ± 0,14 aB 6,99 ± 0,09 aA 7,10 ± 0,02aA 6,09 ± 0,02bC 6,02 ± 0,16bC 

42° C 4,25 ± 0,07aE 5,32 ± 0,19 bcD 6,40 ± 0,11 aB 6,81 ± 0,09 aA 6,70 ± 0,09 bAB 5,83 ± 0,12 bC 5,26 ± 0,24cD 
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Na Tabela 6, são apresentados os resultados obtidos com o isolado de L. 

monocytogenes L21 nas superfícies de polietileno, aço inoxidável e vidro. 

Observou-se que a maior contagem do isolado L21, entre as superfícies 

avaliadas, foi na de polietileno, com contagem de 7,64 log UFC.cm-2 na 

temperatura 25 °C, no tempo de 24 h. Quando avaliadas as superfícies de 

polietileno, aço inoxidável e vidro separadamente, observou-se que os maiores 

resultados sempre foram em temperaturas mais elevadas. 

Quando a superfície de aço inoxidável, inoculada do isolado L21, foi 

submetida à temperatura de 42 °C, as contagens do micro-organismo não 

apresentaram diferença estatística (p>0,05) entre os tempos 12 h (6,92 log 

UFC.cm-2) e 24 h (6,90 log UFC.cm-2). O mesmo foi observado quando a 

superfície de aço inoxidável foi incubada a 36 °C por 120 h, resultando em 

contagens de 6,91 log UFC.cm-2. 

 As contagens do isolado L21 na superfície de vidro quando submetido à 

temperatura de 36 °C não apresentaram diferença estatística (p>0,05) entre os 

tempos 12 h (6,99 log UFC.cm-2) e 24 h (7,10 log UFC.cm-2). Sendo essas as 

maiores contagens do L21 quando aplicados em superfície de vidro. 

Quando avaliado o efeito da temperatura 3 °C e 9 °C sobre o isolado 

L21, a superfície de polietileno foi a que teve maior contagem, em comparação 

às superfícies de vidro e aço inoxidável avaliadas, sendo que a maior 

contagem foi a 9 °C (6,70 log UFC.cm-2), apresentando diferença estatística 

quando comparada a 3 ºC (6,12 log UFC.cm-2) ambas em 240 h de incubação. 

Em relação à superfície de aço inoxidável, os resultados não divergiram 

estatisticamente entre si (p>0,05), tanto a 3 °C como 9 °C, apresentando 

contagens de 6,13 log UFC.cm-2 e 6,29 log UFC.cm-2, respectivamente, no 

tempo de 240 h. Já para a superfície de vidro, o isolado L21 apresentou 

contagens para as mesmas condições de temperatura, 6,12 log UFC/cm2 e 

6,70 log UFC.cm-2 para 3 e 9 °C, respectivamente, diferindo estatisticamente 

entre si (p < 0,05).  

Pôde-se observar que a multiplicação do isolado L21 em temperaturas 

mais baixas (3 °C e 9 °C) ocorreu de forma mais lenta, sempre no tempo de 

240 h, quando comparado em temperaturas mais elevadas (25 °C, 36 °C e 
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42 °C), em que seus maiores resultados de contagem foram sempre nos 

tempos de 24 h e 12 h (Tabela 7). 
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Tabela 7 - Contagem do isolado L. monocytogenes L32 nas superfícies de polietileno, aço inoxidável e vidro, sob diferentes 

temperaturas e tempos de incubação 

Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, minúsculas na coluna e maiúscula na linha pelo teste de Tukey (p>0,05). 
Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 

Superfícies de polietileno (log UFC.cm-2) 

Temperatura 0 h 4 h 8 h 12h 24 h 120h 240h 

3°C 4,50 ± 0,08aD 4,92 ± 0,20 cC 5,49 ± 0,09cB 5,56 ± 0,02 cAB 5,57 ± 0,06 dAB 5,61 ± 0,08 bAB 5,87 ± 0,15bA 

9°C 4,30 ± 0,20aD 5,45 ± 0,24 bC 5,57 ± 0,05cC 5,58 ± 0,04 cC 6,18 ± 0,18 cB 6,64± 0,11aA 6,78 ± 0,13aA 

25°C 4,45 ± 0,20aD 5,56 ± 0,16 bC 6,27 ± - 0,05 bB 6,61 ± 0,16bB 7,41 ± 0,14 aA 6,64 ± 0,19 aB 6,51 ± 0,19aB 

36°C 4,55 ± 0,04 aC 6,54 ± 0,05 aB 6,68 ± 0,12 aB 7,13 ± 0,05 aA 7,13 ± 0,05abA 6,73 ± 0,05aB 6,67 ± 0,15aB 

42°C 4,59 ± 0,11aE 5,46 ± 0,16 bC 6,26 ± 0,20 bB 6,44 ± 0,08 bB 6,87 ± 0,13 bA 5,20 ± 0,17 cACD 5,06 ± 0,10cD 

Superfícies aço inoxidável (log UFC.cm-2) 

3°C 4,08 ± 0,13aE 4,62 ± 0,15 bC 5,06 ± 0,15cB 5,04 ± 0,13 dB 5,16 ± 0,14 dB 5,42 ± 0,17 cAB 5,80 ± 0,18 bA 

9°C 4,28 ± 0,27aD 5,13 ± 0,07 aC 5,66 ± 0,08bB 5,58 ± 0,04cB 5,92 ± 0,08 cAB 5,91± 0,10bAB 6,02 ± 0,06 bA 

25°C 4,57 ± 0,28aE 5,48 ± 0,17 aD 5,52± 0,22bD 5,95 ± 0,14 bcCD 6,41 ± 0,15 cBC 6,88 ± 0,09 aAB 6,96 ± 0,23 aA 

36°C 4,30 ± 0,52 aB 5,21 ± 0,22 aB 6,39 ± 0,16 aA 7,06 ± 0,20 aA 7,03 ± 0,23aA 7,00 ± 0,01aA 7,00 ± 0,61 aA 

42°C 4,19 ± 0,13aE 5,27 ± 0,09 aC 6,17 ± 0,15 aB 6,30 ± 0,30 bB 7,20 ± 0,27 aA 5,31 ± 0,27 cC 4,10 ± 0,17 cE 

Superfície de vidro (log UFC.cm-2) 

3°C 4,30 ± 0,21bcE 4,20 ± 0,17 cD 4,82 ± 0,46cBC 4,94 ± 0,12 dB 5,06 ± 0,66 dAB 5,17 ± 0,18 dAB 5,62 ± 0,13dA 

9°C 4,05 ± 0,10cE 5,52 ± 0,16 aD 5,63 ± 0,04bCD 5,66 ± 0,09cCD 5,81 ± 0,11 cBC 5,94± 0,11 cB 6,33 ± 0,01cbA 

25°C 4,40 ± 0,17abcD 5,33 ± 0,14 bC 5,59 ± 0,11 bC 6,06 ± 0,10bB 6,20 ± 0,17 bB 7,19 ± 0,09 aA 7,15 ± 0,14aA 

36°C 4,81 ± 0,17 aE 5,83 ± 0,14 aD 6,34 ± 0,07 aC 6,79 ± 0,15 aAB 7,13 ± 0,05aA 6,69 ± 0,21bBC 6,70 ± 0,17bBC 

42°C 4,56 ± 0,11abD 5,46 ± 0,19 abC 6,31 ± 0,26 aB 6,44 ± 0,08 bAB 6,86 ± 0,13 aA 5,20 ± 0,06 dC 5,06 ± 0,10eC 
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A Tabela 7 apresenta os resultados das contagens do isolado L. 

monocytogenes L32 sobre as superfícies de polietileno, aço inoxidável e vidro. Da 

mesma forma que foi observado para isolado L21 (Tabela 6), a superfície de 

polietileno foi onde houve maior contagem também para o isolado L32, com 7,41 log 

UFC.cm-2, na temperatura de 25 °C, no tempo de 24 h. 

Na superfície de aço inoxidável mantida na temperatura de 42 °C por 120 h, 

observou-se contagem de 7,20 log UFC/cm2 para o isolado L32. Não houve 

diferença estatística (p>0,05) quando o isolado foi submetido à temperatura de 36 °C 

(7,03 log UFC.cm-2) durante o mesmo tempo de incubação. Em superfície de vidro o 

L32 teve sua maior contagem de formação de biofilme de 7,19 log UFC.cm-2, na 

temperatura de 25 °C e no tempo de 120 h. 

O vidro e o aço inoxidável são superfícies hidrofílicas, enquanto as superfícies 

de plástico são mais hidrofóbicas (STEPANOVIĆ et al., 2004). Superfícies 

hidrofóbicas possibilitam a aproximação entre micro-organismo e a matriz sólida, 

eliminando a água interfacial presente nas superfícies de interação, facilitando, 

assim, a adesão de micro-organismos (ZERAIK; NITSCHKE, 2010). 

Pelos resultados obtidos, observou-se que, os dois isolados L21 e L32 

apresentaram maiores contagens de L. monocytogenes na superfície de polietileno 

(hidrofóbica). Bonsaglia et al. (2014) descrevem que superfícies hidrofílicas, 

independente da temperatura, formam mais biofilme de L. monocytogenes em 

comparação a superfícies hidrofóbicas (CHAVANT et al., 2002). Porém, os 

resultados deste estudo são consistentes com os de Aarnisalo et al. (2007), que 

utilizaram 10 isolados de L. monocytogenes obtidos de diversas instalações de 

indústrias alimentícias, e verificaram que as contagens  dos biofilmes de L. 

monocytogenes nas superfícies de aço inoxidável e polietileno foi de 5,91 log UFC. 

cm-2 e de 7,30 log UFC.cm-2, respectivamente. Já Abeysundara et al. (2017), 

avaliaram seis isolados de L. monocytogenes oriundos de diferentes fontes de 

alimentos, e verificaram que as contagens de L. monocytogenes foi de 5,5 e 6,0 log 

UFC.cm-2, nas superfícies de aço inoxidável e polietileno, respectivamente.  

Os isolados de L21 e L32 aderiram-se às superfícies de aço inoxidável e vidro 

em todas as temperaturas e tempos avaliados. Os resultados deste estudo 

corroboram os obtidos por Giaouris et al. (2013), que avaliaram três isolados de L. 

monocytogenes (um de procedência clínica, um de alimento congelado e outro de 
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ambiente de fábrica de processamento de alimentos), e constataram que esses 

isolados atingiram contagens de 6,05 log UFC.cm-2  em superfícies de aço 

inoxidável. Reis-Teixeira et al. (2017) obtiveram contagens de 6,0 log UFC.cm-2  e de 

8,0 log UFC.cm-2 de L. monocytogenes em biofilmes em superfície de aço inoxidável 

e vidro, respectivamente. Bonsaglia et al. (2014) avaliaram a produção de biofilme 

em aço inoxidável e vidro e observaram que de 35 isolados de L. monocytogenes 

estudados, 32 (93,8%) produziram biofilme. 

Pode-se observar, pelas Tabelas 6 e 7, que as maiores contagens dos dois 

isolados de L. monocytogenes (L21 e L32) sempre aconteceram sob a influência das 

temperaturas mais altas (25 °C, 36 °C e 42 °C), para todas as superfícies. Outros 

autores relatam que a produção de biofilme por L. monocytogenes aumenta com a 

elevação da temperatura (IN LEE et al., 2017; KADAM et al., 2013; KOCOT; 

OLSZEWSKA, 2017). 

Segundo Lemon, Higgins, Kolter (2007), os flagelos são importantes na 

produção de biofilme por L. monocytogenes, dando-lhe motilidade, sendo que a 

temperatura é um fator decisivo para a expressão dos genes flagelares. Esses 

flagelos relacionados com a formação do biofilme são expressos a 25 °C (GANDRA 

et al., 2019; LEMON; HIGGINS; KOLTER, 2007; TRÉMOULET et al., 2002).  

Outros estudos descrevem que em alguns isolados em temperaturas iguais 

ou superiores a 37 °C os genes responsáveis pela motilidade podem ser 

expressados (DJORDJEVIC; WIEDMANN; MCLANDSBOROUGH, 2002; LUO et al., 

2013; WAY et al., 2004). Outra  justificativa para os biofilmes terem maiores taxas de 

fixação em temperaturas altas é a hidrofobicidade da superfície , pois com o 

aumento da temperatura há  um aumento na fixação das células microbianas em 

superfícies mais rígidas  (ABEYSUNDARA et al., 2017; DI BONAVENTURA et al., 

2008).  

Como pode ser observado nas Tabelas 6 e 7, temperaturas mais baixas (3 °C 

e 9 °C) não são um obstáculo para a multiplicação de L. monocytogenes, haja vista 

que foram obtidos resultados de contagens dos dois isolados (L21 e L32) nas 

diversas condições e nas superfícies de polietileno, aço inoxidável e vidro. 

Abeysundara et al. (2017)  avaliaram seis isolados de L. monocytogenes oriundos de 

diferentes fontes de alimentos, as temperaturas baixas não são uma barreira para o 

crescimento de L. monocytogenes. Essa característica psicrotrófica é um dos 
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principais fatores que contribuem para o desenvolvimento de L. monocytogenes em 

ambientes frios. 

De modo que as condições ambientais desempenham um papel importante 

na formação do biofilme (LIU et al., 2020). Portanto, as temperaturas foram 

escolhidas com base nas condições de processamento estabelecendo-se cinco para 

determinar a formação de biofilme de L. monocytogenes sob condições simuladas 

de processamento, sendo elas: de armazenamento refrigerado (3 °C), de salas de 

fabricação de carne (10 °C), e outras mais elevadas não comuns no processamento, 

porém, muito importantes a serem estudadas, simulam a temperatura ambiente 

(25 °C), do corpo humano (36 °C) e 42 °C, pois alguns genes podem ser expressos.  

Com base nas contagens, foram selecionados os melhores tempos e 

temperaturas dos isolados L21 e L32 pra avaliação do efeito dos sanitizantes e do L. 

Lactis (LLH20) contra a formação de biofilmes de L. monocytogenes, os 10 isolados 

foram avaliados nos tempos e temperaturas conforme descritos abaixo: 

 

a) superfície de polietileno: 

- todos os isolados à temperatura de 25 °C/24 h; 

b) superfície de aço inoxidável: 

- isolados L18, L19, L20, L21 (isolados de carcaça de frango) à 

temperatura de 42 °C / 12 h e isolados L31, L32, L33, L34, L35 (isolados 

de abatedouro de frango) 42 °C / 24 h; 

c) superfície de vidro: 

- isolados L18, L19, L20, L21 (isolados de carcaça de frango) à 

temperatura de 36 °C / 24 h e isolados L31, L32, L33, L34, L35 (isolados 

de abatedouro de frango) 25 °C / 120 h. 

 

5.4 EFEITO DA REMOÇÃO DE BIOFILME DE L. monocytogenes SOB A AÇÃO DE 

SANITIZANTES 

  

Os 10 isolados de L. monocytogenes, foram cultivados nas melhores 

condições (item 5.3) para a formação de biofilme nas superfícies de aço inoxidável, 

polietileno e vidro e avaliados quanto a ação de sanitizantes comumente utilizados 

na indústria de alimentos (ácido peracético e quaternário de amônio). 
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Os sanitizantes ácido peracético 0,3% e quaternário de amônio 2% foram 

eficazes na remoção dos biofilmes, reduzindo as contagens de L. monocytogenes 

até o limite de detecção (<2,0 log UFC.cm-2). As concentrações dos sanitizantes 

utilizadas neste estudo foram as máximas recomendada pelos fabricantes, e 

constam nas especificações técnicas do fabricante nos anexos A e B, visando o 

controle de L. monocytogenes em sua forma livre.  

Segundo diversos autores, tais sanitizantes conseguem reduzir a adesão de 

micro-organismos e, consequentemente, a formação de biofilmes, contudo, não há 

uma atuação satisfatória em relação ao biofilme em formação (BELESSI et al., 2011; 

BELTRAME et al., 2012; SILVA et al., 2017). 

Beltrame et al. (2012) avaliaram a eficácia do ácido peracético (0,2; 0,5; 0,8 e 

1,1%) e do quaternário de amônio (0,2; 0,6; 1,0 e 1,4%) em concentrações menores 

do que o fabricante recomenda contra L. monocytogenes e descrevem que os 

sanitizantes mostraram-se eficazes contra esse patógeno em todas as condições 

inferiores à da recomendação. 

A formação do biofilme maduro pode ocorrer entre 3 a 6, podendo chegar até 

10 dias, sua remoção se torna um problema na indústria de alimentos, pois os micro-

organismos ligados a essa matriz podem diminuir a eficácia dos sanitizantes 

utilizados. Assim, a matriz EPS cria uma barreira que dificulta a penetração dos 

sanitizantes, impedindo sua atuação nas camadas internas do biofilme (KOCOT; 

OLSZEWSKA, 2017; LI et al., 2018; SILVA et al., 2017; XU et al., 2017). 

 

5.5 EFEITO ANTIBIOFILME DE L. monocytogenes PELO ISOLADO LLH20 EM 

SUPERFÍCIES DE AÇO INOXIDÁVEL, POLIETILENO E VIDRO 

 

Avaliou-se a capacidade antibiofilme do isolado L. lactis LLH20 contra L. 

monocytogenes em superfícies de polietileno, aço inoxidável e vidro, conforme 

mostram as Figuras 2, 3 e 4. 
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Figura 3 - Inibição da formação de biofilme de L. monocytogenes em cocultura com 

o isolado LLH20 em superfície de polietileno 

 
(a) isolados de carcaça de frango (b) isolados de abatedouro de frango, a 25 °C por 24 h. 

Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 

 

A maior redução nas contagens de L. monocytogenes quando aplicado o 

biocontrole LLH20 foi observada para o isolado L33 (4,5 log UFC.cm-2) na superfície 

de Polietileno (Figura 3b). As reduções nas contagens de L. monocytogenes podem 

ser atribuídas à capacidade do isolado LLH20 de produzir compostos antagonistas, 

tais como: ácidos orgânicos (ácido lático e acético), peróxido de hidrogênio e 

bacteriocinas (VESTERLUND et al., 2006; WOO; AHN, 2013). Outra justificativa 

para a redução microbiana, segundo Habimana et al. (2011), é a competição por 

nutrientes, visto que os isolados de L. monocytogenes e o LLH20 estavam no 

mesmo meio de cultura. 
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Figura 2 - Inibição da formação de biofilme de L. monocytogenes em cocultura com 

o isolado de LLH20 em superfície de aço inoxidável 

 
(a) isolados de carcaça de frango (42 ºC por 12 h); (b) isolados de abatedouro de frango (42 ºC por 

24 h).                                                                                                                                                
Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 

 

O isolado L21 apresentou a maior redução nas contagens da formação   de 

biofilme de L. monocytogenes na presença de LLH20, com 4,27 log UFC.cm-2 e o 

L22 teve a menor redução de 1,93 log UFC.cm-2 em   superfície de aço inoxidável. 

Resultados semelhantes foram relatados por Hossain et al. (2020) quando utilizaram 

6 isolados de BAL (sendo três Lactobacillus plantarum e os outros três, L. curvatus, 

L. sakei e Leuconostoc mesenteroides), oriundos de kimchi, no controle da formação 

de biofilme por L. monocytogenes e verificaram uma redução de 2,17 log UFC.cm-2 

em superfície de aço inoxidável. 
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Figura 3 - Inibição da formação de biofilme de L. monocytogenes em cocultura com 

o isolado LLH20 em superfície de vidro 

 
(a) isolados de carcaça de frango (36 °C por 24 h) (b) isolados de abatedouro de frango (25 °C por 

120 h). 
Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 

 

O isolado LLH20 foi capaz de reduzir as contagens de L. monocytogenes nas 

superfícies de aço inoxidável, polietileno e vidro (Figura 3, 4 e 5). Houve redução 

nas contagens de L. monocytogenes quando em cocultura com LLH20 com 

resultado mínimo de 0,75 log UFC.cm-2 (Figura 5b) e chegando à máxima de 4,5 log 

UFC.cm-2 (Figuras 3b) de redução, quando comparado aos controles positivos 

contendo só L. monocytogenes e a cocultura de L. monocytogenes +LLH20. 

Os resultados do presente estudo demonstraram que o isolado LLH20 

apresentou atividade antimicrobiana contra os 10 isolados de L. monocytogenes 

avaliados. Entretanto, não foi possível afirmar qual substância antimicrobiana 

produzida pelo isolado LLH20 reduziu a multiplicação dos isolados de L. 

monocytogenes, uma vez que o ágar MRS, utilizado como meio de cultivo, 
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apresenta uma grande quantidade de carboidratos, o que permite a produção de 

metabólitos, como ácido lático, ácido acético, peróxido de hidrogênio, etanol, diacetil, 

acetaldeído, acetoína, dióxido de carbono, reuterina, reutericiclina e bacteriocinas, 

que podem ser responsáveis pela inibição desse micro-organismo (AZHAR; ZIN; 

ABDUL HAMID, 2017; DE MARCO, 2019; YERLIKAYA, 2019). 

Ácidos orgânicos possuem atividade antimicrobiana que está ligada à 

diminuição do pH e também a habilidade da separação de carboxilas. Em sua forma 

livre, os ácidos podem invadir a célula do micro-organismo onde ânions e prótons 

serão liberados, ocasionando a redução do pH intracelular, impossibilitando, assim, 

que aconteça ação enzimática, provocando a destruição desse patógeno 

(BELTRAME et al., 2012; RUSSELL, 1992).  

Acredita-se também que a inibição de L. monocytogenes pelo LLH20 se deva 

não somente aos ácidos orgânicos produzidos, mas também à ação da bacteriocina 

produzida, tendo em vista que De Marco (2019) avaliou o isolado LLH20 e verificou 

que esse micro-organismo é produtor de uma bacteriocina que possui ação 

antagonista contra a L. monocytogenes. 

Dessa forma, o mecanismo de ação das bacteriocinas vai depender de 

diversas condições em que se encontra o micro-organismo produtor de bacteriocina, 

entre elas: fase de crescimento, concentração do peptídeo e nível de estresse 

(temperatura, pH e atividade de água alterada). Essas condições podem gerar maior 

quantidade de metabólitos, podendo gerar uma ação bactericida ou bacteriostática 

(JUODEIKIENE et al., 2012). 

Resultados semelhantes foram relatados por Hossain et al. (2020) quando 

utilizaram 6 isolados de BAL (sendo três Lactobacillus plantarum e os outros três, L. 

curvatus, L. sakei e Leuconostoc mesenteroides), oriundos de kimchi, no controle da 

formação de biofilme por L. monocytogenes e verificaram uma redução de 2,17 log 

UFC.cm-2 em superfície de aço inoxidável. 

Já Garcia-almendárez et al. (2008) descreveram reduções superiores a > 5,0 

log UFC.cm-2 de L. monocytogenes em superfície de aço inoxidável, quando 

aplicado um isolado de L. lactis, portanto, resultado superior aos encontrados no 

presente estudo. 

A prevenção e o controle de micro-organismos produtores de biofilme são 

prioridade para garantir a qualidade nas indústrias de alimentos. O uso de BAL 
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enquanto cultura bioprotetora, como sanitizantes bioativos, é relatado por vários 

autores (PÉREZ IBARRECHE; CASTELLANO; VIGNOLO, 2014). 

Hossain, Sadekuzzaman, Ha (2017) relatam que a aplicação de vários 

isolados de BAL com potencial probiótico pode reduzir ou até inibir a multiplicação e 

a formação de biofilme por patógenos de origem alimentar em superfícies de contato 

com alimentos. Logo, pode melhorar a qualidade, prolongar a vida útil dos alimentos 

e controlar sua contaminação na indústria alimentícia (WEI; WOLF; HAMMES, 2006). 

 

5.6 CARACTERIZAÇÃO DA FORMAÇÃO DE BIOFILME USANDO MICROSCOPIA 

ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 

 

Para elucidar o efeito dos tratamentos com APA (0,3%), CQA (2%) e LLH20 

sobre o isolado L. monocytogenes L32, formador de biofilme, realizou-se a MEV 

antes e após os tratamentos. As Figuras 6, 7 e 8 apresentam as alterações 

morfológicas das células desse micro-organismo. 
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Figura 4 – Avaliação por MEV da formação do biofilme pelo isolado L. 

monocytogenes L32 em superfície de aço inoxidável submetidos aos tratamentos de 

APA 0,3%, CQA 2% e cocultura de LLH20 a 25 °C/24 h 

 

(a1) controle de L. monocytogenes; (a2) tratamento com APA 0,3%; (a3) tratamento de CQA 2%; (a4) 
tratamento de cocultura de LLH20. “Setas pretas” indicam que é a mesma região, a imagem menor 

está com aumento mais próximo. 
Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 

 

Nas superfícies de aço inoxidável observou-se que as células do isolado L32 

na formaram cadeias ao longo do limite granulado (Figura 6). Para Mosquera-

fernández et al. (2014), a topografia do aço inoxidável é caracterizada por figuras 

pseudo-geométricas, formadas por fendas profundas induzidas durante a 

decapagem, que promovem o aprisionamento celular nos estágios iniciais da 

formação do biofilme. 

Dessa maneira, conclui-se que as células de L. monocytogenes foram 

afetadas por conta da topografia do aço inoxidável, o que já foi relatado por estudos 
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anteriores (DJORDJEVIC; WIEDMANN; MCLANDSBOROUGH, 2002; MARSH; LUO; 

WANG, 2003; MOSQUERA-FERNÁNDEZ et al., 2014). 

 

Figura 5- Avaliação por MEV da formação do biofilme pelo isolado L. 

monocytogenes L32 em superfície de polietileno submetidos aos tratamentos de 

APA 0,3%, CQA 2% e cocultura de LLH20 a 42 °C/24 h  

 

(b1) controle de L. monocytogenes; (b2) tratamento com APA 0,3%; (b3) tratamento de CQA 2%; (b4) 
tratamento de cocultura de LLH20. “Setas pretas” indicam que é a mesma região, a imagem menor 

está com aumento mais próximo. 
Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 

 

As microscopias da Figura 7 mostram que o isolado L32, em superfície de 

polietileno, foi capaz de formar biofilme (Figura 7 b1). Entretanto, observa-se que 

houve diminuição da matriz EPS e nas populações residuais de biofilme de L. 

monocytogenes quando aplicados os tratamentos de APA, CQA e a cocultura de 

LLH20 (Figura 7 b2, b3, b4). 
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Figura 6 - Avaliação por MEV da formação do biofilme pelo isolado L. 

monocytogenes L32 em superfície de vidro submetidos aos tratamentos de APA 

0,3%, CQA 2% e cocultura de LLH20 a 25 °C/120 h 

 

(c1) controle de L. monocytogenes; (c2) tratamento com APA 0,3%; (c3) tratamento de CQA 2%; (c4) 
tratamento de cocultura de LLH20. “Setas pretas” indicam que é a mesma região, a imagem menor 

está com aumento mais próximo. 
Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 

 

Nas microscopias da Figuras 8, observa-se que o isolado L. monocytogenes 

L32, em superfície de vidro, foi capaz de formar biofilmes heterogêneos com células 

isoladas, bem como agregados de bactérias em mono camadas. Conforme indicado 

pela seta preta nas figuras do MEV (Figura 8 c2, c3 c4), uma matriz EPS também 

pode ser observada como material difuso distribuído de maneira heterogênea na 

superfície e a quantidade dessa matriz pode ser identificada claramente como 

produto gerado pelos agregados de células do biofilme. Brauge et al. (2015) também 

observaram uma grande quantidade de matriz EPS em seus isolados dos biofilmes 

de L. monocytogenes. 

javascript:;
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Apesar de não ter sido possível observar uma distribuição homogênea e o 

padrão “favo de mel” no presente trabalho, as superfícies de polietileno e vidro 

(Figuras 7 e 8) exibiram pequenos aglomerados de biofilmes, enquanto na Figura 6 

(aço inoxidável) verificou-se a formação de pequenas cadeias ao longo do limite 

granulado. 

Observações semelhantes também foram são relatadas por Andre (2015), 

Brauge et al. (2015) e por Mosquera-Fernández et al. (2014). Uma suposição para a 

não visualização das estruturas mais complexas como padrão “favo de mel”, “tapete 

celular”, forma de “bolas” é o próprio processo de preparação da amostra do biofilme 

para a realização do MEV, porque a utilização de solventes para desidratação pode 

levar a alterações na amostra e modificações na matriz EPS (BELLÉ, 2020; 

DONLAN; COSTERTON, 2002). 

Os tratamentos com APA (0,3%), CQA (2%) e a cocultura de LLH20 aplicados 

contra o biofilme do isolado L. monocytogenes L32 (Figura 7 b2, b3e b4 e Figura 8 

c2, c3, c4), mostraram-se em menores populações de biofilme quando comparadas 

ao controle positivo L. monocytogenes (Figura 7b1 e Figura 8c1). Quando o isolado 

L32 foi co-cultivado com o isolado de BAL LLH20, as imagens micrográficas 

mostraram que a capacidade de L. monocytogenes para formar biofilme foi reduzida. 

Haddad et al. (2021) avaliaram o potencial antagônico do L. plantarum e 

visualizaram que a morfologia das células de L. monocytogenes formadora de 

biofilme foi drasticamente afetada. Outros estudos também obtiveram resultados 

semelhantes utilizando BAL contra biofilmes de L. monocytogenes (HOSSAIN et al., 

2020; KAVITHA; HARIKRISHNAN; JEEVARATNAM, 2020). 

Pelas imagens de  microscopia foi possível observar que houve alteração nas 

estruturas dos biofilmes após os tratamentos com APA e CQA, mostrando rearranjo 

e até desestruturação da arquitetura em relação aos controles de L. monocytogenes 

(Figura 7 e 8), efeito também observado por Bellé, (2020); Jung et al., (2018). 

Os resultados de MEV permitiram observar que nas amostras tratadas com 

antimicrobianos houve diferença na quantidade dos biofilmes quando comparadas 

ao controle. Muito embora não seja possível confirmar que as células residuais nas 

amostras com os tratamentos APA, CQA, LLH20 sejam viáveis cultiváveis, 

possivelmente por conta dos tratamentos aplicados. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os 10 isolados de L. monocytogenes oriundos de carcaça de frango e 

abatedouro de frango produzem biofilmes em superfícies de polietileno, aço 

inoxidável e vidro em diferentes temperaturas, e portam os genes prfA, agrA, agrb, 

agrC, agrD, flaA, cheA, CheY, sigB e actA, os quais estão relacionados à formação 

de biofilme por essas bactérias.  

A ação dos sanitizantes químicos APA (0,2%) e o CQA (2%) mostrou-se 

eficaz na redução dos biofilmes de L. monocytogenes em todas as superfícies 

testadas. A cocultura de LLH20 apresentou reduções significativas para a formação 

todos os isolados de L. monocytogenes, o que pode ser atribuída aos compostos 

antagonistas produzidos pelo isolado LLH20, tais como ácidos orgânicos, peróxido 

de hidrogênio e bacteriocina. 

Nas superfícies de polietileno e vidro, quando aplicado tratamentos com APA 

(0,3%), CQA (2%) e a cocultura de LLH20 contra o biofilme do isolado de L. 

monocytogenes L32, mostraram-se em menores populações de biofilme quando 

comparadas ao controle positivo de L. monocytogenes nas micrografias em MEV. 

Enquanto na superfície de aço inoxidável, as células de L. monocytogenes foram 

afetadas por conta da estrutura topográfica do material.  

Dessa forma, a utilização de LLH20 pode ser uma potencial alternativa para o 

controle de biofilmes por L. monocytogenes em alimentos e equipamentos. No 

entanto, estudos subsequentes serão necessários para identificar os componentes 

ativos responsáveis pela ação antilisterial e antibiofilme e aplicá-los isoladamente 

em planta-piloto de abatedouro de frango. 
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ANEXO A – FICHA TÉCNICA ÁCIDO PERACÉTICO 
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