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INTRODUÇÃO: 

Biofilmes são comunidades microbianas, desenvolvidas e aderidas em uma superfície ou 

solução, onde as células podem ou não estar envoltas por substâncias poliméricas extracelulares 

(EPS, Pinto et al., 2020). Os biofilmes possuem alto potencial de disseminação e sobrevivência em 

condições adversas, uma vez que sua formação é adaptável ao ambiente (Sharan et al., 2022). 

Fatores como a cepa bacteriana, o tipo de superfície, mobilidade das células e condições ambientais 

podem influenciar o processo de adesão bacteriana (Mgomi et al., 2022). Dessa forma, os 

microrganismos conseguem persistir em diversos ambientes, incluindo superfícies secas (dry surface 

biofilms - DSB), que ainda representam um grande desafio para o controle sanitário. Parte desse 

biofilme pode entrar em estado de dormência, ou seja, células viáveis, mas não cultiváveis (VBNC, 

Viable But Non-Culturable), o que apresenta desafios na detecção e eliminação desses 

microrganismos (Sadiq et al., 2023). 

No contexto da indústria de alimentos, a presença de múltiplos patógenos formadores de 

biofilme representa um risco tanto para a segurança de alimentos quanto para os aspectos 

econômicos. Esses biofilmes apresentam maior resistência aos métodos tradicionais de higienização, 

dificultando a sua remoção completa (Elafify et al., 2024). A Organização Mundial da Saúde (OMS) 

estima que a ingestão de alimentos contaminados seja responsável pela morte de milhares de pessoas 

anualmente (WHO, 2017). No Brasil, entre 2014 e 2023, foram notificados 6.874 surtos de origem 

alimentar, que resultaram em 110.614 doentes e 121 óbitos (Brasil, 2024).  

​ Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, patogênica e frequentemente associada 

a surtos na indústria alimentícia, representando um risco significativo, especialmente para grupos 

vulneráveis (EFSA, 2018). Essa bactéria é capaz de se desenvolver em uma ampla variedade de 

ambientes, tolerando diferentes condições de atividade de água, temperatura e pH (Finn et al., 2023).​  
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Compreender os mecanismos de formação de biofilmes secos por Listeria monocytogenes é 

fundamental para o desenvolvimento de estratégias eficazes de prevenção e controle. Portanto, o 

objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de formação e persistência de DSB de Listeria 

monocytogenes em superfícies abióticas, além de investigar a presença de células no estado VBNC. 

METODOLOGIA:  

Este estudo avaliou dois protocolos para formação de DSB: P1, com fase úmida e seca com 

duração de 48 h e P2 com fase úmida de 24 h e seca de 120 h. A metodologia da formação do DSB foi 

adaptada de Ledwoch et al. (2019). 

Origem dos isolados e preparo do inóculo 

As cepas de L. monocytogenes utilizadas foram SCOTT A, ATCC 19111 e ATCC 7644, 

pertencentes ao banco de cepas do Laboratório de Higiene e Legislação da Faculdade de Engenharia 

de Alimentos - Unicamp. Para ativar as cepas, uma pérola de vidro foi transferida para 5 mL de caldo 

BHI (Brain Heart Infusion, Difco, EUA) e incubada a 37 °C por 18 a 24 h. Após o período de incubação, 

foram estriadas em placas de TSA (Tryptic Soy Agar, Difco, EUA) suplementado com YE (Yeast 

Extract, Neogen, EUA)  e incubadas nas mesmas condições supracitadas. Então, o inóculo foi 

preparado usando escala de McFarland de 0,5, com o auxílio do Densimat Densiometer (Biomerieux). 

O pool foi preparado homogeneizando-se 1 mL da suspensão de cada cepa em TSB-YE (Tryptic Soy 

Broth, Neogen, EUA + Yeast Extract, Neogen, EUA), resultando em uma população final de 

aproximadamente 6 log UFC/mL. 

Formação do biofilme nos cupons 

Cupons de 1 cm² de aço inoxidável (AI) e polipropileno (PP) foram organizados em uma placa 

de fundo chato de 24 poços e inoculados com 1 mL do pool de cepas em TSB-YE. Em seguida, os 

cupons foram mantidos sob agitação suave e temperatura ambiente, correspondendo à primeira fase 

úmida. Posteriormente, o caldo foi drenado dos poços e as placas foram incubadas a 25 °C, 

correspondendo à primeira fase seca. Esse ciclo foi repetido duas vezes, para os dois protocolos. No 

entanto, na segunda fase úmida os cupons foram reidratados com 1 mL de TSB-YE estéril.  

 

Quantificação do biofilme 

Após a finalização dos dois ciclos, foi realizada a quantificação dos biofilmes no dia zero e cada 

14 dias até o dia 42, resultando em 4 pontos de quantificação 0, 14, 28 e 42 dias. Para isso, um cupom 

de cada tipo de superfície e protocolo foi retirado da placa e transferido para solução salina 0,85%, 

visando remoção das células não aderidas. Em seguida, os cupons foram transferidos para tubos 

contendo solução salina e 10 pérolas de vidro, e submetidos à agitação em vortex para a remoção das 

células aderidas cultiváveis (adaptado de Ziech et al., 2016). Posteriormente, foram feitas diluições 

seriadas em água peptonada 0,1%. Por fim, as amostras foram plaqueadas por superfície (0,1 mL) em 
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Oxford Listeria Agar Base (OXA, Neogen, EUA), suplementado com Oxford Supplement (Neogen, 

EUA). Em paralelo, 1 mL da solução salina com pérolas (após a remoção das células) foi transferido 

para um tubo contendo 1 mL de catalase de fígado bovino (Merck KGaA, Alemanha). Após incubação 

a 37 °C por 6 h, foi feito o plaqueamento em OXA a 37 °C por 24 h, para determinação das células 

aderidas viáveis. Os resultados foram expressos em log UFC/cm². Foram realizadas três repetições 

não dependentes para cada ponto. 

Para obter os resultados expressos em log UFC/cm², a seguinte fórmula foi utilizada: 

  𝑙𝑜𝑔 ( 𝑐𝑜𝑙ô𝑛𝑖𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 × 10𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 × 𝑚𝐿 𝑟𝑒𝑚𝑜çã𝑜 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑠é𝑠𝑠𝑒𝑖𝑠
𝑚𝐿 𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑎𝑑𝑜 × á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑢𝑝𝑜𝑚 ) = 𝑙𝑜𝑔 𝑈𝐹𝐶/𝑐𝑚²

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

Houve maior formação de DSB de L. monocytogenes em PP quando comparado ao AI em 

ambos os protocolos avaliados. Isso indica uma possível afinidade da bactéria com a superfície de PP. 

Além disso, no geral, o protocolo 1 apresentou maiores contagens, indicando que o tempo de 

restrição hídrica (fase seca) impacta na formação e viabilidade do DSB de L. monocytogenes. No P1 

as contagens iniciais de CAC foram de 3,9 ± 0,4 e 1,8 ± 0,5 log UFC/cm² para PP e AI, 

respectivamente. Enquanto que CAV, que inclui CAC e as células em estado VBNC, apresentou 

contagem de 5,0 ± 0,2 UFC/cm² para PP e 2,9 ± 0,4 UFC/cm² para AI. A contagem de CAC e CAV 

foram reduzidas abaixo do limite de quantificação após 28 dias em AI e 42 dias em PP (Figura 1). 

No P2, as contagens iniciais de CAC foram de 3,1 ± 0,2 log UFC/cm² em PP e 1,4 ± 0,0 log 

UFC/cm² em AI, enquanto as de CAV foram 4,1 ± 0,0 log UFC/cm² em PP e 1,7 ± 0,2 UFC/cm² em AI. 

Além disso, observa-se que a população do biofilme foi reduzida abaixo do limite de quantificação a 

partir de 28 dias em ambas as superfícies (Figura 2).  

Em todas as condições experimentais avaliadas (protocolo e superfície), as contagens de CAV 

foram maiores que as de CAC, indicando que parte das células entraram no estado VBNC devido ao 

estresse dessecativo. 

 
Figura 1 - Viabilidade de biofilme seco (DSB) de Listeria monocytogenes (log UFC/cm²) utilizando o protocolo P1 para 

formação (48 h de fase úmida e 48 h de fase seca), em Aço Inoxidável (AI) (a) e Polipropileno (PP) (b) ao longo de 42 dias a 
25 ºC. CAC: células aderidas cultiváveis. CAV: células aderidas viáveis. As barras chanfradas representam contagens abaixo 

do limite de quantificação (1,4 log UFC/cm²). 
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Figura 2 - Viabilidade de biofilme seco (DSB) de Listeria monocytogenes (log UFC/cm²) utilizando o protocolo P2 para 

formação (24 h de fase úmida e 120 h de fase seca), em Aço Inoxidável (AI) (a) e Polipropileno (PP) (b) ao longo de 42 dias a 
25 ºC. CAC: células aderidas cultiváveis. CAV: células aderidas viáveis. As barras chanfradas representam contagens abaixo 

do limite de quantificação (1,4 log UFC/cm²). 

CONCLUSÕES: 

L. monocytogenes possui maior habilidade de formar DSB em PP, com capacidade de persistir 

no ambiente fabril por até 28 dias. O tipo de protocolo aplicado e o material da superfície podem afetar 

o crescimento da bactéria. Além disso, o estresse dessecativo induziu o estado VBNC em parte da 

população do DSB.  
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