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INTRODUGAO:

Biofilmes sao comunidades microbianas, mono ou multiespécies, envoltas por uma matriz
extracelular polimérica (EPS) e aderidas em uma superficie (Pinto et al., 2020). A populacdo de um
biofilme multiespécies promove interacbes que afetam sua estrutura e funcado, influenciando na
patogenicidade e resultando em dinamicas complexas de cooperag¢ao, competicao e comunicagéo. Os
biofilmes de superficie seca, dry surface biofims (DSB), provocam deterioragcdo dos alimentos e
propagag¢ao de microrganismos patogénicos mesmo em condi¢des de privacdo de umidade (Mgomi et
al., 2022; Sharan et al., 2022).

Listeria monocytogenes é um patdégeno bacteriano Gram-positivo envolvido em surtos de
doengas de veiculagdo alimentar, apresentando elevado risco de mortalidade em grupos vulneraveis,
que incluem recém-nascidos, idosos, gestantes e individuos imunocomprometidos (EFSA, 2018).
Trata-se de uma bactéria ubiqua e capaz de crescer em condigcdes ambientais diversas, como ampla
faixa de pH e temperatura, moderada atividade de agua e elevada concentragao de NaCl (Finn et al.,
2023). Estudos estabeleceram que L. monocytogenes consegue sobreviver por longos periodos em
superficies alimenticias e ndo alimenticias, tais como equipamentos e utensilios. A formagao do
biofilme de L. monocytogenes ¢ influenciado pela temperatura, caracteristicas da superficie de contato
e interagdo com outros microrganismos (Finn et al., 2023).

O género Enterococcus possui a capacidade de inibir o crescimento de patégenos como a L.
monocytogenes, S. aureus, E. coli, Bacillus cereus, recebendo o status de Geralmente Reconhecido
como Seguro (GRAS) (Torres et al, 2018). E. faecium é comumente encontrada no trato
gastrointestinal humano, e em certas condigdes, pode-se tornar oportunista e causar infecgoes,
principalmente em imunocomprometidos (Torres et al., 2018). E. faecium apresenta resisténcia e
capacidade de sobreviver em ambientes estressantes, como condi¢des extremas de temperatura e pH,

e alta concentragao de NaCl (Ramos et al., 2020). Minei et al. (2008) reportaram a redugdo da
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formacgéo e adesao de biofilme de L. monocytogenes em co-cultura com E. faecium, especialmente a
cepa produtora de bacteriocina. Isso indica que a producao de bacteriocina por E. faecium pode ser
uma estratégia de controle de L. monocytogenes. Contudo, essa interagdo € complexa e dependente
do ambiente e de outros fatores.

Assim, o objetivo deste estudo foi compreender como ocorre a formagéo de biofilmes secos
multiespécies de L. monocytogenes e E. faecium em superficies abidticas, quando expostos a

diferentes condigcbes ambientais alternadas, além de avaliar sua resiliéncia ao longo do tempo.
METODOLOGIA:

Origem dos isolados e preparo do inéculo

Foram utilizadas trés cepas de L. monocytogenes (Scott A; ATCC 19111 e ATCC 7644) e trés
cepas de E. faecium (122; 109 e 89) presentes no banco de cepas do Laboratério de Higiene e
Legislagdo da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). As cepas, imobilizadas em pérolas e armazenadas a -80 °C, foram ativadas em 5 mL de
caldo BHI (Brain Heart Infusion, Difco, EUA) e incubadas a 37 °C por 18 a 24 h. Em seguida, foram
estriadas em &gar tripticase de soja suplementado com extrato de levedura (TSA-YE, Difco, EUA), e
incubadas, novamente, a 37 °C por 18 a 24 h. Os indculos de cada espécie bacteriana foram
preparados em caldo tripticase de soja (TSB, Difco) com um pool das cepas supracitadas até atingir

populagéo final de aproximadamente 6 log UFC/mL (Ledwoch et al., 2019).

Formacao do biofilme seco e avaliagdo da viabilidade

Em uma placa de fundo chato, cupons estéreis de 1 cm? de ago inoxidavel (Al) e polipropileno
(PP) foram dispostos nos poc¢os e inoculados com os pools de cepas de L. monocytogenes e E.
faecium. A formagdo do biofilme nos cupons foi avaliada em dois protocolos, compostos por
alternancia de fase umida e seca, conforme apresentado na Tabela 1. Para cada tratamento foram

realizados dois ciclos consecutivos, cada ciclo compreendia uma fase umida e uma seca.

Tabela 1 - Alternancia de fases entre os tratamentos

Protocolo Fase iumida Fase seca
T1 48 h 48 h
T2 24 h 120 h

Durante a fase umida, manteve-se a placa sob agitacdo constante em temperatura ambiente.
Apods 24 ou 48 h, o indculo foi drenado e teve inicio a fase seca, com incubagcdo em BOD a 25 °C por
48 ou 120 h. Apds esse periodo teve inicio a segunda fase umida, com adigdo de 1 mL de TSB-YE.
Entdo seguiu-se o mesmo procedimento descrito anteriormente até completar o final da segunda fase

seca.
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Apds o término do segundo ciclo de formagao do biofilme, as placas contendo os cupons foram
incubadas a 25 °C por 0, 14, 28 e 42 dias. Foram realizados trés experimentos independentes para

cada protocolo.

Quantificagcao do biofilme

Para a determinagao da populagéo do biofilme, apés cada tempo de incubagédo, um cupom de
Al e um de PP foram transferidos para tubos contendo solugéo salina 0,85%, visando a remocgao das
células nao aderidas. Apds 30s, os cupons foram transferidos para tubos contendo solugao salina
(0,85%) e 10 pérolas de vidro e agitados por 1 min em vortex para remogado das células aderidas
(Ziech et al., 2016). Ao final deste procedimento, 1 ml da solucéo foi transferido para um tubo contendo
agua peptonada 0,1%, seguido de diluicdo seriada e plaqueamento em OXA (Oxford Listeria Agar
Base, Neogen, EUA) para L. monocytogenes e KF (KF Streptococcus Agar, Difco, EUA) para E.
faecium, com incubacdo a 37 °C por 24 h. Paralelamente, realizou-se a recuperacido das células
viaveis mas nao cultivaveis (VBNC), através da transferéncia de 1 mL da solugdo que continha as
células aderidas para um tubo com 1 mL de catalase de figado bovino (Merck KGaA, Alemanha). Apds
incubagao por 6 h a 37 °C, foi realizado o plaqgueamento em OXA e KF, como supracitado para

determinag&o das células aderidas viaveis. Os resultados foram expressos em log UFC/cm?.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A Figura 1 apresenta a contagem de células aderidas cultivaveis (CAC) e células aderidas
viaveis (CAV) de L. monocytogenes nas superficies Al e PP ao longo de 42 dias de incubagao a 25 °C
para os protocolos T1 e T2. Enquanto na Figura 2, apresenta-se os dados referentes a E. faecium. No
protocolo 1 (T1), ao término da formacdo do DBS multiespécies (Tempo 0), a contagem média de
células aderidas cultivaveis de L. monocytogenes nas duas superficies, Al e PP, foi de 1,4 + 0 log
UFC/cm?, enquanto que a contagem média de E. faecium foi de 4,7 + 0,2 log UFC/cm?em Ale 5,1+ 0
log UFC/cm? em PP. Ja a contagem de CAV de L. monocytogenes foi de 1,5 £ 0,1 log UFC/cm? em Al e
1,7 £ 0,4 log UFC/cm? em PP. Enquanto que a contagem de CAV de E. faecium foi de 5,1 £ 0,9 log
UFC/cm? em Al e 5,3 £ 0,3 log UFC/cm? em PP. Apds 14 dias, a contagem de L. monocytogenes

reduziu para abaixo do limite de detecgéo tanto para CAC quanto para CAV (Figura 1A).

XXXIIl Congresso de Iniciagado Cientifica da UNICAMP — 2025 3



1B @
1A °

— £ 25
E 25 E
8 £
-2 2 2
g 2 g
£ E
S 45 & 15,5 14
o J-14 i ——————= - ﬂ N I -
& 5
Q o

1 1

0 14 28 42 0 14 28 42
Tempo (dias) Tempo (dias)
—+—A| CAC =— PP CAC AlCAV ——FPPCAV —+—AICAC —=—PPCAC Al CAY ——PPCAV

Figura 1 - Contagens da viabilidade de células (log UFC/cm?) aderidas cultivaveis (CAC) e viaveis (CAV) de biofilme seco
(DSB) de L. monocytogenes. DSB formado em Aco Inoxidavel (Al) e Polipropileno (PP) em co cultivo com E. faecium.
Protocolos do DSB: T1 (fase umida 48 h / fase seca 48 h) (1A) e T2 (fase umida 24 h / 120 h fase seca) (1B) ao longo de 42
dias a 25 °C.
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Figura 2 - Contagens da viabilidade de células (log UFC/cm?) aderidas cultivaveis (CAC) e viaveis (CAV) de biofilme seco
(DSB) de E. faecium. DSB formado em Aco Inoxidavel (Al) e Polipropileno (PP) em co cultivo com L. monocytogenes.

Protocolos do DSB: T1 (fase umida 48 h / fase seca 48 h) (2A) e T2 (fase umida 24 h / 120 h fase seca) (2B) ao longo de 42
dias a 25 °C.

Para o E. faecium, em Al, as populacdes de CAC e CAV sofreram pequenas variagdes ao longo
do tempo, com contagens entre 4,3 £+ 0,3 e 4,7 + 0,1 log UFC/cm? e entre 3,9 £ 0,4 e 5,1 £ 0,9 log
UFC/cm?, respectivamente. Para PP, verificou-se redugao discreta, com contagem de CAC de 4,0 +
0,4 log UFC/cm? apés 42 dias. Para a populacdo de CAV, por sua vez, observou-se reducdo de 2 log
UFC/cm? apds 42 dias (Figura 2A).

Para o protocolo 2 (T2), no Tempo 0, as contagens de CAC de L. monocytogenes foram de 1,4
+0e 1,6 £0,2log UFC/cm? para Al e PP, respectivamente. Ja as contagens de CAV foram de 1,9 £ 0,7
log UFC/cm?em Al e 2,1 £ 0,5 log UFC/cm? em PP (Figura 1B), evidenciando a presenga de células no
estado VBNC. Por outro lado, E. faecium teve contagem de CAC de 5,0 + 0,6 log UFC/cm?em Al e 5,3
+ 0,2 log UFC/cm? em PP. Assim como observado para o T1, apdés 14 dias, a populagao de L.
monocytogenes foi reduzida abaixo do limite de detecgéo (1,4 log UFC/cm?). A populagao de CAC de
E. faecium, apés 42 dias apresentou redugdes de 0,4 e 0,6 log UFC/cm? em Al e PP, respectivamente.
A populagédo de CAV em Al, apresentou pequenas variagdes em 42 dias, com contagem entre 3,9 £ 0,3
e 5,2 £ 0,1 log UFC/cm?, enquanto que na superficie do PP verificou-se reducao de 1,2 log UFC/cm?

(Figura 2B). A catalase nao demonstrou ser um bom método para recuperacao de células no estado
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VBNC, uma vez que no geral, as contagens apds incubagédo com catalase ficaram proximas ou abaixo

das contagens obtidas sem o emprego da catalase.

CONCLUSOES:

E. faecium foi capaz de inibir o crescimento de L. monocytogenes em ambos os protocolos de
formacédo de biofiime seco de superficie (DSB) avaliados, independente do material de superficie
utilizado. Além disso, E. faecium apresentou capacidade de formacdo de DSB, com viabilidade ao

longo de 42 dias tanto em Al quanto em PP.
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