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RESUMO – L. monocytogenes é o agente etiológico da listeriose, uma doença severa de origem alimentar. Esse 

patógeno também é capaz de se aderir a uma grande variedade de superfícies do processamento de alimentos. 

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a influência da temperatura (4-10-25 e 37°C) e do tempo de 

incubação (24-48-168h) na capacidade de isolados de L. monocytogenes formarem células aderidas, levando-se 

em consideração diferentes origens, sorotipos e linhagens, utilizando-se o método colorimétrico em placas de 

microtitulação. Não há influência da origem dos isolados sobre a capcidade de L. monocytogenes formar células 

aderidas, entretanto, há inflência dos sorotipos e das linhagens, com isolados da linhagem II e sorotipos 1/2a e 

1/2b tendo capacidade de formar grande quantidade de células aderidas, quando comparadas aos demais, nas 

condições testadas neste estudo. Estes resultados indicam alto risco de contaminação e disseminação da 

listeriose, bem como a sobrevivência e persistência deste micro-organismo no ambiente.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 L. monocytogenes é o agente etiológico da listeriose, uma doença severa de origem alimentar, que afeta 

principalmente indivíduos imunocomprometidos, idosos, mulheres grávidas e recém- nascidos (RAMASWAMY 

et al., 2007; DONALSDSON et al., 2009). Embora rara quando comparada com outras doenças de origem 

alimentar, a listeriose apresenta um alto percentual de letalidade (cerca de 30%), o que faz desse micro-

organismo um importante patógeno humano (WATSON, 2009; ALLERBERGER & WAGNER, 2010). 
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 L. monocytogenes exibe um alto nível de heterogeneidade entre uma cepa e outra, sendo que várias 

técnicas tem sido desenvolvidas ao longo dos anos para discriminar os isolados (CHEN & KNABEL, 2008). 

Entre os métodos fenotípicos, a sorotipagem é o mais utilizado e pode diferenciar 4 sorogrupos e 13 sorotipos, 

chamados 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4ab, 4c, 4d, 4e e 7 (SEELIGER & HOHNE, 1979; SEELIGER & 

JONES, 1996). O desenvolvimento de métodos baseados em ferramentas moleculares permitiu a identificação de 

quatro linhagens evolucionárias (I, II, III e IV) para essa espécie bacteriana. A maioria dos isolados desta 

bactéria pertence às linhagens I e II, sendo que os sorotipos mais comumente associados aos casos clínicos 

humanos são: sorotipo 1/2a (linhagem II) e sorotipos 1/2b e 4b (linhagem I). Cepas da linhagem II são 

encontradas em alimentos, no ambiente natural e da fazenda, e são também associados a casos de listeriose 

animal e casos esporádicos em humanos. Entretanto, a maioria dos casos de listeriose em humanos está 

associada a isolados da linhagem I (ORSI et al. 2011).  

 A formação de biofilmes permite a bactéria persistir no ambiente e resistir a diferentes tipos de 

estresses (BELESSI et al., 2011; TAKAHASHI et al., 2010). A população bacteriana de L. monocytogenes 

encontrada em biofilmes pode atingir 10
4
–10

7 
CFU/cm

2
 (GRAM et al., 2007). Atenção deve ser voltada para o 

fato de que L. monocytogenes não é capaz de formar densas camadas de biofilmes que podem chegar a 10
9
–10

12 

CFU/cm
2 

em outras espécies, então neste estudo ao invés de usar o termo “biofilme” nós vamos nos referir as 

células aderentes de L. monocytogenes como “células aderidas”. As células aderidas formadas por L. 

monocytogenes variam entre os isolados, mas as razões para essa variação continuam indeterminadas 

(BORUCKI et al., 2003; HARVEY et al., 2007). Sabe-se, entretanto, que o estresse ambiental influencia na 

adesão por L. monocytogenes (PAN et al., 2006; BEGLEY et al., 2009). Uma melhor compreensão dos fatores 

que contribuem para a variação na formação de células aderidas por cepas de L. monocytogenes pode levar ao 

aperfeiçoamento de medidas preventivas e minimizar os riscos causados pela formação de células aderidas por L. 

monocytogenes presente na indústria de alimentos. 

 Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a influência da temperatura (4-10-25 e 37°C) e do 

tempo de incubação (24-48-168h) na formação de células aderidas de isolados de L. monocytogenes de 

diferentes origens, sorotipos e linhagens. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Trinta e um isolados de L. monocytogenes de diferentes linhagens (I e II), sorotipos (1/2a, 1/2b, 4b) e 

origens (indústria, animais, alimentos e casos clínicos) foram estudados. A formação de células aderidas para 

cada uma das quarto temperaturas (4-10-25 e 37°C) foram realizadas em triplicatas (3 réplicas biológicas e 3 

réplicas técnicas) para cada um dos 31 isolados de L. monocytogenes utilizando metodologia colorimétrica em 

placas de microtitulação descrita por Djordjevic et al. (2002) com modificações recomendadas por Borucki et al. 

(2003). A análise estatística foi realizada em programa Statistix e XLStat. 

 

 



  

ISSN 2236-0409 

v. 8 (2013) 

p. 3/6 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Não foi observada diferença significativa entre o tempo de incubação e temperaturas no processo de 

formação de células aderidas. Isso, como resultado provável de um grande desvio no perfil individual de cada 

isolado de L. monocytogenes, o que permite o diagnóstico de uma alta variabilidade inter-específica (Fig.1). Essa 

variabilidade inter-específica tem sido observada também em outros estudos (DI BONAVENTURA et al., 2008, 

PAN et al., 2009, NILSSON et al., 2011) e provavelmente tem sido causada pelos estímulos utilizados no 

experimento, que de certa forma interferiu na atividade metabólica das células aderidas em formação e, 

consequentemente, no perfil final da formação de células aderidas por cada isolado de L. monocytogenes. 

 

Figura 1 – Adesão de L. monocytogenes em diferentes temperaturas e tempos de incubação. A média de três 

eventos independentes de todos os 31 isolados de L. monocytogenes estão mostradas. 

 

 As variáveis de tempo e temperatura de incubação, quando submetidas ao teste de regressão logística 

não mostraram grau de significância estatística entre si. Entretanto, alguma variação foi observada nos mesmos 

períodos de incubação a 37°C. Em contraste, o coeficiente de correlação (R
2
) a 4°C nos diferentes períodos de 

incubação foi mais alto quando comparados com os dados gerados a 37°C, provavelmente devido a menor 

variação entre os índices obtidos. 

 Quando a origem dos isolados foi analisada, não foram verificadas diferenças estatísticas 

significativas entre elas e a formação de células aderidas, assim como entre os tempos e temperaturas de 

incubação e a origem. Entretanto, diferença estatística significativa foi observada quando comparamos a 

formação de células aderidas das duas linhagens de L. monocytogenes avaliadas (linhagens I e II). Os isolados da 

linhagem II produziram significativamente mais células aderidas do que aqueles pertencentes à linhagem I 

quando cultivados a 25°C e 37°C nos três diferentes tempos de incubação, assim como no experimento 

conduzido por Combrouse et al. (2013). Em contraste, Djordjevic et al. (2002) e Takahashi et al. (2009) 

observaram o oposto. Essas discrepâncias, comumente encontradas na literatura (BORUCKI et al. 2003; 

HARVEY et al. 2007; TAKAHASHI et al. 2009), talvez estejam relacionadas a diferenças nos desenhos 

experimentais e nos métodos utilizados para estudar biofilmes. Além disso, ambas cepas e condições de cultivo 

diferiram entre os estudos citados. Entretanto, todos concordam que os biofilmes de L. monocytogenes são 
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significativamente influenciados pela temperatura (MAI & CONNER 2007; DI BONAVENTURA et al. 2008), 

isolado (BORUCKI et al. 2003; TRESSE et al. 2006) e tempo de incubação (HARVEY et al. 2007). 

 Os resultados observados após análise da variável sorotipo mostrou diferença estatística significativa 

quando relacionado com a habilidade de adesão dos isolados de L. monocytogenes utilizados neste estudo. A 

25°C e 37°C isolados do sorotipo 4b produziram muito menos células aderidas do que os demais isolados 1/2a e 

1/2b (Fig. 2). Esses resultados estão de acordo com os experimentos conduzidos por Nilsson et al. (2011) e Di 

Bonaventura et al. (2008), mas diferem de Liu et al. (2006) que diz que a distribuição entre sorotipos e linhagens 

não deve ser considerada estritamente e absolutamente uma vez que existem sorotipos que são sub representados 

ou não representados. 

 

Figura 2 – Análise das diferenças entre sorotipos a 25°C e 37°C nos tempos de incubação de 24h, 48h, 168h com 

intervalo de confiança de 95% (tukey – HSD).  
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4 CONCLUSÃO 

 

 Não há influência da origem dos isolados sobre a capacidade de L. monoccytogenes formar células 

aderidas, entretanto, há influência dos sorotipos e das linhagens, com isolados da linhagem II e sorotipos 1/2a e 

1/2b tendo capacidade de formar grande quantidade de células aderidas quando comparadas aos demais, nas 

condições testadas nesnte estudo. 
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