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RESUMO - O objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade de adesdo de cinco isolados L. monocytogenes,
provenientes de diferentes pontos de isolamento e/ou sorotipos em superficies de aco inox considerando 8, 24 e
48h de contato. Ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre os tempos de incubacao,
entretanto, houve diferenca significativa (p<0,05) entre o crescimento dos isolados sem prevaléncia de sorotipo
ou de fonte de isolamento, além disso, todos os isolados de L. monocytogenes foram considerados formadores de
biofilme nas superficies dos cupons de aco inox, com concentragbes médias variando de 3,95 a
7,71LOGUFC.cm™. Assim, pode-se concluir que os isolados de L. monocytogenes analisados apresentam
capacidade de aderir e formar biofilmes em superficies de aco inox indiferentes da fonte, ou do sorotipo, ou
tempo de incubacao.
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1 INTRODUCAO

Listeria monocytogenes é um micro-organismo ubiquo, Gram-positivo, ndo esporulado e intracelular
facultativo que causa a listeriose, uma doenga de origem alimentar atipica, cuja maior importancia em saude
publica é sua severidade, com alta taxa de casos fatais, da ordem de 20-30% (GANDE & MURIANA, 2003;
GILBRETH et al., 2005).

Este patdgeno tolera altas concentragcBes de sal e valores de pH relativamente baixos, pode se
multiplicar em temperaturas de refrigeracdo e apresenta a capacidade de formar biofilme em diferentes
superficies tornando-se com isso uma das principais ameacas & seguridade alimentar (VAZQUEZ-BOLAND et

al., 2001; UHITIL et al., 2004). Dessa forma, sua habilidade para sobreviver por longos periodos sob condigdes
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ambientais adversas e para colonizar, se multiplicar e persistir em equipamentos de processamento faz desta
espécie uma ameaca particular na indistria de alimentos (LUKINMAA et al., 2004).

Varios trabalhos demonstram que L. monocytogenes é capaz de se aderir e formar biofilme em
superficies de contato com os alimentos, como poliestireno, vidro e ago inoxidavel. E esta formacéo de biofilme
cria problemas a indudstria alimenticia uma vez que representa uma importante fonte de contaminagdo dos
alimentos (DI BONAVENTURA et al., 2008).

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade de adesdo e formacdo de biofilme de

isolados de L. monocytogenes em cupons de ago inox considerando diferentes tempos de contato.

2 MATERIAL E METODOS

Cinco isolados de L. monocytogenes, conforme a Tabela 1, pertencentes a bacterioteca do Laboratério
de Microbiologia de Alimentos - UFPel, provenientes de diferentes pontos de isolamento e/ou sorotipos, foram
avaliados em triplicata quanto a formacdo de biofilme em superficies de aco inoxidavel seguindo o protocolo
proposto por Rieu et al. (2007) com adaptacdes.

Tabela 1 — Isolados de L. monocytogenes avaliados quanto a formacao de biofilme em superficie de aco inox

Isolado Sorotipo Fonte de isolamento
LAO03 L. monocytogenes 1/2a Carcaca ovina
LAO019 L. monocytogenes 1/2a Massa embutido
LAO16 L. monocytogenes 1/2b Queijo colonial
LAO035 L. monocytogenes 4e Carcagca de frango
LA039 L. monocytogenes 1/2a Carcaga de frango

Nos cupons de 8cm de diametro, inseridos em placas de Petri e contendo TSB-YE 1% de glicose, foram
inoculados os isolados de L. monocytogenes na concentracdo 0,5 de MacFarland (1/100) seguidos de cultivo a
37°C por 8h, 24h e 48h. Apos este periodo o meio de cultivo foi retirado e os cupons foram lavados com 10mL
PBS por duas vezes para a retirada das células fracamente aderidas e submetidos a secagem overnight.

As células aderidas foram retiradas através de esfregaco em superficie com o auxilio de swabs estéreis
que foram inseridos em solucdo salina e homegeneizados em vortex por 1min. Para a enumeracdo das células
aderidas foram realizadas diluicBes seriadas, seguidas de plagueamento em duplicata em TSA-YE por 24h a
37°C.

As unidades formadoras de colénia (LOGUFC.cm™) foram calculadas e os resultados submetido a
ANOVA seguido do teste de média de Tukey.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Em relacdo a capacidade de aderéncia em placas de aco inox ndo houve diferencas significativas
(p>0,05) entre os tempos de incubagdo dos isolados, entretanto, foi observada diferenca significativa (p<0,05)
entre o crescimento dos isolados de L. monocytogenes, como pode ser observado nas Figura 1 e 2

respectivamente.

Figura 1 — Concentragdo média dos isolados de L. monocytogenes nos diferentes tempos de incubacéo em
superficie de aco inox

74

72
7,0
6,8
6,6
6,4
6,2
6,0

- \

5,6

LOGUFC.CM?2

54

5,2

50

8 horas 24 horas 48 horas

Tempo de Incubagéo

Figura 2 - Concentracdo média dos isolados de L. monocytogenes provenientes de diferentes fontes e/ou
sorotipos em superficies de ago inox
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O isolado O isolado LA0O03, correspondente a L. monocytogenes 1/2a proveniente de carcaga ovina,
apresentou valores médios de crescimento significativamente menores (p<0,05) que o isolado LAO019,

correspondente a L. monocytogenes também de sorotipo 1/2a, isolada massa de embutido. Entre os demais
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isolados ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05). Ndo havendo um relagdo na aderéncia do
cupom de inox entre os sorotipos ou a fonte de origem dos isolados analisados.

Utilizando os critérios propostos por Winkelstréter (2008), onde é considerado formagdo de biofilme
em aco inox concentracbes bacterianas a partir de 3LOGUFC.cm™, todos os isolados testados foram
considerados formadores de biofilme, indiferente a fonte de isolamento, sorotipo ou aos tempo de incubagéo
analisados.

Resultados semelhantes foram observados por Lourenco et al (2012) quando avaliaram a formac&o de
biofilme de 30 isolados de L. monocytogenes e ndo observaram uma correlacdo significativa na capacidade de
formacdo de biofilme entre diferentes sorotipos e linhagens, inclusive utilizando diferentes métodos de
avaliacéo.

Travagin (2010) ao analisar adeséo de L. monocytogenes em cupons de aco inox, tendo como substrato
leite integral também encontrou valores médios proximos, entre 4,64 a 6,39LOGUFC.cm™, entretanto, constatou
diferencas significativas em relacdo ao tempo de adesdo (6 a 12h), diferentemente no estudo em questdo. Esta
diferenca provavelmente se deve as diferengas de substrato do leite integral em comparacdo ao meio TSB-YE
utilizado nesta pesquisa.

Com base nestes resultados pode-se observar que ndo houve uma relacdo entre o sorotipo ou a origem
dos isolados com a aderéncia em superficies de aco inox, além disso, os tempos de incubagdo analisados néo
interferiram na formacédo de biofilme dos isolados de L. monocytogenes. E dessa forma infere-se que a presenca
deste patégeno na inddstria de alimentos € um grave problema, pois este micro-organismo pode tornar-se
endémico na planta de processamento através da aderéncia em superficies e desta forma contaminar o produto

final podendo causar graves prejuizos a satde do consumidor.

4 CONCLUSAO

Pode-se concluir que os isolados de L. monocytogenes analisados apresentaram capacidade de formar

biofilmes em superficies de aco inox indiferentes da fonte ou do sorotipo, ou do tempo de incubagao.
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