
 

 

 
ISSN: 2596-0644 

 DOI: 10.33912/AGRO.2596-0644.2024.v8.n1.p125-136.id1060 

 

125 Revista PesquisAgro, Confresa (MT), v. 8, n. 1, p. 125-136, janeiro-dezembro, 2024. 

 

CAPACIDADE DE FORMAÇÃO DE BIOFILME DE Listeria innocua   

 

BIOFILM-FORMING CAPACITY OF Listeria innocua 

 

 

Iandra Silva1 , Helen Leimann Winter2  Marilu Lanzarin 3 , Daniel Oster Ritter 4   

 
 

Recebido em 15 de Outubro de 2024 | Aprovado em 22 de Dezembro de 2024 

 

RESUMO 
 Os biofilmes são comunidades de células microbianas envoltas por uma matriz de exopolissacarídeos (EPS), 

que é responsável pela adesão dos microrganismos a superfícies. Um microrganismo que frequentemente 

produz essa estrutura e persiste em plantas de processamento na indústria alimentícia é a Listeria innocua. Este 

estudo avaliou a capacidade de Listeria innocua de formar biofilme em superfícies de polipropileno sob 

diferentes temperaturas (7°C, 27°C, 37°C e 42°C) ao longo de cinco dias. Para a quantificação dos biofilmes, 

foram utilizados os meios Ágar Listeria de Ottaviani & Agosti (ALOA) e Ágar Oxford (MOX), ambos 

empregados na detecção de Listeria spp. Os resultados mostraram que houve desenvolvimento de biofilmes em 

todas as temperaturas testadas, com contagens significativamente mais altas observadas a 27°C e 37°C. Isso 

sugere que essas faixas de temperatura são ideais para a formação de biofilmes por Listeria innocua. Essas 

condições térmicas coincidem com aquelas frequentemente encontradas em áreas de processamento de 

alimentos, o que aumenta o risco de contaminação cruzada e a persistência de microrganismos em superfícies 

de contato com alimentos. 
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ABSTRACT 
Biofilms are communities of microbial cells surrounded by a matrix of exopolysaccharides (EPS) responsible 

for the adhesion of microorganisms to surfaces. One microorganism that frequently produces this structure and 

persists in food processing facilities is Listeria innocua. This study evaluated the ability of Listeria innocua to 

form biofilms on polypropylene surfaces at different temperatures (7°C, 27°C, 37°C and 42°C) for five days.  

Ottaviani & Agosti Listeria Agar (ALOA) and Oxford Agar (MOX) media, both of which are used to detect 

Listeria spp., were used for the quantification of biofilms. The results showed that biofilms developed at all 

temperatures tested, with significantly higher counts observed at 27°C and 37°C, suggesting that these 

temperature ranges are ideal for the development of biofilms. This suggests that these temperature ranges are 

ideal for biofilm formation by Listeria innocua. These thermal conditions are consistent with those often found 

in food processing areas, increasing the risk of cross-contamination and persistence of microorganisms on food 

contact surfaces. 
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1 Introdução  

 

A bactéria Listeria spp. é caracterizada como bastonete gram positiva, anaeróbia 

facultativa, catalase positiva e psicrotrófica (SCHODER, 2023).  É capaz de sobreviver em uma 

faixa ampla de pH (6,0 a 9,0) e temperatura (0 a 45°C). Esse gênero é osmotolerante, podendo 

sobreviver em concentrações de até 10% de cloreto de sódio (NaCl) e em condições de baixa 

atividade de água (WARRINER et al., 2009; SILVA et al., 2017).  

Presente amplamente na natureza, como solo, água, vegetação, esgoto e resíduos de 

abatedouros e nos ambientes de produção de alimentos, o gênero Listeria possui apenas a cepa 

L. monocytogenes como patogênica, sendo conhecida por causar doenças e infecções graves 

em humanos, principalmente em grupos de risco como gestantes, crianças e idosos (SCHODER 

et al., 2023; SILVA et al., 2017). 

Devido aos riscos relacionados a saúde do consumidor a legislação vigente, Instrução 

Normativa nº313 de 2024, determina a ausência de L. monocytogenes em alimentos prontos 

para o consumo (BRASIL, 2022). Dessa forma a indústria de alimentos busca a aplicação de 

medidas preventivas no processo produtivo para evitar a contaminação no produto final, já que 

as cepas de Listeria spp. são psicrotróficas, as baixas temperaturas da área de produção e o 

armazenamento refrigerado não são suficientes para inibir o seu desenvolvimento (MEDINA, 

2023). 

Além da presença de Listeria spp. através de contaminações cruzadas, a presença de 

matéria orgânica no ambiente pode ser utilizada por algumas cepas para formação de biofilmes, 

processo no qual as células bacterianas aderem uma superfície e se incorporam em uma matriz 

de substância polímeras extracelulares (EPS). Esses biofilmes, ao constituírem uma matriz, têm 

a capacidade de autorregeneração e podem se desprender, resultando na contaminação dos 

alimentos e ambiente (PERNI et al., 2006).   

A adesão desses microrganismos em superfícies de polipropileno e aço inoxidável é 

influenciada por uma variedade de fatores ambientais, como a composição de substrato e a 

temperatura. Além disso, ao formarem microcolônias na superfície, desenvolvem resistência 

aos desafios do ambiente, o que contribui para sua persistência prolongada (CAURIO, 2021). 

A proliferação e produção de biofilmes em condições adversas contribuem para a sua 

persistência no ambiente e consequentemente podem desencadear contaminação em produtos 

cárneos, queijos e produtos frescos e congelados (ZIHUA et al., 2021).  

Para evitar o desenvolvimento microbiano e a possível formação de biofilmes, indústrias 

alimentícias empregam programas de higienização e utilizam sanitizantes específicos no 
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ambiente de produção e equipamentos. No entanto, falhas relacionadas a dosagem e tempo de 

exposição dos sanitizantes de forma contínua não garantem a higienização correta e permitem 

que as células bacterianas aderidas às superfícies tornem-se resistentes às substâncias utilizadas 

(YUHE et al., 2021). 

Devido às características de patogenicidade diversas pesquisas investigam os riscos 

associados à contaminação por Listeria monocytogenes, entretanto buscando evitar a exposição 

desnecessária a esse patógeno, pesquisadores têm utilizado organismos substitutos sendo a L. 

innocua a principal representante, pois é a espécie mais próxima geneticamente da L. 

monocytogenes, embora não apresente semelhança de patogenicidade (MILILLO et al., 2021).  

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de formação de biofilme 

de Listeria innocua em superfície de polipropileno sob diferentes temperaturas. 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de formação de biofilme 

de Listeria innocua em superfície de polipropileno sob diferentes temperaturas. 

 

2 Metodologia  

 

Para a execução desta pesquisa foram utilizados isolados de Listeria innocua de uma 

pesquisa anterior com alimentos (LEITE et al., 2023) e confirmada a partir da Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) e Eletroforese (CABRAL et al., 2023). A execução da análise 

seguiu a metodologia de Tadielo et al (2022) com adaptações. 

Para elaboração da pesquisa seguiu o fluxograma da Figura 1. 
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Figura 1: Fluxograma da análise da capacidade de formação de biofilme de Listeria innocua. 

 

 

Fonte: Elaborado pelos autores 

 

2.1 Preparo dos cupons 

 

Para análise do desenvolvimento de biofilmes foram utilizadas superfícies cúbicas de 

polipropileno com dimensões de 1cm². Este material é amplamente utilizado na indústria de 

alimentos. Para cada temperatura foram utilizados frascos contendo caldo Triptona de Soja com 

Extrato de Levedura (TSB-YE), adicionados quatro cupons de polipropileno. Em seguida 

esterilizados em autoclave a 121°C durante 15 minutos. 
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2.2 Reativação da Listeria innocua 

 

Os isolados de Listeria innocua estavam armazenados em ágar triptona de soja 

suplementado com extrato de levedura (TSA-YE) em geladeira (4°C +/- 1°C) e foram colocados 

a temperatura ambiente por duas horas para então serem incubados a 37°C por 24 horas. Os 

isolados foram repicados em tubos contendo o mesmo ágar (TSA-YE) e incubados a 37°C por 

24 horas para a obtenção de colônias recentes para análise. 

 

2.3 Suspensão da Listeria innocua nos frascos 

 

As culturas recentes utilizadas para análise foram transferidas com auxílio de uma alça 

para um tubo contendo 10ml de solução salina peptonada 0,1% até atingir a turvação 

equivalente a 0,5 da escala Mcfarland. 

Inóculos foram acrescentadas nos frascos esterilizados contendo 90ml de caldo Triptona 

de Soja com Extrato de Levedura (TSB-YE) que continham quatro cupons de polipropileno em 

cada frasco. Em seguida encaminhados para a estufa incubadora microbiológica sob diferentes 

temperaturas 7°C, 27°C, 37°C e 42°C. Os frascos permaneceram durante cinco dias, sendo 

homogeneizados uma vez por dia, durante os cinco dias de incubação.  

 

2.4 Lavagem dos cupons 

 

Após o tempo de incubação, os cupons foram removidos dos frascos utilizando uma 

pinça e posteriormente lavados com solução ringer, que é utilizada para remover as células 

planctônicas que são formadas durante o desenvolvimento do biofilme 

 

2.5 Swab dos cupons e plaqueamento 

 

Para a realização da fricção dos cupons, foram utilizados swabs esterilizados, 

previamente umedecidos em solução salina peptonada contida em tubos de 10 mL. Em seguida, 

os swabs foram suavemente friccionados sobre a superfície dos cupons, assegurando o contato 

do algodão com toda a área. Posteriormente, os swabs foram transferidos para tubos contendo 

9 mL de água peptonada para diluição 

Para o plaqueamento em superfície, 0,1 ml do inóculo foi transferido e distribuído em 

placas de Ágar Listeria de Ottaviani & Agosti (ALOA) e Ágar Oxford (MOX). Com o auxílio 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
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de uma alça de Drigalski, o inóculo foi distribuído cuidadosamente até ser completamente 

absorvido. As placas contendo ALOA foram incubadas a 37°C por 24 horas, enquanto as placas 

de MOX seguiram um tempo de incubação mais prolongado de 48 horas. 

Após este período, seguiu-se a expressão da quantificação das colônias típicas de cada 

meio. ALOA apresenta característica de colônias pequenas, azuis-claros, sem halo ao redor das 

colônias. As Colônias típicas de MOX são inicialmente verde-oliva, com um halo preto ao redor 

e após 48 horas, as colônias tornam-se mais escuras, com um centro preto bem definido e uma 

margem circundante de áreas pretas. 

 

2.7 Análise estatística  

 

Para ocorrência de formação de biofilme de Listeria innocua foi realizado análise 

estatística descritiva. 

 

 

4. Resultados e Discussão 

 

Os resultados obtidos da capacidade de formação de biofilme de Listeria innocua 

encontram-se na Tabela 1 abaixo. 

Tabela 1: Média das contagens os meios de cultura Ágar Listeria de Ottaviani & Agosti (ALOA) e Ágar Oxford 

(MOX) em relação a temperatura de formação de biofilme em uma superfície de polipropileno. 

 

Temperatura 

Meios de cultura 

 

ALOA  

(log UFC/cm²) 

MOX 

(log UFC/cm²) 

   

7°C 2,45 2,59 

   

27°C 3,06 3,21 

   

37°C 3,19 - 

   

42°C 2,76 2,97 

   

- Dado numérico igual a zero. 
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Meios de cultura como ALOA e MOX são fundamentais para a deteção de Listeria em 

alimentos e ambientes. Foram verificadas contagem superiores de Listeria no meio ALOA. 

Segundo Osek et al. (2022), o meio utiliza componentes cromogênico, que na presença da 

Listeria reagem com enzima específica, produzindo colónias cor azul-esverdeada. De forma 

semelhante Yang et al. (2020), relatou durante sua pesquisa que o cloreto de lítio, presente na 

formulação atua como inibidor seletivo, permitindo crescimento da Listeria spp.  

O meio MOX é um meio seletivo, utilizado comumente para detecção de Listeria, 

através da hidrolise da esculina. Segundo Park et al. (2014), que estudou a sensibilidade da 

Listeria no meio MOX, ao ser comparada com um novo meio (meio lecitina e levofloxacino 

[LL]), verificou uma maior taxa desenvolvimento e especificidade do meio LL (96,0%) foi 

superior à do MOX (72,0%). 

A Listeria innocua é um microrganismo psicrófilo e psicrotrófico, capaz de se 

desenvolver em uma faixa de temperatura de refrigeração entre 0°C e 15°C, embora seu 

metabolismo se desenvolva mais lentamente nessas condições (SILVA et al., 2017). Essa 

observação é semelhante aos achados de Silvestri et al. (2018), que observaram que a taxa de 

desenvolvimento é menor em baixas temperaturas, prolongando, assim, a fase de latência. 

Neste estudo, foi observado que, a 7°C, o desenvolvimento foi menor quando 

comparado a outras temperaturas. Esse resultado indica que temperaturas mais elevadas 

favorecem a adesão e o desenvolvimento de biofilmes de Listeria innocua. 

Essa observação é consistente com estudos anteriores, como o de Massia (2022), que 

demonstraram um crescimento exponencial dessa bactéria em temperaturas próximas à faixa 

mesófila, como 37°C. 

Neste estudo, observou-se um incremento no número de células de biofilme de Listeria 

innocua (3,19 log10 UFC/cm2) a 37°C (Tabela 1). Fato que também foi investigado nas 

pesquisas de Landaverde et al. (2020), e Chae et al. (2001), em relação a capacidade de adesão 

de de L. monocytogenes em aço inoxidável, respectivamente, sendo notado maior quantidade 

de células aderidas a 37°C. 

O desenvolvimento expressivo a 42°C, uma temperatura acima da faixa ideal de 

crescimento, demonstra a capacidade de adaptação da Listeria innocua a condições adversas. 

Segundo Skandamis (2020) e Beresford et al. (2001), a capacidade de desenvolvimento em 

temperaturas extremas ocorre de forma limitada, uma vez que a deficiência de nutrientes pode 

contribuir para a redução da viabilidade celular e, consequentemente, para a diminuição da 

adesão bacteriana à superfície. 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
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Este resultado é semelhante ao encontrado por Mai (2007), que investigou a capacidade 

de formação de Listeria monocytogenes em superfícies de aço inoxidável sob diferentes 

temperaturas (4 °C, 23 °C, 30 °C, 35 °C e 42 °C). Observou-se uma redução significativa na 

aderência celular a 42 °C, sugerindo que essa temperatura compromete tanto a viabilidade 

quanto a capacidade de adesão da bactéria, que apresenta crescimento ideal em condições mais 

amenas. Assim, temperaturas elevadas, como 42 °C, resultam em uma redução significativa da 

aderência 

A capacidade da Listeria formar biofilmes está intimamente ligada à sua mobilidade, 

como relatado por Linek (2016) que associa a formação de biofilmes à presença de flagelos 

perítricos, estruturas responsáveis de conferir a mobilidade à bactéria e facilitam a adesão a 

superfícies. Contreras et al. (2023), complementam essa informação ao demonstrar que a 

mobilidade dos flagelos é máxima em temperaturas entre 20°C e 25°C, favorecendo a adesão 

celular a superfícies de processamento de alimentos. 

Diversos materias utilizado nas indústrias de alimentos, como aço inox, polipropileno, 

PVC, são suscetíveis a aderência de biofilme de Listeria, tornando-se uma preocupação para as 

indústrias. Segundo Bonsaglia (2012), ao analisar a formação de biofilme de Listeria em 

diferente materias, verificou uma maior ocorrência em vidro e aço inoxidável (96,77% e 95,6%, 

respectivamente), seguida de poliestireno (28%) independente da temperatura. Diversos 

estudos, como o de Mazaheri et al. (2021), destacam a persistência de biofilmes em superfícies 

de processamento de alimentos e a dificuldade de sua remoção, uma vez que os biofilmes 

proporcionam proteção às bactérias contra agentes químicos e físicos, dificultando o processo 

de sanitização. 

A presença de biofilmes na indústria alimentícia, representa um desafio significativo 

para a manutenção da qualidade e segurança dos alimentos. Além de atuarem como 

reservatórios de microrganismos patogênicos, os biofilmes elevam o risco de contaminação 

cruzada e favorecem a contaminação do alimento.  

 

 

4. Considerações 

 

Esses achados ressaltam a capacidade de Listeria innocua de formar biofilmes de maneira 

eficiente, mesmo em materiais amplamente utilizados na indústria alimentícia, como o 

polipropileno. O controle preciso da temperatura durante o processamento de alimentos é 

fundamental para inibir a formação de biofilmes, principalmente por Listeria monocytogenes e 
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Listeria innocua. Essas comunidades microbianas, altamente resistentes a sanitizantes, 

comprometem a qualidade e a segurança dos produtos. 
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