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RESUMO 
 
Demoliner, Fernanda. Formação de biofilme e perfil de resistência 
antimicrobiana e a sanitizantes de isolados de Pseudomonas spp. e 
Listeria spp.  de corte de carne de frango e bubalino. 90f. Dissertação 

(Mestrado) – Programa de Pós-Graduação em Nutrição e Alimentos. 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 

A adesão e formação de biofilmes de micro-organismos a superfícies de 
equipamentos e utensílios no processamento de alimentos resulta em grave 
problema para a indústria, pois atua como fonte de contaminação do alimento, 
por serem mais resistentes a ação de sanitizantes e antimicrobianos. O objetivo 
deste trabalho foi avaliar a capacidade de Pseudomonas spp. e Listeria spp., 
provenientes de cortes de carnes de frango e de búfalo de frigoríficos e do 
comércio varejista da região sul do Rio Grande do Sul, de formar biofilmes em 
superfície de placas de poliestireno e aço inoxidável, bem como verificar a 
resistência destes a sanificantes e a antimicrobianos. Foram utilizados 69 
isolados bacterianos provenientes de cortes de carnes de frango e de búfalo, 
sendo 19 de espécies de Listeria e 50 de Pseudomonas spp. Os isolados foram 
avaliados quanto à formação de biofilme em microplacas de poliestireno e em 
corpos de prova de aço inoxidável. Os isolados formadores de biofilme em aço 
inoxidável foram testados quanto à ação de sanitizantes: cloro orgânico e 
quaternário de amônio (200 ppm) e submetidos ao teste de resistência 
antimicrobiana. A formação biofilme em microplacas de poliestireno foi de 73,7 
% para isolados de Listeria spp. e de 32 % para isolados de Pseudomonas spp. 
Todos os isolados de Listeria spp. e 72% dos isolados de Pseudomonas spp.   
formaram biofilmes em corpos de prova de aço inoxidável. O quaternário de 
amônio foi mais eficaz que o cloro orgânico na redução de biofilme de Listeria 
spp. e Pseudomonas spp. Os isolados pertencentes ao gênero Listeria 
apresentaram maior resistência à penicilina (94,7 %), à clindamicina (84,2 %), à 
oxacilina (73,7 %) e à cefepime (57,9 %), sendo que 94,7 % foram resistentes a 
dois ou mais antimicrobianos. Meropenem foi o antimicrobano menos efetivo 
para Pseudomonas spp. Também foram encontrados 84% dos isolados de 
Pseudomonas spp. multirresistentes a antimicrobianos. Conclui-se que os 
isolados provenientes de cortes de carnes de frango e de bubalino foram 
formadores de biofilme em poliestireno e aço inoxidável e apresentaram 
resistência a antimicrobianos, o que confere riscos a saúde do consumidor. 
 
Palavras-chave: adesão bacteriana; aço Inoxidável; cloro orgânico; 

quaternário de amônio; antibiótico. 
  



 

ABSTRACT 

 
Demoliner, Fernanda. Formation biofilm and antibiotic resistance profile 
and sanitizers isolates of Pseudomonas spp. and Listeria spp. of chicken 
cuts and buffalo. 90f. Dissertação (Mestrado) – Programa de Pós-Graduação 
em Nutrição e Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.  
 
The adhesion and microorganisms biofilm formation on surfaces of equipment 
and utensilsin food processingresults inserious problem for the industry 
because it actsas a source of contamination are less resistant to sanitizers and 
antimicrobial action. The objective of this study was to evaluate the ability of 
Pseudomonas spp. and Listeria spp. present in chicken and buffalo meat, to 
form biofilms on the surface of polystyrene plates and stainless steel as well as 
verify their resistance to sanitizers and antimicrobials. Sixty nine bacterial 
isolates were used, 19 species of Listeria and 50 species of Pseudomonas spp.  
The isolates were evaluated to their biofilm formation capacity in polystyrene 
microplates and stainless steel. Isolated stainless steel biofilm formers were 
tested for sanitizing action of organic chlorine and quaternary ammonium (200 
ppm) and submitted antimicrobial resistance testing. The ability to form 
biofilmon polystyrene microplates was 73,7 % in isolates of Listeria spp. and 32 
% for Pseudomonas spp. All isolates of Listeria spp. and 72 % of Pseudomonas 
spp. showed the ability to form biofilm on stainless steel specimens. The 
sanitizing organic chlorine and quaternary ammonium were effective to reduce 
Listeria spp. and Pseudomonas spp. biofilm formation in stainless steel. 
Quaternary ammonium was more effective than organic chlorine to reduce 
Listeria spp. biofilm formation from buffalo meat. Isolates belonging to the 
Listeria generous showed greater resistance to penicillin (94.7 %), clindamycin 
(84.2 %), oxacillin (73.7 %) and cefepime (57.9 %), and 94.7 % were resistant 
to two or more antimicrobial. Meropenem was the less effective antimicroban of 
or Pseudomonas spp. It was also found that 84 % of isolates of Pseudomonas 
spp. were multirresistentes to antimicrobianos. The isolates from chicken meat 
cuts and buffalo were biofilm-forming polystyrene and stainless steel and were 
resistant to antimicrobials, which gives risk to consumer health. 
 
Keywords: bacterial adhesion; stainless steel; organic chlorine; quaternary 
ammonium; antibiotic. 
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1 Introdução geral 

 

O Brasil é um país de destaque em relação a produção de carne, 

principalmente da carne de frango, pois  é o terceiro maior produtor mundial, 

sendo destaque na exportação do produto (UNIÃO BRASILEIRA DE 

AVICULTURA, 2014).  Além disso, o consumo de carne de búfalo vem 

crescendo de maneira constante e significativa, sendo que a bubalinocultura de 

corte está conquistado cada vez mais espaço na pecuária brasileira (BRASIL, 

2014). 

Apesar dos avanços tecnológicos e científicos, principalmente 

naindústria de carnes, ainda se observa a ocorrência de doenças de origem 

alimentar, devido à ingestão de produtos cárneos contaminados por micro-

organismos patogênicos. A carne é um alimento ideal para o desenvolvimento 

de micro-organismos, devido a sua composição em nutrientes, atividade de 

água elevada e ao pH próximo à neutralidade. As bactérias que se 

desenvolvem na carne podem estar ligadas aos processos de deterioração ou 

até mesmoa transmissão de doença (DOULGERAKI et al., 2012). 

Bactérias pertencentes aos gêneros Pseudomonas e Listeria são micro-

organismos que apresentam a capacidade de multiplicação e sobrevivência em 

temperaturas de refrigeração, sendo possível, portanto, o seu desenvolvimento 

em câmaras frias ou ao longo da cadeia do frio, na qual a carne é comumente 

armazenada (JAY, 2005; TODD & NOTERMANS, 2011). Pseudomonas spp. 

são bactérias potencialmente deteriorantes, sendo responsáveis por grande 

parte das alterações sensoriais da carne, fazendo com que diminua a sua vida 

comercial (ARSLAN et al., 2011). Dentre as bactérias patogênicas, Listeria 

monocytogenestem grande relevância por ser responsável pela listeriose, 

doença grave que possui alta taxa de mortalidade em grupos de risco (20-30%) 

(GÓMEZ et al., 2014; MUHTEREM-UYAR et al., 2015). 

As indústrias de alimentos, principalmente as de carnes, ainda 

enfrentam vários problemas relacionados aos processos de limpeza e 

sanitização de equipamentos e utensílios, muitas vezes relacionados com a 

ineficácia destes produtos e dos processos de higienização na remoção de 

micro-organismos destes ambientes. Essas falhas podem tornar estes locais 
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focos de contaminação cruzada. Isso ocorre, principalmente devido à formação 

de biofilmes bacterianos nos equipamentos e ambiente da linha de produção. 

Nesses locais, a formação de biofilme é muito favorável pelo fato de ser um 

ambiente com acúmulo de material orgânico e inorgânico, o qual é utilizado 

pelos micro-organismos para sua fixação na superfície e consequente 

desenvolvimento de biofilmes, onde as comunidades bacterianas podem se 

estabelecer e resistirem por longos períodos (UHITIL et al., 2004; OLIVEIRA et 

al., 2010). 

O termo biofilme é usado para descrever a forma de vida séssil das 

bactérias, caracterizado pela adesão destas a suportes sólidos, sendo 

extremamente vantajoso para todas as espécies de micro-organismos, pois 

fornece proteção contra adversidades como desidratação e colonização por 

bacteriófagos. Biofilmes são mais resistentes do que as células em seu estado 

planctônico, podendo sobreviver aos processos de sanitização e a alta 

concentração de antimicrobianos. A presença destes biofilmes em superfícies 

de contato com alimentos pode impactar negativamente na segurança dos 

alimentos (BOARI et al., 2009;  VAN HOUDT & MICHIELS, 2010). 

Bactérias provenientes de alimentos de origem animal, como 

Pseudomonas spp. e Listeria monocytogenes apresentam capacidade de 

formação de biofilme e, consequentemente, resistência ou até multirresistência 

a um grande número de produtos químicos utilizados na sanitização de 

indústrias, bem como a agentes antimicrobianos comumente utilizados em 

seres humanos.Essa resistência pode ocorrer devido ao uso indiscriminado de 

antimicrobianos em humanos e no tratamento de animais (ARIAS & 

CARRILHO, 2012). A ingestão de alimentos contaminados com bactérias 

resistentes a agentes antimicrobianos pode levar ao desenvolvimento de 

doenças, requerendo um tratamento mais complexo, maior tempo de 

internação hospitalar e consequentemente maiores gastos para a saúde 

pública (NEIDELL et al., 2012). 

É de fundamental importância conhecer as características dos micro-

organismos que podem estar presentes nos alimentos e processos 

alimentícios, como a capacidade destes de formar biofilmes e a resistência a 

antimicrobianos, principalmente em alimentos de origem animal como carnes 
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de frango e bubalinos, afim de que possam ser tomadas medidas preventivas e 

corretivas no decorrer da cadeia alimentícia para garantir que não tragam 

danos a saúde do consumidor.  

A adesão do biofilme a superfícies presentes no processamento de 

alimentos pode variar em função das condições ambientais, da espécie 

formadora, do tipo de superfície e dos processos de higienização a que são 

submetidas estas superfícies, sendo necessários, para um melhor 

entendimento do processo e para escolha correta de substancias sanificantes. 

São necessários estudos mais aprofundados e específicos relacionados a 

capacidade de formação do biofilme de determinados micro-organismos, como 

Listeria spp. e Pseudomonas spp., em determinadas superfícies como o aço 

inoxidável, na presença de diferentes soluções sanificantes.  

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a capacidade de 

Pseudomonas spp. e Listeria spp., provenientes de cortes de carnes de frango 

e de búfalo de frigoríficos e do comércio varejista da região sul do Rio Grande 

do Sul, Brasil, de formar biofilmes em material de poliestireno e aço inoxidável, 

bem como verificar a resistência aos sanificantes utilizados na idústria de 

alimentos e a antimicrobianos de uso comum em humanos e animais. 
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RESUMO 

Este projeto tem por objetivo verificar a capacidade de formação de biofilmes e 

a resistência a antibióticos de isolados de Pseudomonas spp. e Listeria spp. 

provenientes de um frigorífico-matadouro de bubalinos da região sul do Rio 

Grande do Sul. Para isto serão utilizados 25 isolados de Pseudomonas spp. e 

25 de Listeria spp., todos provenientes de um frigorífico-matadouro de 

bubalinos, do banco de cepas do Laboratório de Inspeção de Produtos de 

origem Animal (LIPOA) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os 

isolados serão submetidos à avaliação da capacidade de formação de biofilme 

em microplacas de poliestireno através do método proposto por Djordjevic et 

al., (2002), com modificações e a teste de resistência/sensibilidade a 

antibióticos de acordo com protocolo proposto pelo manual Clinical and 

Laboratory Standards Institute, utilizando-se a técnica de disco-difusão. As 

análises microbiológicas serão realizadas no Laboratório de Análise 

Microbiológicas da Faculdade de Nutrição da UFPel. Os resultados serão 

avaliados através da análise de variância seguida do teste de Tukey. 

 

Palavras chave: Búfalo. Listeria spp. Pseudomonas spp.
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1 INTRODUÇÃO 

 

A bubalinocultura é uma atividade em crescimento no Brasil, 

apresentando vantagens em relação à criação de bovinos. Os búfalos (Bubalus 

bubalis) são bons produtores de leite e carne, resistentes às enfermidades e 

adaptam-se às diferentes condições ambientais (RAMOS, 2003). A produção 

de carne de búfalos nos últimos anos vem passando por grandes modificações, 

desde os conceitos de produção animal e melhoramento genético, até aqueles 

relacionados à identificação, caracterização e garantia de qualidade da carne. 

A carne é um meio de cultura ideal para o desenvolvimento de micro-

organismos e é ainda mais propícia à contaminação quando as condições 

higiênico-sanitárias do ambiente e do manipulador são inadequadas, assim 

como a temperatura de armazenagem, a higiene e a conservação dos 

utensílios e equipamentos (COUTINHO et al., 2007). Sendo assim, o nível de 

contaminação por bactérias é um fator determinante da qualidade da carne. 

Pseudomonas spp. e Listeria spp. são micro-organismos que 

apresentam a capacidade de multiplicação e sobrevivência em temperaturas de 

refrigeração, sendo possível, portanto, o seu desenvolvimento e resistência em 

câmaras frias ou ao longo da cadeia de frio, na qual a carne é comumente 

armazenada. O crescimento de Pseudomonas spp. em carnes pode 

representar 90% da microbiota total, sendo um importante indicador do 

processo de deterioração (CHUNG et al., 2000). Além disso, Pseudomonas 

spp. é uma das principais bactérias causadoras de infecção hospitalar em 

indivíduos imunocomprometidos. Listeria monocytogenes é a principal espécie 

de Listeria que pode causar doença em humanos. É um patógeno transmitido 

por alimentos, de grande importância para a saúde pública, uma vez que pode 

causar uma das mais severas infecções alimentares, que é a listeriose. 

Pseudomonas spp. e Listeria spp. dentro de matadouros-frigoríficos ou 

na indústria de alimentos podem colonizar superfícies de equipamentos e 

utensílios e formar biofilmes, aumentando, dessa forma, a probabilidade de 

contaminar a linha de produção e os alimentos ali produzidos, e 

consequentemente o consumidor.  
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Biofilme consiste em um complexo ecossistema microbiológico formado 

por populações desenvolvidas a partir de uma única ou de múltiplas espécies, 

sejam bactérias, fungos e/ou protozoários de modo isolado ou em combinação, 

associados a seus produtos extracelulares, constituindo uma matriz de 

polímeros (COSTA, 1999; MACEDO, 2006; JAY, 2005; KYAW, 2008). As 

bactérias pertencem ao grupo dos micro-organismos mais frequentemente 

encontrados em biofilmes, pois apresentam elevadas taxas de reprodução, 

grande capacidade de adaptação e de produção de substâncias e estruturas 

extracelulares (NITSCHKE, 2006). Em um biofilme, as bactérias podem adquirir 

resistência a antimicrobianos, quando comparadas com células bacterianas 

livres.   

Alguns micro-organismos podem tornar-se resistentes a fármacos 

antimicrobianos que são comumente usados no tratamento clínico de humanos 

e animais (TORTORA, 2005; ARIAS e CARRILHO, 2012). A presença de 

micro-organismos resistentes a antibióticos está diretamente relacionada ao 

uso indiscriminado de antimicrobianos no tratamento de doenças em animais. 

Cepas de bactérias multirresistentes podem ser responsáveis por diversos 

surtos e o arsenal terapêutico tem se tornado cada vez mais escasso. Em 

humanos, geralmente as infecções causadas por essas cepas são mais 

graves, aumentando os custos e o tempo do tratamento (FRANCO et al., 

2010). 

O presente estudo sobre a determinação da capacidade de formação de 

biofilmes e do perfil de resistência a antibióticos de Pseudomonas spp. e 

Listeria spp. provenientes de um frigorífico-matadouro de bubalinos, vem com o 

propósito de contribuir com informações relevantes visando minimizar os riscos 

microbiológicos na produção da carne de bubalinos da região sul do Rio 

Grande do Sul.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Bubalinocultura 

 

Os búfalos domésticos (Bubalus bubalis) tiveram origem no sul da Ásia e 

atualmente encontram-se difundidos em todo o mundo. No ano de 2011, o 

número de búfalos no Brasil foi de 1,277 milhões de cabeças, representando 

um crescimento de 14,5% em relação a dados do Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística (IBGE) de 2002, o que demonstra que a bubalinocultura 

tem apresentado expansão significativa pelo país (IBGE, 2011). Neste mesmo 

período, a região Sul do país foi classificada como a quarta região com maior 

rebanho bubalino (IBGE, 2011). 

A bubalinocultura já tem conquistado espaço na pecuária de corte 

brasileira, principalmente em função da rusticidade dos animais, bastante 

adaptados a solos de baixa fertilidade e terrenos alagadiços, onde algumas 

raças bovinas não apresentam a mesma produtividade (VAZ et al., 2003). 

O búfalo é um animal que pode produzir carne de excelente qualidade. 

Antigamente, a utilização do búfalo estava ligada a trabalho e tração, e com 

isso os animais se tornavam adultos e somente no final da sua vida produtiva 

eram levados ao abate, gerando um conceito errôneo em relação à qualidade 

da carne desse animal. A carne de búfalo obtido de animais abatidos 

precocemente, com idade inferior a 24 meses e peso vivo em torno de 450 kg, 

apresenta ótima qualidade sensorial e é uma alternativa para o consumo de 

carnes vermelhas, que tem boa aceitação no mercado. A garantia da qualidade 

desse produto permite uma comercialização por preços maiores, com melhor 

remuneração aos produtores e comerciantes (OLIVEIRA, 2005). 
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2.2 Microbiologia da carne  

  

2.2.1 Pseudomonas spp.  

 

Pseudomonas spp. são bastonetes Gram-negativos, aeróbios, móveis, 

pertencente à família Pseudomonadaceae. São comumente encontradas em 

solo e em outros ambientes naturais (TAVARES, 2002; TORTORA, 2005). São 

micro-organismos psicotróficos que possuem uma melhor capacidade de 

crescimento em ambiente refrigerado. São considerados bactérias 

deteriorantes, que crescem na superfície do alimento. Essesmicro-organismos 

psicrotróficos se desenvolvem na faixa de 0 a 15ºC, sendo a temperatura ótima 

de 15 a 30ºC (SILVA et al., 2002). 

O gênero Pseudomonas está amplamente difundido na natureza, 

compreendendo mais de 100 espécies, sendo a de maior importância a 

Pseudomonas aeruginosa, por se tratar de um patógeno secundário e 

oportunista com grande capacidade invasiva e toxigênica (JAY, 2005). 

Pseudomonas aeruginosa tem sido responsável pela maioria dos casos de 

doença infecciosa em humanos, como: infecções urinárias e respiratórias, 

pneumonias, meningites, endocardites e diversos outros tipos de infecção, 

especialmente em indivíduos imunossuprimidos, nos idosos e nas crianças 

(TAVARES, 2002). 

Pseudomonas são os principais responsáveis pelas alterações das 

carnes refrigeradas e conservadas em condições de aerobiose. Em alimentos 

com alta atividade de água mantidos em temperatura de refrigeração, estas 

bactérias são responsáveis por causar alteração no produto (JAY, 2005). 

O crescimento de Pseudomonas na carne é acompanhado de intensa 

atividade proteolítica, resultando em acréscimo do nível de nitrogênio não 

protéico, principalmente sob a forma de peptídeos e amônia. A amônia 

apresenta toxicidade ao homem e sua formação durante o processo de 

deterioração da carne, está relacionada a processos enzimáticos (ANTUNEZ et 

al., 2006).  
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2.2.2 Listeria spp. 

 

Listeria spp. é uma bactéria Gram-positiva, não esporulada, aeróbia e 

anaeróbia facultativa. É um micro-organismo móvel e apresenta reação positiva 

para catalase e negativa para oxidase. Apresenta ampla distribuição ambiental, 

tendo sido isolada em águas de esgoto doméstico, águas residuárias de 

indústrias de laticínios e de abatedouros, solos, insetos, adubo orgânico, e em 

fezes de animais, inclusive de humanos. Pode também ser isolada em diversos 

produtos alimentícios, principalmente os de origem animal (FRANCO, 2004, 

JAY, 2005; TORTORA, 2005). 

Sua ampla distribuição ambiental é favorecida pela capacidade de se 

desenvolver entre 0 e 44°C e sobreviver em alimentos congelados, embora sua 

faixa ótima de crescimento seja entre 30 e 37°C. Tolera pH extremos de 5 a 9, 

baixa atividade de água e concentrações de NaCl de 10% e até superiores. 

Este conjunto de características faz com que esta bactéria seja um patógeno 

considerado de grande importância na indústria de alimentos, devido a 

dificuldade de sua eliminação nas plantas de processamento de alimentos. Sua 

resistência pode ser potencializada pelas condições de umidade, temperatura e 

presença de matéria orgânica, que aliadas à habilidade do patógeno em 

produzir biofilmes, podem desencadear a colonização em superfícies de 

equipamentos e utensílios (UHITIL et al., 2004; MARKKULA et al., 2005).  

O gênero Listeria possui seis espécies bem reconhecidas: L. 

monocytogenes, L. ivanovii; L. innocua; L. seeligeri, L. welshimeri e L. grayi. 

Destas, somente a L. monocytogenes e a L. ivanovii são importantes 

patógenos, a primeira normalmente relacionada com infecções em humanos e 

a segunda com abortos em animais (FORSYTHE, 2010). Em 2010, mais 

espécies de Listeria foram incluídas no gênero. São elas: L. marthii (GRAVES 

et al. 2010) e a L. rocourtiae (LECLERCQ et al. 2010), conforme List of 

Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN), 2014. 

L. monocytogenes é a principal espécie de Listeria envolvida em 

doenças em humanos, capaz de causar listeriose (PETERKIN, 1991). A 

listeriose é considerada um sério problema de saúde pública devido a 

severidade dos sintomas e à alta taxa de mortalidade, em torno de 30% 
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(SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007). A principal fonte de transmissão é 

a ingestão de alimentos contaminados. A doença inclui infecções severas, 

como septicemias, encefalite, meningite e aborto, com altas taxas de 

hospitalizações e mortes. Acomete principalmente pessoas idosas, recém-

nascidos, gestantes e indivíduos imunocomprometidos, o chamado grupo de 

risco (DUSSURGET; PIZARRO-CERDA; COSSART, 2004; PERES et al, 2010; 

SILVA, 2010). 

Segundo dados disponíveis pelo Center for Disease Control and 

Prevention - CDC (2010), L. monocytogenes provoca em média, 2.500 casos 

de listeriose por ano nos Estados Unidos, afetando, normalmente, indivíduos 

suscetíveis que se encontram no grupo de risco. Na Europa, a incidência de 

listeriose também tem aumentado desde 2000, sendo indivíduos com mais de 

65 anos os maiores envolvidos em casos da doença (ALLERBERGER; 

WAGNER, 2010). 

L. monocytogenes apresenta alta capacidade de colonização de 

superfícies e de formação de biofilmes impermeáveis, estabelece-se dentro de 

plantas e, no processamento de alimentos, aumenta a probabilidade de 

contaminações cruzadas e ambientais (JEONG e FRANK, 1994).  

 

2.3 Biofilmes Bacterianos 

 

Biofilme pode ser definido como uma comunidade estruturada de células 

bacterianas, dentro de uma matriz polimérica microbiana, aderida a uma 

superfície, inerte ou biológica, com taxa de crescimento e nível de transcrição 

diferente das bactérias livres (COSTERTON, 1999). A matriz polimérica é uma 

estrutura complexa, podendo ser composta por proteínas, ácidos nucléicos, 

lipídios e heteropolímeros, tais como glicoproteínas, fosfolipídios, alginatos etc. 

Ela é responsável pela estrutura do biofilme e a sua composição determina 

algumas propriedades físico-químicas e biológicas dos biofilmes. Uma de suas 

propriedades é a de tornar-se impermeável a certos agentes antimicrobianos, 

impedindo a sua difusão (HENTZER et al., 2001; BRANDA et al., 2005; 

O ́TOOLE, 2009; ROHDE et al., 2009). 
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Do ponto de vista da segurança dos alimentos, os biofilmes são 

importantes devido à sua formação em utensílios e superfícies e à dificuldade 

encontrada em sua remoção. Se formados em materiais da linha de produção 

da indústria de alimentos, podem acarretar risco à saúde do consumidor 

(FLACH et al., 2005; CAIXETA, 2008). Além disso, pode ocasionar prejuízos 

financeiros à indústria, em virtude da diminuição da vida-de-prateleira dos 

produtos alimentícios (FLACH et al., 2005). 

Na indústria de alimentos, os biofilmes podem se acumular em uma 

variedade de substratos como, por exemplo: aço inox, vidro, borracha, 

polipropileno, fórmica, ferro, poliestileno de baixa densidade, policarbonato, 

entre outros. Convém ressaltar que o biofilme, quando submetido ao calor, 

pode cristalizar e formar depósitos ou crostas que são muito aderentes, 

protegendo novos micro-organismos e dificultando ainda mais os 

procedimentos de higiene (PARIZZI et al., 2004). 

A formação de biofilme nos ambientes de criação e, especialmente, no 

abatedouro, pode proporcionar um reservatório de micro-organismos, uma vez 

que a estrutura do biofilme protege as bactérias da ação de agentes químicos 

empregados na desinfecção de equipamentos e utensílios ao longo da cadeia 

produtiva (SHI e ZHU, 2009; VESTBY et al., 2009). 

 

2.4 Micro-organismos Resistentes a Antibióticos 

 

A resistência antimicrobiana é o resultado de uma complexa interação 

entre agentes antimicrobianos, micro-organismos e meio ambiente. A 

prevalência das infecções humanas e dos rebanhos animais e o consequente 

consumo dos medicamentos para tratá-las acarretam muitos erros de 

prescrição, relacionados a incerteza diagnóstica e ao desconhecimento 

farmacológico. É comum o não reconhecimento de que antimicrobianos são 

medicamentos específicos e, portanto, são eficazes para determinados agentes 

infecciosos (WANNMACHER, 2004). A utilização desordenada de antibióticos 

nas medicinas humana e veterinária tem causado sérios problemas com 

implicações econômicas, tanto em países desenvolvidos, como nos países em 
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desenvolvimento, dificultando a terapêutica, sendo atualmente um dos maiores 

problemas de saúde pública (RODRIGUES; FONSECA, 2006). 

A grande disponibilidade de antimicrobianos acentua o uso abusivo 

desses medicamentos. E acarreta em resistência microbiana, a qual refere-se a 

cepas de micro-organismos que são capazes de multiplicar-se em presença de 

concentrações de antimicrobianos mais altas do que doses terapêuticas dadas 

a humanos e animais. O desenvolvimento de resistência é um fenômeno 

biológico natural que se seguiu à introdução de agentes antimicrobianos na 

prática clínica (WANNMACHER, 2004).  

Bactérias provenientes de alimentos de origem animal apresentam, 

frequentemente, resistência a um grande número de agentes antimicrobianos 

comumente utilizados em seres humanos, sendo possível que essas bactérias 

resistentes sejam transferidas para humanos, através da cadeia alimentar 

(GHOSH e LAPARA 2007; HAMMERUM e HEVER, 2009). A ingestão de 

alimentos contaminados com bactérias resistentes pode levar a doenças, 

requerendo um tratamento mais complexo (ACAR e ROSTEL2001; AUBRY et 

al., 2004). 

A resistência antimicrobiana é uma das maiores preocupações para a 

saúde pública. Pseudominas spp.,  principalmente da espécie Pseudomonas 

aeruginosa apresentam resistência a diferentes classes de agentes 

antimicrobianos (CHUANCHUEN et al., 2002; ZAVASCKI et al., 2005). Listeria 

spp. são largamente susceptíveis às classes de antibióticos clinicamente 

relevantes contra as bactérias  Gram-positivas. O primeiro registro de 

resistência de L. monocytogenes foi descrito em 1988 (POYART-SALMERON 

et al., 1990 em CHARPENTIER; COURVALIN, 1999). A partir disso tem se 

verificado um aumento do número de estudos comprovando a existência de 

cepas resistentes isoladas de alimentos, animais e humanos (FACINELLI et al., 

1993; FRANCO et al., 1994; CHARPENTIER  et al., 1995; CHARPENTIER; 

COURVALIN, 1999). 

As cadeias produtivas de alimentos estão cada vez mais relacionadas a 

presença de isolados microbianos com multirresitência, fato preocupante que 

necessita de investigações e medidas corretivas urgentes. 
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3 HIPÓTESE 

 

Pseudomonas spp. e Listeria spp. isolados de um frigorífico-matadouro 

de bubalinos da região Sul do Rio Grande do Sul apresentam a capacidade de 

formar biofilmes e são resistentes aos antibióticos de uso comum. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Verificar a capacidade de formação de biofilmes e resistência a 

antibióticos de isolados de Pseudomonas spp. e Listeria spp. provenientes de 

um frigorífico-matadouro de bubalinos da região sul do Rio Grande do Sul. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

Verificar a capacidade de formação de biofilmes de isolados de 

Pseudomonas spp. e Listeria spp. provenientes de um frigorífico-matadouro de 

bubalinos. 

Verificar a capacidade de formação de biofilmes separadamente e em 

conjunto de isolados de Pseudomonas spp. e Listeria spp. de um frigorífico-

matadouro de bubalinos sobre superfícies de aço inoxidável. 

Verificar a capacidade de formação de biofilme separadamente e em 

conjunto de cada espécie, sob a ação de dois sanitizantes, Hipoclorito de Sódio 

e Quaternário de Amônia. 

Identificar o perfil de resistência e sensibilidade a antibióticos de 

Pseudomonas spp. e Listeria spp. isolados de um frigorífico-matadouro de 

bubalinos. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Isolados Bacterianos 

 

Serão utilizados 25 cepas de Listeria spp. e 25 cepas de Pseudomonas 

spp., todos provenientes de um frigorífico-matadouro de bubalinos, do banco 

de cepas do Laboratório de Inspeção de Produtos de Origem Animal (LIPOA) 

da UFPel. Os isolados bacterianos serão mantidos congelados em meio de 

conservação, meio de Infusão Cérebro e Coração (BHI) e Glicerol, até o 

momento de análise. A recuperação das cepas será realizada em Caldo 

Triptona de Soja suplementado com Extrato de Levedura (TSB-YE).  

As análises microbiológicas serão realizadas no Laboratório de Análise 

Microbiológicas da Faculdade de Nutrição da UFPel. 

 

5.2 Delineamento experimental 

 

Tabela 1: Delineamento experimental para avaliar resistência/sensibilidade a 

antimicrobianos e capacidade de formação de biofilmes de isolados de 

Pseudomonas spp. e Listeria spp.  provenientes de um frigorífico-matadouro de 

bubalinos região sul do Rio Grande do Sul. 

Estudos Variáveis Independentes Variáveis dependentes 
 Isolados  

[(25 isolados x 2 espécies 
microbianas) + 4 cepas 
padrão] x 2 análises = 108 
determinações 

Pseudomonas spp. Resistência/sensibilidade a 
antibióticos 

Capacidade de formação de 
biofilme de cada espécie 

Listeria spp.  
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Tabela 2: Delineamento experimental para avaliar a capacidade de formação 

de biofilmes em duas superfícies de isolados de Pseudomonas spp. e Listeria 

spp. provenientes de um frigorífico-matadouro de bubalinos da região sul do 

Rio Grande do Sul. 

Estudos Variáveis Independentes Variáveis dependentes 

[(25 isolados x 2 espécies 
microbianas) + 4 cepas 
padrão] x 2 superfícies x 2 
análises = 216 
determinações 

Isolados 
Pseudomonas spp. 
 
Listeria spp. 
 

Capacidade de formação de 
biofilme de cada espécie, em 
superfície de aço inoxidável. 
Capacidade de formação de 
biofilme da associação das duas 
espécies em superfície aço 
inoxidável. 

 

Tabela 3: Delineamento experimental para avaliar a remoção de biofilmes sob 

a ação de dois sanitizantes. 

Estudos Variáveis Independentes Variáveis dependentes 

[(25 isolados x 2 espécies 
microbianas) + 4 cepas 
padrão] x 2 sanitizantes x 2 
análises = 216 
determinações 

Isolados 
Listeria spp. 
Pseudomonas spp. 

Avaliar a capacidade de 
remoção de biofilme de dois 
sanitizantes. 
Avaliar capacidade de 
remoção de biofilme da 
associação das duas espécies 
sob ação de cada sanitizante. 

Sanitizantes 
Hipoclorito de Sódio 
Quaternário de Amônia 
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5.3 Métodos 

 

5.3.1 Avaliação da Capacidade de Formação de Biofilmes 

 

Para avaliar a capacidade de formação de biofilmes, as cepas 

previamente isoladas serão recuperadas conforme descrito no item 5.1 deste 

projeto.  

As bactérias serão avaliadas quanto à capacidade de formação de 

biofilme em microplacas de poliestireno através do método proposto por 

Djordjevic et al. (2002), com modificações. Será preparado um inóculo 

padronizado pela escala de McFarland no valor de 0,5, correspondente a 8 Log 

UFC.mL-1. Para tanto, as bactérias serão cultivadas em TSA a 37 ºC overnight 

e adicionadas a 9 mL de água destilada  estéril. Após esta etapa, alíquotas de 

20 μL do inóculo serão adicionadas a 180 μL de caldo TSB suplementado com 

1 % de glicose e serão transferidas a 3 poços de uma placa de microtitulação 

de poliestireno. Além disso, no controle negativo serão transferidas alíquotas 

de 200 μL de caldo TSB suplementado com 1 % de glicose. Após o 

preenchimento de todos os poços, a suspensão será incubada a 37 ºC por 24 

horas (h). Decorrido este período, o excesso da suspensão bacteriana será 

removido e a placa será lavada três vezes com 200 μl de água destilada estéril. 

Após a lavagem as placas serão colocadas em estufa a 55-60 ºC por 35 

minutos (min) para fixação do material na placa. 

Após a etapa de fixação, as placas serão coradas com 200 μL de cristal 

violeta a 1 % por 45 min. O excesso do corante será removido por sucessivas 

lavagens em água destilada por cinco vezes, até que não seja mais possível 

observar resquícios do corante na lavagem. Na etapa seguinte, após a 

lavagem do corante colocam-se as placas na estufa para nova fixação a 55-60 

ºC por 20 min para nova fixação. A análise quantitativa da produção de biofilme 

será realizada primeiramente pela adição de 200 μL de etanol 95 % durante 20 

min para suspender novamente as células aderidas ao fundo da placa, seguida 

pela leitura da absorbância a 620 nm. A avaliação de formação de biofilme será 

realizada através da leitura de cada poço, utilizando-se leitor de placas e o 

valor médio dos poços será calculado, em triplicata. 
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5.3.2 Avaliação da formação de biofilmes em superfície de aço 

inoxidável 

 

A avaliação quanto à capacidade de formação de biofilme em superfície 

de aço inoxidável será através do método descrito no estudo SILVEIRA, 

(2010), com modificações. Os corpos de prova de aço inoxidável serão 

utilizados para a avaliação da formação de biofilme. Os corpos de prova serão 

imersos em solução de detergente neutro, por 1 h, e esfregados, sendo em 

seguida enxaguados com água destilada, pulverizados com álcool 70 % e 

secos a 60 ºC. Após a higienização completa, serão autoclavados a 121 ºC, por 

15 min e mantidos em recipientes hermeticamente fechados até o momento do 

ensaio (ROSSONI et al., 2000). 

As cepas dos isolados bacterianos de Pseudomonas spp. e Listeria spp., 

serão semeados, separadamente e em conjunto, em 2 mL de caldo BHI e 

incubados a 37 ºC, por um período de 24h. Um microlitro de cada cultura será 

adicionado em 99 mL de água peptonada 0,1 % estéril e então utilizada para a 

formação de biofilme sobre os corpos de prova. Os corpos de prova de aço 

inoxidável, esterilizados previamente, serão imersos nessa suspensão 

bacterina por 180 min, em temperatura ambiente. A suspensão bacteriana será 

avaliada através da escala de MacFarland. 

Após período de imersão, os corpos de prova serão lavados com 1 mL de 

água destilada estéril, a fim de remover as células fracamente aderidas. Em 

seguida será feita fricção com swabs umedecidos seguido da imersão dos 

mesmos em tubos de ensaio com solução salina 0,1 % seguido 

homogeneização em Vortex por 3 min. Diluições seriadas decimais serão 

realizadas para cada amostra, e uma alíquota de 20 µL de cada uma dela 

serão semeados em meio Ágar BHI, pelo método de gota (Silva, 2007). As 

placas serão incubadas a 37 ºC, por 24 h para a contagem das colônias. Cada 

semeadura e contagem serão realizadas em duplicata. 
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5.3.3 Avaliação da remoção de biofilmes sob a ação de dois sanitizantes  

 

A avaliação quanto à remoção de biofilme em superfície de aço 

inoxidável será através do método descrito no estudo de SILVEIRA (2010), 

com modificações.  

O mesmo procedimento citado no item anterior será realizado para 

obtenção dos corpos de provas contendo biofilme dos isolados bacterianos de 

Pseudomonas spp. e Listeria spp. Após procedimento de formação de biofilme, 

cada corpo de prova será imerso em solução de cloro orgânico a 200 ppm e 

quaternário de amônio a 200 ppm separadamente. O tempo de imersão será 

de 10 min. 

Para controle, um corpo de prova do material contaminado com biofilme, 

será imerso em água peptonada a 0,1 %, não sendo colocada em contato com 

sanitizante. 

 As soluções de sanitizantes serão preparadas imediatamente antes da 

imersão dos corpos de prova contendo biofilme de Pseudomonas spp. e 

Listeria spp. 

 Após período de 10 min de imersão, os corpos de prova serão retirados 

da solução sanitizante e colocados em contato por 3 segundos (s), com uma 

solução de Tween 2 % para neutralizar a ação do quaternário de amônio. Em 

seguida será feita fricção com swabs umedecidos em cada corpo de prova, 

seguido da imersão dos mesmos em tubos de ensaio com água salina 0,1 % 

seguido homogeneização em Vortex por 3 min. Diluições decimais seriadas 

serão feitas para cada amostra, sendo que 20 µL das mesmas serão semeados 

em meio Ágar TSA, pelo método de gota (SILVA, 2007), sendo as placas 

incubadas a 37 ºC por 24 h para a contagem das UFC/cm². Cada semeadura e 

contagem serão realizadas em duplicata. 
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5.3.4 Avaliação do Perfil de Resistência/Sensibilidade a Antibióticos 

 

Para realizar avaliação do perfil de resistência/ sensibilidade a 

antibióticos, os isolados serão recuperados conforme descrito no item 5.1 deste 

projeto.  

Os testes de resistência/sensibilidade aos antibióticos serão realizados 

de acordo com protocolo proposto pelo Manual Clinical and Laboratory 

Standards Institute” – CLSI, utilizando-se a técnica de disco-difusão com 

adaptações. As culturas provenientes do TSA serão diluídas em solução salina 

estéril, até uma concentração equivalente a 0,5 na escala de McFarland. Em 

seguida, com auxílio de swab estéril, as células serão inoculadas de forma 

homogênea na superfície de placas com Ágar Muller-Hinton (MH).  

Após a secagem da superfície do ágar, serão colocados suportes com 

discos (Multidisco®, Laborclin, PR, Brasil) impregnados com os seguintes 

antibióticos: clindamicina (CLI, 2mg), cefalotina (CFL, 30mg), sulfazotrim (SUT, 

25mg), ampicilina (AMP, 10mg), penicilina G (PEN, 10U), oxacilina (OXA, 1 

mg), tetraciclina (TET 30mg), eritromicina (ERI, 15mg), gentamicina (GEN, 

10mg), cefoxitina (CFO, 30mg), vancomicina (VAN, 30mg), ciprofloxacin (CIP, 

5mg) e cloranfenicol (CLO, 30mg). Logo após, as placas serão incubadas por 

18 h e passado esse período, irá se realizar a leitura dos testes, detectando-se 

a resistência ou sensibilidade a determinado antibiótico, de acordo com o 

tamanho dos halos formados ao redor do disco. 

 

5.4 Avaliação dos resultados 

 

Os resultados serão avaliados através de Análise de Variância (ANOVA), 

seguida pelo teste de média de Tukey (p< 0,05) utilizando-se o programa 

Statistica 7.0 (StatSoft, Inc.). 
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6 CRONOGRAMA DE ATIVIDADES 

Quadro 1: Cronograma de atividades do projeto. 

Atividades 2013 2014 2015 

I e II 

Sem 

Jan/Fev Mar/Abr Mai/Jun Jul/Ago Set/Out Nov/Dez Jan/Fev 

Revisão 

Bibliográfica 

X X X X X X X X 

Avaliação: 

capacidade de 

formação de 

biofilmes 

  X X     

Avaliação: 

capacidade de 

formação de 

biofilmes em 

associação das 

duas espécies 

   X X    

Avaliação: 

capacidade de 

formação de 

biofilmes em 

diferentes 

superfícies 

    X X   

Avaliação: 

resistência e 

sensibilidade a 

antibióticos 

     X X  

Análise dos 

Resultados 

      X X 

Elaboração da 

dissertação e 

artigo 

      X X 
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7 ORÇAMENTO  

 

Quadro 2: Orçamento final do projeto. 

Descrição Quantidade Valor 

Total 

Microplacas de poliestireno com 96 cavidades com 

tampa 

15 80,05 

Cloreto de Sódio (NaCl) Frasco de 500g 8,20 

Ágar Triptona de Soja (TSA) Frasco de 500g 207,70 

Placas de petri descartável 200 placas 59,60 

Extrato de Levedura (YE) Frasco de 500g 173,25 

Infusão Cérebro e Coração (BHI) Frasco de 500g 218,65 

Caldo Triptona de Soja (TSB) Frasco de 500g 182,75 

Dextrose Frasco de 250g ou 500g 11,55 

Filtro milipore 5 filtros 268,35 

PBS (para preparação de tampão PBS) em pó, pH 

7,2. 

Uma caixa com 10 37,90 

Metanol P. A. 1L 11,05 

Etanol 1L 15,45 

Cristal Violeta 1L 10,45 

Papel toalha 1 Pacote 14,50 

Caixa porta ponteira de 200 microlitros 5 21,00 

Ponteiras de 200 microlitros Pacote com 1000 

unidades 

6,45 

Ponteiras de 300 microlitros Pacote com 1000 

unidades 

15,9 

Multidisco Gram + com antibióticos para 

antibiograma 

3 Caixas 481,80 

Multidisco Gram – com antibióticos para 

antibiograma 

3 Caixas 481,80 

TOTAL  2.306,60 
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3 Revisão de literatura 

 

3.1 Carnes de frango e bubalino  

 

O padrão de consumo de alimentos vem mudando nas últimas décadas, 

comconsumidores cada vez mais cientes dos atributos de qualidade dos 

alimentos, os quaisincluem não só aspectos nutricionais e sensoriais, mas 

também segurança dos alimentos. Neste contexto, ademanda do consumo de 

carne de frango vem crescendo nos últimos tempos, e sua produção 

vemassumindo destaque no comércio mundial de carnes (CONTRERAS-

CASTILLO et al., 2007). 

No Brasil, a produção de carne sempre foi uma atividade importante 

para a economia. Hoje o país é destaque em relação a produção de carne de 

frango, pois  é o terceiro maior produtor mundial, atrás apenas dos Estados 

Unidos e da China. Em 2013, a produção de carne de frango chegou a 12,3 

milhões de toneladas, sendo destaque na exportação do produto. Além disso, 

teve um alto consumo per capita no ano de 2013 de 41, 8% (UNIÃO 

BRASILEIRA DE AVICULTURA, 2014).   

O consumo de carne bubalina vem crescendo de maneira constante e 

significativa, sendo que a bubalinocultura de corte está conquistando cada vez 

mais espaço na pecuária brasileira (BRASIL, 2014). A carne bubalina é uma 

excelente fonte de proteína com alto valor biológico, além de ser macia e 

suculenta, com baixo teor de gordura e colesterol (ABCB, 2001). Entretanto, 

estas boas características da carne bubalina, não são ainda conhecidas por 

boa parte da população (JORGE, 2005), sendo que no Brasil, 

aproximadamente 90 % da carne de búfalo é comercializada como carne 

bovina (CORRÊA & TRAMOSO, 2004). 

Com o aumento da exigência do consumidor em relação a qualidade 

higiênico-sanitária da carne, a atenção dos produtores de carne está sendo 

focada na melhoria da qualidade microbiológica e segurança dos alimentos. 

Produtos cárneos estão frequentemente associados a surtos de Doenças 

Transmitidas por Alimentos (DTA), uma vez que a carne é um alimento com 

ampla variedade de nutrientes e alta atividade de água, o que a torna um 
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ambiente favorável para o crescimento e propagação de diversos micro-

organismos deteriorantes e patogênicos (RIVAS et al., 2003; RANGEL et al., 

2005, JAY, 2005). A qualidade microbiológicada carne crua é resultado 

doestado fisiológicodo animalno momento do abate, processamento, 

transporte, preservaçãoe condições de armazenamento (DOULGERAKI et al., 

2012). 

Bactérias patogênicas como Listeria monocytogenes, em 

conjuntocombactérias deteriorantes, como Pseudomonas spp., 

crescempredominantemente embiofilmesde superfícies de processamentos, 

sendo dedíficil remoção, levando a graves problemasde higienee 

perdaseconômicas devido adeterioração dos alimentos (SOFOS & 

GEORNARAS, 2010).  

 

3.2 Pseudomonas spp. 

 

O gênero Pseudomonas spp. pertence a família Pseudomonadaceae e é 

composto por bastonetes Gram negativos aeróbios, não formadores de 

esporos, móveis devido a presença de flagelos polares, sendo catalase e 

oxidase positivos. São bactérias nutricionalmente versáteis, capazes de utilizar 

ampla variedade de substratos e de se multiplicarem em temperaturas de 

refrigeração (SILVA et al., 2002; BALASUBRAMANIAN et al., 2013). 

O gênero Pseudomonas está amplamente difundido na natureza, 

distribuídos no solo, água, plantas e animais (incluindo os seres humanos). 

Compreende mais de 100 espécies, sendo a de maior importância 

Pseudomonas aeruginosa, por se tratar de um patógeno secundário e 

oportunista com grande capacidade invasiva e toxigênica (JAY, 2005; 

BALASUBRAMANIAN et al., 2013). Essa bactéria tem sido responsável por 

causar bacteremia em pacientes imunocomprometidos e vítimas de 

queimadura, além de infecções urinárias, respiratórias, pneumonia e diversos 

outros tipos de infecções adquiridas em hospitais, principalmente por pacientes 

de unidade de tratamento intensivo. É uma bactéria considerada mais 

frequente em infecções hospitalares podendo apresentar inclusive resistência a 



47 

 

diferentes antimicrobianos, o que muitas vezes torna difícil o tratamento destas 

infecções (SPENCER, 1996; TAVARES, 2003). 

Representa o grupo de micro-organismos mais frequente em alimentos 

frescos, tanto de origem animal quanto vegetal. Possui intensa atividade 

metabólica, degradando proteínas, gorduras, carboidratos e outros substratos, 

além de produzir pigmentos, causando alterações nas características químicas 

e sensoriais. Pseudomonas spp. são bactérias de deterioração comumente 

encontrada na indústria de alimentos. Sua presença em níveis elevados resulta 

na redução da vida de prateleira dos produtos refrigerados, devido à produção 

do muco superficial, além de odores e sabores desagradáveis (MAIA et al., 

2009).  

Essa bactéria também apresenta resistência a uma ampla variedade de 

condições físicas como capacidade de se multiplicar mesmo sob temperatura 

de refrigeraçãoe em elevadas concentrações de corantes e sais. Por isso são 

consideradas os principais responsáveis pelas alterações das carnes 

refrigeradas e conservadas em condições de aerobiose (JAY, 2005; PIRNAY et 

al., 2005). 

O crescimento de Pseudomonas spp. na carne é acompanhado de 

intensa atividade proteolítica, resultando em acréscimo do nível de nitrogênio 

não protéico, principalmente sob a forma de peptídeos e amônia. A amônia 

apresenta toxicidade ao homem e sua formação durante o processo de 

deterioração da carne, está relacionada a processos enzimáticos (ANTUNEZ et 

al., 2006).  

O gênero Pseudomonas, principalmente da espécie aeruginosa, 

apresenta alta resistência a uma grande número de agentes antimicrobianos, 

estando associadas a persistentes tratamentos de infecções hospitalares e até 

mesmo a mortalidade (JAY, 2005; PIRNAY et al., 2005; WANG et al., 2009). 

 

3.3 Listeria spp. 

 

O gênero Listeria é, atualmente, composto por dez espécies: L. 

monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L. welshimeri, L. grayi, L. 

marthii, L. rocourtiae, L. fleischmannii e L. weihenstephanensis (ZHANG et al., 
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2007; HALTER, NEUHAUS & SCHERER, 2013). Dentre estas espécies, 

somente duas, são potencialmente patogênicas: L. monocytogenes, associada 

a infecções em seres humanos e animais, e L. ivanovii.que ocasionalmente 

causadoença emhumanos e em animais (GUILLET etal., 2010).  

O gênero Listeria, pertencente à família Listeriacea, apresentam-se na 

forma de bastonetes curtos, possuindo aproximadamente 0,4-0,5 μm de 

diâmetro e 1-2 μm de comprimento. É uma bactéria Gram positiva, não 

esporulada, aeróbia e anaeróbia facultativa, móvel por flagelos peritríquios e 

capaz de invadir e replicar-se em fagócitos, células epiteliais intestinais e 

hepatócitos (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; DUSSURGET, PIZARRO-

CERDA e COSSART, 2004). Sua ampla distribuição ambiental é favorecida 

pela capacidade de se desenvolver entre 0 e 44 °C, embora sua faixa ótima de 

crescimento seja entre 30 e 37 °C. Tolera pH extremos de 5 a 9, baixa 

atividade de água e concentrações de NaCl de 10 % e até superiores 

(MONTVILLE e MATTHEWS, 2008). 

Listeria spp. tem a capacidade de se desenvolver em alimentos 

congelados e de se multiplicar em temperatura de refrigeração. Assim é 

frequentemente encontrada em alimentos refrigerados como carnes frescas, 

frango, frutos do mar, frutas, laticínios e vegetais (TODD e NOTERMANS, 

2011; LOMONACO et al., 2013). 

L. monocytogenes é responsável por causar listeriose em humanos, uma 

doença de grande impacto para a saúde pública. Os principais grupos de riscos 

para ocorrência dessa doença são indivíduos imunocomprometidos, como 

pacientes com câncer, Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA), 

transplantados, gestantes, crianças e idosos (TOOD et al., 2011; MUHTEREM-

UYAR et al., 2015). 

Os sintomas causados pela infecção variam desde sintomas leves, como 

gripe e diarreia, a sintomas mais graves, caracterizados por septicemia e 

meningoencefalites. Nas mulheres grávidas a infecção pode ser transmitida 

para o feto, além de causar aborto. As infecções em humanos são raras, mas 

são de grande importância, uma vez que se encontram associadas a elevadas 

taxas de mortalidade em grupos de risco (20-30%) (GÓMEZ et al., 2014; 

MUHTEREM-UYAR et al., 2015). 
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Existem treze diferentes sorotipos descritos para essa bactéria, sendo os 

sorotipos 1/2a, 1/2b, e 4b os responsáveis pela maioria dos casos humanos de 

listeriose (PAN, BREIDT & GORSKI, 2010). O sorotipo 4b é o mais relacionado 

aos surtos de doenças, principalmente em mulheres grávidas (FORSYTHE, 

2010; JAMALI &THONG, 2014). 

L. monocytogenes tem sido frequentemente encontrada em plantas de 

processamento de alimentos, sendo de grande importância na indústria de 

alimentos, devido à dificuldade de sua eliminação. Sua resistência pode ser 

potencializada pelas condições de umidade, temperatura e presença de 

matéria orgânica, que aliadas à habilidade do patógeno em produzir biofilmes, 

podem desencadear a colonização em superfícies de equipamentos e 

utensílios (MARTINetal, 2011; FERREIRA et al., 2014). 

Vários estudos comprovaram que L. monocytogenes, isoladas de carnes 

e derivados cárneos, apresentam resistênciaeaté mesmo multirresistência a um 

grande número de antimicrobianosusados no tratamento de humanos, o que 

podecomprometer a eficáciadesses tratamentosclínicose aumentar a 

severidadedadoença (DAUPHIN et al., 2001; CONTER et al., 2009; GARRIDO 

et al., 2009; PESAVENTO et al., 2010; DOMÉNECH et al., 2015). 

 

3.4 Biofilmes bacterianos 

 

Biofilme é um conjunto de micro-organismos de vida séssil, 

caracterizado pela adesão desses a superfícies sólidas, com consequente 

produção de substâncias poliméricas extracelulares,constituindo uma rede 

gelatinosa que imobiliza e protege as células. A formação de biofilmes provoca 

alterações fenotípicas das células planctônicas, que podem ser descritas como 

estratégias de sobrevivência dos micro-organismos em ambientes com 

condições adversas (HOUDT & MICHIELS, 2010). 

A estrutura de um biofilme está diretamente relacionada às condições de 

crescimento, local de adesão, ambiente de formação, natureza do material, 

disponibilidade de nutrientes, hidrodinâmica, espécies de micro-organismos 

presentes, grau de contaminação microbiana, entre outros (LUDENSKY, 2003). 

A água é de grande significância, podendo chegar a 97 % da matriz do 
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biofilme. Os micro-organismos correspondem apenas a uma pequena parte, 

em torno de 2 a 5 %, embora excretem substâncias poliméricas que 

predominam na matéria orgânica da massa do biofilme. As substâncias de 

exopolissacarídeos representam de 70 % a 95 % da matéria orgânica da 

massa seca do biofilme, e essa substância permite a fixação da bactéria a 

várias superfícies em seu ambiente natural para sobrevivência (FLEMMING & 

WINDENGER, 1993). 

Essa matriz de exopolissacarídeos é a responsável pela estrutura, 

morfologia, coesão e integridade funcional do biofilme. Além disso, esta matriz 

de exopolissacarídeo é composta por polissacáridos, proteínas e ácido 

desoxirribonucléico (DNA) (OLIVEIRA, BRUGNERA & PICCOLI, 2010). A 

matriz contém oconjunto de células que é necessário para manter a 

comunicação entre as células. Também permite a formação de três dimensões 

estruturais que dão as bactérias aumento do acesso a nutrientes e vantagens 

da vida multicelular (FAVRE-BONTÉ et al., 2010; STORZ et al., 2012). 

O DNA extracelular liberado de células bacterianas, forma uma 

importante parte da matriz de exopolissacarídeos, influenciando tanto na 

estrutura do biofilme, como na adesão inicial (HARMSEN et al., 2010; 

THEERTHANKAR et al., 2010). Além disso, no interior de um biofilme, há troca 

de material genético entre os micro-organismos, disseminando mais facilmente 

os fatores de virulência como, por exemplo, a resistência a antimicrobianos 

(JEFFERSON, 2004). A capacidade das bactérias de trocar informação entre 

as células e de adaptar sua fisiologia quando expostas a mudanças 

provocadas no ambiente é um mecanismo que ainda não foi totalmente 

esclarecido. Esse fenômeno de comunicação entre as células denomina-se 

quorum-sensing (QS). 

QS desempenha um papel importantena formação de biofilme. É um 

sistema de sinalização intercelular, em que as bactérias 

comunicam e regulam a expressão gênica, liberando pequenas 

compostos chamados autoindutores no ambiente (GARMYN et al., 2009; 

FAVRE-BONTÉ et al., 2010). Devidoao seu papel em vários processos 

regulatórios ele pode servir como um alvo importante (GANGULY et al., 2011; 

STORZ et al., 2012; SHARMA et al., 2014). O conhecimento sobre aformação 
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de biofilme e QS estão resultando em identificação de novos alvos para a 

terapêutica contra a infecção causadas por bactérias, como P. Aeruoginosa 

(SHARMA et al., 2014). 

Na indústria de alimentos, a presença de biofilme é muito favorável pelo 

fato de ser um ambiente que apresenta acúmulo de material orgânico e 

inorgânico, sobre o qual comunidades bacterianas podem se desenvolver. 

Biofilmes pode se tornar fortemente aderido a superfície e parte deles podem 

se desprenderem e contaminar outras superfícies ou até mesmo alimentos. 

Células bacterianas em biofilmes são mais resistentes do que as células em 

seu estado planctônico, podendo sobreviver a processos de sanitização e a 

alta concentração de antimicrobianos (LEWIS, 2007; CHAVANT et al., 2007).  

 

3.4.1 Etapas da formação de biofilme 

 

 O processo de formação de biofilme pode ser descrito em cinco etapas 

(Figura 1): 1) adesão das células bacterianas à superfície; 2) formação da 

matriz extracelular de exopolissacarídeo; 3) formação de microcolônias e início 

da maturação do biofilme; 4) formação do biofilme maduro com uma estrutura 

tridimensional contendo células em grupos cercados por canais que permitem o 

transporte de água e nutrientes e a remoção de resíduos; e 5) desprendimento 

e dispersão das células bacterianas do biofilme e início da formação de um 

novo biofilme (LASA et al., 2006). 

 

Figura 1: Processo de formação de biofilme. 

Fonte: LASA et al., 2006. 
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A formação de biofilme inicia-se quando micro-organismos, em seu 

estado de vida planctônico, recebem algum estímulo que os leva a aderir às 

superfícies. Existem vários fatores que são responsáveis por influenciar esse 

processo, como dito anteriormente, pH, concentração e biodisponibilidade de 

nutrientes, autoindutores de quorum-sensing, presença de compostos 

orgânicos, inorgânicos e temperatura (OULAHAL et al., 2008). 

Após aderir à superfície, as bactérias começam a se multiplicar emitindo 

sinais químicos que intercomunicam as células bacterianas. Uma vez que 

aintensidade do sinal exceder um nível determinado, os mecanismos genéticos 

subjacentes de produção de exopolissacarídeos são ativados (APARNA & 

YADAV, 2008).  

Posterior ao processo de adesão da bactéria à superfície inicia-se o 

processo de maturação do biofilme. Esse processo pode levar de 3 a 6 dias 

após a adesão inicial, podendo chegar a 10 dias (HEYDORN et al., 2000). O 

biofilme maduro pode ser constituído por uma única camada de células em 

exopolissacarídeo poroso ou em multicamadas de microcolônias formadas em 

conjunto com expolissacarídeo e intercaladas com canais de água 

(CHMIELESWSKI & FRANK, 2003). 

Na indústria de alimentos, biofilmes bacterianos são considerados um 

problema, principalmente na área de processamento de alimentos, como de 

aves e carnes vermelhas. Uma vez estabelecido o biofilme, esse pode 

desencadear a colonização de superfícies de equipamentos e utensílios 

(UHITIL et al., 2004; CHEN et al., 2007). 

Biofilmes são altamente resistentes, podendo chegar de 10-1000 vezes 

mais resistentes a agentes antimicrobianos e a sanitizantes. Por isso são 

difíceis de serem eliminados, tornando-se um grande desafio para a indústria 

alimentar (DAVIES et al., 2003; OUYANG et al., 2012). 

Estudos tem mostrado a capacidade que L. monocytogenes e P. 

Aeruginosa têm de aderir e formar biofilmes em várias superfícies, tais como 

aço inoxidável, borracha, vidro, polietileno e polipropileno usados em fábricas 

de processamento de alimentos (VANHAECKE et al., 1990; SMOOT & 

PIERSON, 1998; SILVA et al., 2008; BERRANG et al. 2010; KADAM et al., 

2013; OLIVEIRA et al., 2010; GHADAKSAZ et al., 2015). 



53 

 

3.4.2 Resistência de biofilme a sanitizantes 

 

Biofilmes apresentam maior resistência à ação de sanitizantes do que às 

células em seu estado planctônico (CHAVANT et al., 2007). Esta resistência 

pode ser devido a dificuldade que os agentes sanitizantes têm de aderir a 

complexa estrutura de expolissacarídeo e também às alterações no meio (pH, 

presença de matéria orgânica) que afetam a atividade dos sanitizantes. 

(MORTON et al., 1998). 

Sanitizantes ou desinfetantes são definidos como formulações com 

substâncias que apresentam efeito letal sobre micro-organismos não 

esporulados. Os sanitizantes mais utilizados em superfícies de equipamentos e 

utensílios na indústria de alimentos brasileira são aqueles que possuem 

princípio ativo dos grupos: quaternário de amônio, compostos inorgânicos 

liberadores de cloro ativo, compostos orgânicos liberadores de cloro ativo, e 

compostos à base de ácido peracético, iodo e derivados (MISNITÉRIO DA 

SAÚDE, 1988). 

Os mecanismos de ação do cloro envolvem sua interação com as 

proteínas da membrana celular, formando compostos N-cloro tóxicos. Estes 

são responsáveis por danos à membrana citoplasmática bacteriana, 

dificultando o transporte de carboidratos e aminoácidos; reagem com o DNA, 

oxidam as bases dos ácidos nucléicos e paralisam a síntese protéica; 

provocam a descarboxilação oxidativa de aminoácidos formando nitrilas e 

aldeídos; inibem o consumo de oxigênio e afetam a fosforilação oxidativa 

(ANDRADE, MACÊDO, 1996).  

Os compostos de amônio quaternário são agentes tensoativos catiônicos 

amplamente usados como sanitizantes nas indústrias de alimentos. O 

mecanismo de ação destes compostos está relacionado à inibição enzimática, 

desnaturação protéica e alteração da permeabilidade celular (ANDRADE, 

MACÊDO, 1996). 

Os agentes sanitizantes devem eliminar as bactérias patogênicas e 

reduzir o número de micro-organismos deteriorantes a níveis aceitáveis, como 

por exemplo, 2 Unidades Formadoras de Colônia por centímetro quadrado 
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(UFC/cm²) de micro-organismos aeróbios mesófilos para superfícies de aço 

inoxidável ao fim do processo de higienização (APHA, 1992). 

Parikh et al. (2009) avaliaram a eficácia de  três sanitizantes (a base 

ácido láctico, hipocloritode sódio eà base de quaternário de amônio)  em 

biofilmes compostos por L. monocytogenes e constataram que todos os 

sanitizantes foram eficazes na redução desse biofilme, sendo que o quaternário 

de amônio foi o mais eficaz contra os biofilmes desenvolvidos. Outros estudos, 

que avaliaram o mesmo patógeno, encontram resistência a agentes 

sanitizantes, como composto por cloro e quaternário de amônio (SOOMERS et 

al., 2004; PAN et al., 2006; SHI & ZHU, 2009; BELESSI et al., 2011). 

Resistência a sanitizantes de biofilmes de Pseudomonas spp. também 

foi encontrada em outros estudos, como por exemplo, no de Taylor et al. (1999) 

o qual mostram que o tratamento de P.aeruginosa com sanitizante a base de 

cloro resultou em redução de biofilme em período de 5 minutos. Wirtanen et al. 

(2001) constataram, em seu estudo, que sanitizante a base de cloro não foi 

eficaz na eliminação de biofilme de Pseudomonas spp. em superfícies de aço 

inoxidável, no entanto, desinfetantes a base de tensoativos mostram-se 

eficazes na eliminação do biofilme. 

 

3.5 Resistência antimicrobiana 

 

A resistência aos agentes antimicrobianos e suas possíveis implicações 

para a saúde pública tem levado a uma maior preocupação quanto ao seu uso 

(DOYLE et al., 2013). O uso intensivo na medicina humana e animal para 

terapia, e como promotor de crescimento em animais, são considerados uma 

das principais razões para o desenvolvimento de resistência bacteriana 

(ARIAS, et al., 2012). 

No Brasil, de acordo com a Instrução Normativa n° 26 de 09 de julho de 

2009 do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, os anfenicóis, 

tetraciclinas, beta lactâmicos (benzilpenicilâmicos e cefalosporinas), quinolonas 

e sulfonamidas sistêmicas estão proibidos como aditivos alimentares em 

rações animais (BRASIL, 2009). 
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Bactérias provenientes de alimentos de origem animal apresentam 

frequentemente resistência a um grande número de agentes antimicrobianos 

comumente utilizados em seres humanos e animais. A ingestão de alimentos 

contaminados com bactérias resistentes pode levar a doenças, requerendo um 

tratamento mais complexo (GHOSH & LAPARA 2007; HAMMERUM & HEVER, 

2009). 

Bactérias podem ser classificadas como sensíveis e resistentes aos 

antimicrobianos. São classificadas como resistentes, as bactérias que crescem 

in vitro, nas concentrações médias que os antimicrobianos atingem no sangue, 

quando administrados por via oral, e são consideradas sensíveis aquelas 

bactérias que não crescem nestas concentrações (MANTILLA et al., 2008). 

Bactérias pertencentes ao gênero Pseudomonas, principalmente da 

espécie Pseudomonas aeruginosa vêm adquirindo importância como agente de 

infecção hospitalar devido à crescente resistência a diferentes classes de 

antimicrobianos, causando dificuldades no tratamento de suas infecções 

(ZAVASCKI et al., 2005). Além de expressar resistência natural, a resistência 

adquirida em isolados pertencentes a este gênero é de grande importância 

clínica, podendo levar a um aumento do custo do tratamento, maior tempo de 

internação hospitalar e mortalidade (POOLE et al., 2005).   

A primeira ceparesistente a antimicrobianos de L. monocytogenes foi 

isolada em 1988 (CHARPENTIER et al., 1995). Desde então, cepas resistentes 

foram encontradas em alimentos, superfícies de contato com alimentos na 

indústria, e também isoladas de humanos (GOMÉZ et al., 2014). Listeria spp. 

são largamente susceptíveis às classes de antimicrobianos clinicamente 

relevantes contra as bactérias  Gram positivas (POYART-SALMERON et al., 

1990; CHARPENTIER; COURVALIN, 1999). A partir disso, outros estudos 

comprovaram a existência de diversas cepas resistentes isoladas de alimentos, 

animais e humanos (FACINELLI et al., 1993; FRANCO et al., 1994; 

CHARPENTIER  et al., 1995; CHARPENTIER & COURVALIN, 1999). 

Lecuit & Leclerq (2012) indicaram que cepas de L. monocytogenes 

isoladas de humanos são sensíveis para um grande número de 

antimicrobianos, que incluem penicilina, ampicilina, amoxicilina, gentamicina, 

eritromicina, tetraciclina, rifampicina, o co-trimoxazole, vancomicinae imipenem. 
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Além disso, a maioria das cepas de L.monocytogenes apresentaram 

resistência natural às fluoroquinolonas e cefalosporinas, especialmente de 

terceira e quarta geração, tais como cefotaxima e cefepima, e também a 

fosfomicina, oxacilina e licosamides. Os clínicos utilizam, para o tratamento de 

infecções invasivas, tipicamente aminopenicilinas (por exemplo, a ampicilina ou 

amoxicilina) em combinação com aminoglicosidio, como gentamicina. 

Balsalobre & Hernández-Godoy (2004) sugeriram que espécies de 

Listeria, como L.innocua, e outras bactérias Gram positivas, frequentemente 

presentes em carnes e produtos derivados, mostraram resistênciaa 

antimicrobianos, sugerindo que essa resistência ocorra devido a uma 

transferência de informação genéticaa partir de uma espécie para outra, 

através de vários mecanismos.  

Em um biofilme, as bactérias são capazes de tolerar maiores 

concentrações de antimicrobianos, podendo ser até 1000 vezes mais 

resistentes, quando comparadas às mesmas células planctônicas, embora os 

mecanismos envolvidos nesta resistência sejam ainda pouco conhecidos. 

Dentre os possíveis mecanismos, acredita-se que possa haver a inativação da 

droga por polímeros ou enzimas extracelulares, ou a ineficiência da droga em 

decorrência de taxas de crescimento muito lentas no interior dos biofilmes, 

dificultando a ação dos antimicrobianos (LEWIS, 2007). 
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4 Relatório do trabalho de campo 

 

Inicialmente havia-se optado por analisar somente isolados de Listeria 

spp. e Pseudomonas spp. provenientes de carnes de bubalino de um 

frigorífico-matadouro de bubalino da região Sul do Rio Grande do Sul. No 

entanto, surgiu a oportunidade de realizar um estudo mais abrangente e 

aumentar o número de isolados bacterianos, incluindo micro-organismos 

provenientes de carcaças e cortes de frango de um frigorífico abatedouro de 

aves da região Sul do Rio Grande do Sul e do comércio varejista da mesma 

região. 

Optou-se por manter as mesmas análises, que foram: Avaliação da 

capacidade de formação de biofilme em microplacas de poliestireno e em 

corpos de prova de aço inoxidável e avaliação da resistência a sanitizantes e a 

agentes antimicrobianos. No entanto, optou-se por analisar cada espécie de 

isolados separadamente e não mais em conjunto em função do material 

disponível e do ajuste da metodologia. 
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ARTIGO 

 

Formação de biofilme em poliestireno e em aço inoxidável e resistência a 

sanitizantes e a antimicrobianos em isolados de Pseudomonas spp. e Listeria spp.  

 

RESUMO 

 

O objetivo do estudo foi avaliar a capacidade de isolados de Pseudomonas spp. e de 

Listeria spp., provenientes de cortes de carnes de frango e búfalo de frigoríficos e do 

comércio varejista da região sul do Rio Grande do Sul, de formarem biofilmes em 

poliestireno e em aço inoxidável e verificar a resistência destes a sanificantes e a 

antimicrobianos. Os isolados formadores de biofilme em aço inoxidável foram testados 

quanto a ação dos sanitizantes cloro orgânico e quaternário de amônio. Os isolados de 

L. monocytogenes formaram biofime em material de poliestireno e aço inoxidável. Dos 

isolados de Pseudomonas spp., 32 % e 72 % formaram biofilme em poliestireno e aço 

inoxidável, respectivamente. A ação do sanitizante quaternário de amônio foi mais 

efetivo do que o cloro orgânico na redução de biofilmes em superfície de aço inoxiável. 

A multirresistência a agentes antimicrobianos foi elevada para Listeria spp. (94,7 %) e 

para Pseudomonas spp (84 %). Desse modo, os isolados provenientes de cortes de 

carnes de frango e de bubalino foram formadores de biofilme em poliestireno e aço 

inoxidável e resistentes a antimicrobianos, o que confere riscos a saúde do consumidor. 

 

Palavras-chave: Adesão bacteriana, quaternário de amônio, cloro orgânico, carne de 

frango, carne de búfalo. 

 

INTRODUÇÃO 

 

Com o aumento da exigência do consumidor em relação a qualidade higiênico-

sanitária da carne, a atenção dos produtores está sendo focada na melhoria da qualidade 

microbiológica e segurança dos alimentos. Produtos cárneos estão frequentemente 

associados a surtos de Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA), uma vez que a 

carne é um alimento ideal para o desenvolvimento de bactérias. Bactérias que se 
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desenvolvem na carne podem estar ligadas aos processos de deterioração ou até mesmo 

a transmissão de doença (Doulgeraki et al., 2012).  

Bactérias pertencentes aos gêneros Pseudomonas e Listeria apresentam 

capacidade de multiplicação e sobrevivência em temperaturas de refrigeração, sendo 

possível, portanto, o seu desenvolvimento em câmaras frias ou ao longo da cadeia do 

frio, na qual a carne é comumente armazenada (Jay, 2005; Todd e Notermans, 2011). 

Pseudomonas spp. são bactérias potencialmente deteriorantes, sendo responsáveis por 

grande parte das alterações sensoriais da carne, fazendo com que diminua a sua vida 

comercial (Arslan et al., 2011). Dentre as bactérias patogênicas, Listeria monocytogenes 

tem grande relevância por ser responsável pela listeriose, doença grave que possui alta 

taxa de mortalidade em grupo de risco (20-30%) (Gómez et al., 2014; Muhterem-Uyar 

et al., 2015). 

As indústrias de alimentos, principalmente as de carnes, ainda enfrentam vários 

problemas relacionados aos processos de limpeza e sanitização de equipamentos e 

utensílios, muitas vezes relacionados com a ineficácia destes produtos e dos processos 

de higienização na remoção de micro-organismos destes ambientes. Essas falhas podem 

tornar estes locais focos de contaminação cruzada. Isso ocorre, principalmente devido à 

formação de biofilmes bacterianos nos equipamentos e ambiente da linha de produção. 

Nesses locais, a formação de biofilme é muito favorável pelo fato de ser um ambiente 

com acúmulo de material orgânico e inorgânico, o qual é utilizado pelos micro-

organismos para sua fixação na superfície e consequente desenvolvimento de biofilmes, 

onde as comunidades bacterianas podem se estabelecer e resistirem por longos períodos 

(Uhitil et al., 2004; Oliveira et al., 2010). 

Biofilmes são comunidades de micro-organismos sésseis, caracterizados por 

aderir a superfícies bióticas ou abióticas, envoltas por matriz extracelular polimérica 

(Nikolaev et al., 2007; Steenackers et al., 2012). Biofilmes são considerados um 

problema na indústria de alimentos, principalmente na área de processamento destes, 

pois são capazes de aderir a vários tipos de superfícies, destacando-se equipamentos em 

aço inoxidável e utensílios (Marques et al., 2007; Sofos et al., 2010). Além disso, estas 

bactérias são mais resistentes a ação de antimicrobianos e à sanitizantes, causando 

deterioração, perda da qualidade ou veiculação de patógenos (Stepanovic et al., 2004; 

Hamanaka et al., 2012).  
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Células bacterianas aderidas a biofilme podem ser até 1000 vezes mais 

resistentes a antimicrobianos do que no seu estado planctônico (Ouyang et al., 2012; 

Sharma et al., 2014). Nas últimas décadas, a resistência antimicrobiana, particularmente 

a multirresistência, tem sido considerada um problema de saúde pública mundial. O uso 

excessivo e inadequado de agentes antimicrobianos pode promover o aparecimento de 

bactérias resistentes propiciando que genes de resistência a antimicrobianos sejam 

disseminados no ambiente (Filiousis et al., 2009; Domenech et al., 2015). 

Diante desse contexto, cabe salientar a importância de estudos que visam 

ampliar conhecimentos sobre bactérias patogênicas, destacando Pseudomonas spp. e 

Listeria spp., provenientes, principalmente de alimentos de origem animal, como carnes 

de frango e bubalino. Além disso, é importante conhecer o processo de formação de 

biofilme dessas bactérias na indústria de alimentos, assim como sua resistência aos 

agentes antimicrobianos e sanitizantes , possibilitando a tomada de medidas preventivas 

e corretivas no decorrer da cadeia alimentícia para garantir a saúde do consumidor.  

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de Pseudomonas spp. e 

Listeria spp., provenientes de cortes de carnes de frango e de búfalo de frigoríficos e do 

comércio varejista da região sul do Rio Grande do Sul, Brasil, de formar biofilmes em 

material de poliestireno e aço inoxidável, bem como verificar a resistência aos 

sanificantes utilizados na idústria de alimentos e a antimicrobianos de uso comum em 

humanos e animais. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Isolados bacterianos 

 

Foram utilizados neste estudo 69 isolados bacterianos. Dentre os isolados de 

carne de búfalo, 14 eram de Listeria spp. (1 isolado de L. innocua, 1 de L. rocourtiae e 

12 de L. grayi) e 25 de Pseudomonas spp., provenientes de um frigorífico-matadouro de 

bubalinos da região Sul do Rio Grande do Sul, Brasil, gentilmente cedidos do banco de 

cepas do Laboratório de Inspeção de Produtos de Origem Animal da Universidade 

Federal de Pelotas (UFPel). E dentre os isolados de carne de frango, 5 eram de L. 

monocytogenes e 25 de Pseudomonas spp. provenientes de carcaças e cortes de frango 
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de um frigorífico abatedouro de aves e do comércio varejista da região Sul do Rio 

Grande do Sul, Brasil. A origem dos isolados pode ser verificada na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Origem dos isolados de Pseudomonas spp. e de Listeria spp. provenientes de 

carnes de frango e bubalino do sul do Brasil. 

Isolados (n) Origem 

L. monocytogenes (3) Carcaça de frango no processamento 

L. monocytogenes (2) Corte de frango do varejo 

L. rocourtiae (1) Carcaça de bubalino no processamento 

L. innocua (1) Corte de bubalino embalado a vácuo 

L. grayi (8) Corte de bubalino embalado a vácuo 

L. grayi (4) Carcaça de bubalino no processamento 

Pseudomonas spp (14) Carcaça de frango no processamento 

Pseudomonas spp (11) Corte de frango do varejo 

Pseudomonas spp (16) Corte de bubalino embalado a vácuo 

Pseudomonas spp (9) Carcaça de bubalino no processamento 

 

Os isolados de Listeria spp. de carne bubalina tiveram a espécie confirmada em 

um estudo prévio através de testes moleculares utilizando a reação em cadeia da 

polimerase (PCR) com primers específicos (dados não mostrados) e os isolados de 

origem de frango tiveram a espécie confirmada através da identificação sorológica 

realizada pelo Instituto Osvaldo Cruz (FIOCRUZ).  O gênero Pseudomonas spp. foi 

confirmado através de testes fenotípicos bioquímicos. Todos os isolados foram 

mantidos congelados em Caldo Infusão de Cérebro e Coração (BHI, Acumedia
®
) 

suplementado com glicerol (25 %) até o momento do uso. 

Os isolados de Listeria spp. foram recuperados em Caldo Triptona de Soja 

suplementado com 0,6 % de extrato de levedura (TSB-YE, Acumedia
®

) e os isolados de 

Pseudomonas spp. foram recuperados em Caldo BHI. 

 

Avaliação da capacidade de formação de biofilme 

 

Os isolados bacterianos foram avaliados quanto à capacidade de formação de 

biofilme em microplacas de poliestireno através do método proposto por Stepanovic et 

al. (2007), com modificações. Os isolados foram cultivados em Ágar Triptona de Soja 

(TSA, Acumedia
®
) a 37 ºC durante 18 horas (h) e após, a concentração bacteriana da 

solução foi padronizada pela escala de McFarland no valor de 0,5, correspondente a 8 

Log de Unidades Formadoras de Colônia por mililitro (UFC/mL). Em seguida, uma 
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alíquota de 20 µL da solução padronizada foi distribuída em poços da microplaca 

contendo caldo BHI (180 µL) e incubadaa 35 °C durante 24 h. Como controle negativo, 

utilizou-se 200 µL de caldo BHI sem inoculo e como controle positivo, utilizou-se 180 

µL de caldo BHI e 20 µL da solução padronizada com Staphylococcus epidermidis 

(ATCC 25923), previamente testado e classificado como formador de biofilme. As 

placas foram lavadas três vezes com 200 µL de solução salina estéril (NaCl 0,9 %), para 

remover as células não aderidas à placa. As microplacas foram invertidas sobre papel 

absorvente para a secagem e, posteriormente, as amostras foram fixadas com 150 µL de 

metanol (CH3OH) durante 20 minutos (min). Após este período, o metanol foi 

descartado e as placas foram mantidas invertidas durante 18 h. As células aderentes 

foram coradas com 150 µL de cristal violeta (0,5 %) durante 15 min. O corante foi 

removido sob água corrente e após um período de 3 min de secagem, adicionou-se 150 

µL de etanol (CH3CH2OH) (95 %). As placas foram mantidas em repouso por 30 min, e 

então, foi realizada a quantificação do biofilme. A densidade óptica (DO) do biofilme 

bacteriano foi quantificada com o auxílio de um leitor de microplacas (ThermoPlate
®
) a 

450 nm. 

A interpretação das leituras obtidas foi realizada como descrito por Stepanovic et 

al. (2007). Primeiramente, foi calculada a média das DO das amostras e do controle 

negativo, e então o valor de corte (DOc) foi calculado da seguinte forma:   

DOc = (média da DO controle negativo + 3 x desvio padrão do controle 

negativo). O valor final da DO das amostras testadas (DOf) foi dado por: DOf = (média 

da DO de cada amostra – DOc).  

As amostras foram divididas em categorias da seguinte forma:  

DOf≤DOc = não formadora de biofilme;  

DOc<DOf≤2xDOc = fraca formadora de biofilme;  

2xDOc<DOf≤4xDOc = moderada formadora de biofilme;  

4xDOc<DOf = forte formadora de biofilme.  

 

Avaliação da formação de biofilme em superfície de aço inoxidável 

 

Para a avaliação da capacidade de formação de biofilme em superfície de aço 

inoxidável pelos isolados bacterianos, foi utilizado o método proposto por Rossoni et al. 

(2000), com modificações. Foram utilizados corpos de prova de aço inoxidável (AISI 
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316) de tamanho 7 cm x 2 cm x 0,1 cm. Os corpos de prova foram imersos em solução 

de detergente neutro, por 1 h, e esfregados manualmente com o auxílio de uma esponja, 

sendo em seguida enxaguados com água destilada, pulverizados com álcool 70 % e 

secos a 60 ºC. Após a higienização completa, foram autoclavados a 121 ºC por 15 min. 

No preparo das soluções, os isolados bacterianos foram semeados, 

separadamente, em 2 mL de caldo BHI e incubadas a 37 ºC, por um período de 24 h. 

Um mililitro de cada cultura foi adicionado em 40 mL de água peptonada 0,85 %. A 

concentração do inoculo adicionado à solução foi padronizado com auxílio da escala de 

McFarland, de forma que a concentração bacteriana em 40 mL de água peptonada 0,85 

% continha aproximadamente 10
7
 UFC/mL. Os corpos de prova de aço inoxidável 

estéreis foram imersos na solução bacteriana por 24 h, a temperatura de 25 °C. 

Após o período de imersão, os corpos de prova foram lavados com 1 mL de água 

destilada estéril, a fim de remover as células fracamente aderidas. Na sequencia, foi 

realizada fricção com swabs umedecidos, seguida da imersão dos mesmos em tubos de 

ensaio com solução salina 0,1 % e homogeneização em agitador de tubos (Phoenix 

Luferco
®
) por 3 min (Asséré et al., 2008). Diluições seriadas decimais de até 10

-5
 foram 

realizadas para cada amostra, e uma alíquota de 10 µL de cada uma foram semeados em 

meio TSA (Acumedia
®

), pelo método de gota (Silva et al.,  2007). As placas foram 

incubadas a 37 ºC, por 24 h para a contagem de UFC. Como controle positivo foi 

utilizado o micro-organismo Staphylococcus epidermidis (ATCC 25923). A formação 

de biofilme nos corpos de prova de aço inoxidável foi considerada quando as contagens 

indicaram número maior ou igual a 10³ UFC aderidos por cm
2
, de acordo com Wirtanen 

et al. (1996). 

 

Avaliação da remoção de biofilme sob a ação de sanitizante 

 

Para avaliar a capacidade de remoção do biofilme formado em placas de aço 

inoxidável foi utilizado o método proposto por Rossoni et al. (2000), com modificações. 

Foram utilizados os sanitizantes cloro orgânico e quaternário de amônio, ambos na 

concentração de 200 partes por milhão (ppm). A escolha destes sanitizantes e da 

concentração utilizada se deu em função da ampla utilização dos mesmos, nesta 

concentração, em processos de higienização das indústrias de alimentos.  
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A indução à formação de biofilme em corpos de prova de aço inoxidável se deu 

da mesma forma como descrito no item anterior. Contudo, após a última lavagem, os 

corpos de prova foram imersos, separadamente, em frascos contendo cloro orgânico e 

quaternário de amônio por um período de 10 min. Uma vez que o tempo de contato foi 

atingido, os corpos de prova foram retirados da solução sanitizante e colocados em 

contato, por 3 segundos (s), com uma solução de Tween 2 % para neutralizar a ação do 

quaternário de amônio. Em seguida realizou-se fricção com swabs umedecidos em cada 

corpo de prova, seguido da imersão dos mesmos em tubos de ensaio com solução salina 

0,1 % seguido de homogeneização em agitador de tubos (Phoenix Luferco
®
) por 3 min. 

Diluições decimais seriadas foram feitas para cada amostra, 10 µL das mesmas foram 

semeadas em Ágar TSA, pelo método de gota (Silva et al. 2007), e as placas incubadas 

a 37 ºC por 24 h para a contagem das UFC/cm². Como controle, um corpo de prova do 

material com biofilme foi imerso em água peptonada a 0,1 %, não sendo colocada em 

contato com sanitizante. 

A remoção de biofilme nos corpos de prova de aço inoxidável foi considerada 

quando as contagens indicaram número menor ou igual a 10² UFC/cm² (APHA, 1992). 

 

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos 

 

A susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados foi testada pelo método de 

disco-difusão de acordo com protocolo proposto pelo Manual Clinical and Laboratory 

Standards Institute – CLSI (CLSI 2005a). Foram testados antimicrobianos específicos 

para micro-organismos Gram positivos para os isolados de Listeria spp.: cepefime 10 

µg; rifampicina 30 µg; cloranfenicol 30 µg; vancomicina 30 µg; tetraciclina 30 µg; 

gentamicina 10 µg; oxacilina 1 µg; penicilina 10 U; eritromicina 15 µg; clindamicina 2 

µg; ciproflaxacin 5 µg; sulfametaxazol-trimetropim 25 µg. Para os isolados de 

Pseudomonas spp. foram testados antimicrobianos específicos para micro-organismos 

Gram negativos: gentamicina 10 µg; amicacina 30 µg; sulfametaxazol-trimetropim 25 

µg; cipofloxacina 5 µg; meropenen 10 µg; ampicilina 10 µg; cefalotina 30 µg; 

cefuroxima 30 µg; amixilina 20 µg + clavulanato 10 µg; cefoxitina 30 µg; cefepime 30 

µg; ceftazidima 30 µg. 

Culturas padronizadas na concentração 0,5 da escala de McFarland foram 

semeadas com swab estéril em Ágar Muller-Hinton (Himedia®) e discos (Multidisco, 
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Laborclin®) impregnados com antimicrobianos supracitados foram aplicados sob a 

superfície do meio. Após incubação a 35 ºC por 24 h, os halos de inibição foram 

medidos e interpretados de acordo com as normas do CLSI (2005b). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Capacidade de formar biofilme em microplaca de poliestireno 

 

 Na Tabela 2 podem ser visualizados os resultados referentes a classificação dos 

isolados quanto a formação de biofilmes em placas de poliestireno, segundo os critérios 

de Stepanovic et al. (2007). Dos isolados de Listeria spp. e de Pseudomonas spp., 73,7 

% e 32 %, respectivamente, foram formadores de biofilme. 100 % dos isolados de L. 

monocytogenes foram classificados como fraco formador de biofilme. Dentre os 

isolados de L. grayi três foram classificados como moderado e quatro como fraco 

formador de biofilme.   

 

Tabela 2: Classificação da formação de biofilme dos isolados de Listeria spp. e 

Pseudomonas spp. provenientes de carnes de frango e bubalino do sul do Brasil. 

Isolados (n¹)  Classificação 

Forte Moderado Fraco Não formador 

L. monocytogenes² (5) 0 0 5 0 

L. grayi² (12) 0 3 4 5 

L. innocua³ (1) 0 0 1 0 

L. rocourtiae³ (1) 0 0 1 0 

Pseudomonas spp.² (25) 0 1 9 15 

Pseudomonas spp.³ (25) 0 1 5 19 

                          ¹: número de isolados; ²: frango; ³: bubalino. 

Por possuir flagelos, a adesão de Listeria spp. a superfícies é facilitada, 

principalmente nas fases iniciais da formação do biofilme (van Houdt e Michiels., 

2010). A presença de um número elevado de Listeria spp. formadora de biofilme, 

provenientes de carcaças  de frango e bubalina no processamento, comprovam possíveis 

falhas de higiene na manipulação, na sanitização dos equipamentos e utensílios e até 

mesmo na conservação do produto. 

Outros estudos também encontram elevada capacidade de formação de biofilme 

de L. monocytogenes em material de poliestireno (Rodrigues et al., 2010; Kadam et al., 
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2013), o que mostra que este tipo de material, utilizado na indústria de alimentos, é 

favorável a colonização por biofilmes de L. monocytogenes.  

Dos 50 isolados de Pseudomonas spp. avaliados, apenas um proveniente de 

carne de frango e um de carne de bubalino foram classificados como moderado 

formador de biofilme. Foram classificados como fraco formador de biofilme 9 isolados 

provenientes de carne de frango e 5 de carne bubalina. Resultados semelhantes foram 

encontrados por Ghadaksaz et al. (2015) em que 47,1 % dos isolados clínicos de P. 

aeruginosa foram formadores de biofilme em poliestireno. A baixa adesão de isolados 

de Pseudomonas spp. observada no presente estudo em material de poliestireno ocorreu 

por Pseudomonas spp. ser uma bactéria hidrofóbica e, consequentemente, tender a se 

aderir melhor a superfícies hidrofóbicas do que a superfícies hidrofílicas (Freitas et al., 

2010). 

Os resultados encontrados neste estudo denotam uma situação preocupante já 

que bactérias patogênicas como espécies de Listeria e deteriorantes como Pseudomonas 

spp. formadoras de biofilme representam sérios desafios para a indústria da carne, uma 

vez que estas podem levar acontaminação cruzada dos produtos, resultando em uma 

redução da vida de prateleira do alimento e em transmissão de doenças (Maia et al., 

2009; Giaouris et al., 2014). 

 

Capacidade de formação de biofilme em aço inoxidável 

 

No presente estudo, 100 % dos isolados de Listeria spp. e 72 % dos isolados de 

Pseudomonas spp. formaram biofilme em corpos de prova de aço inoxidável. Dos 

isolados de Pseudomonas spp. provenientes de carnes de bubalino e de frango, 48 % e 

96 %, respectivamente, mostraram-se formadores de biofilme em aço inoxidável. 

Considerando a concentração microbiana verificada, mesmo que o número de células 

bacterianas aderidas seja menor que 10³ UFC/cm², já existe o risco de contaminação 

microbiológica (Wirtanen et al., 1996; Oliveira et al., 2010). 

Assim como verificado no presente estudo, outros pesquisadores têm mostrado 

que bactérias do gênero Listeria têm capacidade de aderir e formar biofilme em 

superfícies de aço inoxidável, comprovando ser uma bactéria de potencial risco para a 

indústria de alimentos (Moltz et al., 2005; Silva et al., 2008; Berrang et al., 2010; 

Oliveira et al., 2010; Bonsaglia et al., 2013).  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1214021X14000702
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A formação de biofilme por Pseudomonas spp. também foi relatada em estudos 

anteriores.Vanhaecke et al. (1990) demonstraram que isolados de P. aeruginosa tiveram 

capacidade de aderir e formar biofilme em superfícies de aço inoxidável em 30 s de 

contato. Hood et al. (1997) mostram a capacidade de formação de biofilme de P. 

fluorescens em aço inoxidável com diferentes meios de cultivo. Rossoni et al. (2000) e 

Rosado et al. (2006) também demonstraram a capacidade de P. fluorescens em formar 

biofilme em superfície de mesmo material. Considerando estas pesquisas citadas 

anteriormente realizadas em diferentes ambientes, geograficamente distantes, e os 

resultados encontrados neste estudo, podemos considerar que independente da origem, 

Pseudomonas spp. tem a capacidade de formar biofilme em superfícies de aço 

inoxidável.  A adesão de Pseudomanas spp. a superfície é explicada pela presença de 

flagelos, pois estas estruturas conferem mobilidade à bactéria, aproximando-a de seu 

substrato na superfície e consequentemente levando a aderência (O’Toole et al., 1998). 

A partir dos resultados obtidos, considerando a elevada utilização do aço 

inoxidável em equipamentos e superfícies de processamento de alimentos, podemos 

denotar que, tanto Listeria spp. como Pseudomonas spp., podem representar riscos de 

contaminação aos alimentos que entram em contato com essas superfícies, caso não 

sejam utilizados métodos adequados de higienização, com escolhas de sanitizantes 

adequados, dentro das plantas de processamento de alimentos. 

 

Remoção de biofilme sob a ação de sanitizante 

 

Os 19 isolados de Listeria spp. e 36 isolados de Pseudomonas spp. formadores 

de biofilme nos corpos de prova de aço inoxidável, avaliados no presente estudo, foram 

submetidos a avaliação da remoção de biofilme pelo uso de dois sanitizantes 

comumente utilizados na indústria de alimentos, cloro orgânico e quaternário de amônio 

(Tabela 3) (Ministério da Saúde, 1988).  

 

Tabela 3: Eficiência dos sanitizantes, cloro orgânico e quaternário de amônio, na 

remoção de biofilmes em corpos de prova de aço inoxidável, formados por Listeria spp. 

e Pseudomonas spp. provenientes de carnes de frango e bubalino do sul do Brasil. 

Isolados de 

Listeria 

Células bacterianas aderidas em aço inoxidável 

(UFC/cm²) 

Cloro 

Orgânico 

(UFC/cm²) 

Quaternário de 

Amônio 

(UFC/cm²) 
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-: sem crescimento bacteriano. 

Os agentes sanitizantes devem eliminar as bactérias patogênicas e reduzir o 

número de micro-organismos deteriorantes em níveis aceitáveis, como por exemplo, 2 

UFC/cm² de micro-organismos aeróbios mesófilos para superfícies de aço inoxidável ao 

fim do processo de higienização (APHA, 1992). Considerando o padrão da APHA, 36,8 

L. monocytogenes 2,7x104 2,1x103 - 

L. monocytogenes 5,7x105 - - 

L. monocytogenes 1,2x104 1x102 - 

L. monocytogenes 1x106 - - 

L. monocytogenes 5,1x106 8,5x104 - 

L. innocua 4,2x10² - - 

L. rocourtiae 5,1x105 2,3x104 - 

L. grayi 6,4x106 1,2x105 - 

L. grayi 2,1x105 1,9x104 - 

L. grayi 3,8x105 1,2x104 - 

L. grayi 6,4x104 5,9x104 - 

L. grayi 1,9x106 - - 

L. grayi 2,1x105 1x105 - 

L. grayi 8,1x105 2,7x104 - 

L. grayi 4,2x105 - - 

L. grayi 3,8x104 - - 

L. grayi 1,2x105 5,1x104 - 

L. grayi 2,3x104 6,4x103 - 

L. grayi 1,9x104 8,5x103 - 

Pseudomonas spp. 1,4x105 - - 

Pseudomonas spp. 4,8x105 - - 

Pseudomonas spp. 1,4x105 6,4x10² - 

Pseudomonas spp. 2,5x107 4,2x10³ - 

Pseudomonas spp. 2,1x105 - - 

Pseudomonas spp. 2,1x106 - - 

Pseudomonas spp. 1,6x106 - - 

Pseudomonas spp. 2,3x105 2,1x10² - 

Pseudomonas spp. 3,8x105 - - 

Pseudomonas spp. 1,4x106 2x10² - 

Pseudomonas spp. 1,2x107 - - 

Pseudomonas spp. 3,8x10³ - 2x10³ 

Pseudomonas spp. 6,4x106 - - 

Pseudomonas spp. 4,5x106 2,1x10² - 

Pseudomonas spp. 6,4x105 - - 

Pseudomonas spp. 1,2 x106 - - 

Pseudomonas spp. 4,8 x106 - - 

Pseudomonas spp. 2,3 x106 - - 

Pseudomonas spp. 4,8x106 - - 

Pseudomonas spp. 3,6x104 - - 

Pseudomonas spp. 1,6 x106 - - 

Pseudomonas spp. 2,1x105 - - 

Pseudomonas spp. 2,9 x106 - - 

Pseudomonas spp. 1,6 x106 - - 

Pseudomonas spp. 1,6x104 - - 

Pseudomonas spp. 8,3x104 - 8,5x10³ 

Pseudomonas spp. 8,3x105 - - 

Pseudomonas spp. 3,8x105 - - 

Pseudomonas spp. 8,2x104 - - 

Pseudomonas spp. 3,8x105 - - 

Pseudomonas spp. 1,4x104 - - 

Pseudomonas spp. 5,3x104 2,1x10³ - 

Pseudomonas spp. 5,3 x104 - - 

Pseudomonas spp. 3,4 x104 - - 

Pseudomonas spp. 1,4x105 2,1x10³ - 

Pseudomonas spp. 1,4x105 3,8x10³ 1,7x10³ 
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% dos isolados de Listeria spp. e 77,7 % dos isolados de Pseudomonas spp., aderidos 

em aço inoxidável, reduziram com a ação do cloro orgânico. O quartenário de amônio 

foi eficaz na redução de todos os isolados de Listeria spp. e de 91,6 % dos isolados de 

Pseudomonas spp., aderidos nos corpos de prova de aço inoxidável, mostrando ser mais 

eficaz em comparação com o cloro orgânico. Sanitizantes compostos de quaternário de 

amônio tem amplo espectro de ação, pois quando em contato com membrana celular dos 

micro-organismos, alteram sua permeabilidade estimulando a glicólise, provocando 

assim o esgotamento celular (Andrade et al. 1996). 

Estudos para avaliar a ação de sanitizantes na eliminação de biofilmes de 

Listeria spp. já foram realizados anteriormente, porém em relação a isolados de cortes 

cárneos e de plantas de processamento de carnes do sul do Brasil, raros são os relatos. 

Estudos como de Aarnisalo et al. (2007) e Somers et al. (2004) verificaram que 

sanitizantes a base de cloro mostraram ser mais eficientes do que quaternário de amônio 

na eliminação de L. monocytogenes aderidas a aço inoxidável porém, Pan et al. (2006), 

também estudaram formação de biofilme em cupons de aço inoxidável e verificaram 

resistências dos isolados de L. monocytogenes aos dois sanitizantes cloro e quaternário 

de amônio. Parikh et al. (2009) avaliaram a eficácia de  três sanitizantes (a base ácido 

láctico, hipoclorito de sódio e à base de quaternário de amônio) em biofilmes compostos 

por L. monocytogenes e constataram que todos os sanitizantes foram eficazes na 

redução desse biofilme, sendo que o quaternário de amônio foi o mais eficaz contra os 

biofilmes desenvolvidos. 

Biofilmes de L. monocytogenes podem sobreviver por muito tempo contra 

tratamento térmico e sanitizantes, dependendo da temperatura, concentração e tempo de 

aplicação do sanitizantes, bem como o estado fisiológico das células (Naitali et al., 

2009). 

A ação de sanitizantes na remoção de biofilmes de Pseudomonas spp. também 

foi verificado em outros estudos. Taylor et al. (1999) mostram que o tratamento de 

P.aeruginosa com sanitizante a base de cloro resultou em redução de biofilme em 

período de 5 minutos. Wirtanen et al. (2001) constataram, em seu estudo, que 

sanitizante a base de cloro não foi eficaz na eliminação de biofilme de Pseudomonas 

spp. em superfícies de aço inoxidável no entanto, sanitizantes a base de tensoativos 

foram eficientes na eliminação do biofilme. Pseudomonas spp. são bactérias 

importantes na indústria de alimentos, pois causam deterioração de produtos alimentares 
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e podem formar biofilmes em equipamentos de processamento de alimentos, 

dificultando assim sua remoção devido à sua resistência a sanitizantes (Zhu et al., 2014).  

 

Susceptibilidade a antimicrobianos 

 

Em 1988 foi isolada a primeira cepa de L. monocytogenes resistente a 

antimicrobianos. A partir de então, cepas resistentes foram encontradas em alimentos, 

em superfícies de manipulação de alimentos e em amostras clínicas (Goméz et al., 

2014). No presente estudo, os isolados pertencentes ao gênero Listeria mostram elevada 

resistência à penicilina (94,7 %), seguida de clindamicina (84,2 %), oxacilina (73,7 %) e 

cefepime (57,9 %). Na Tabela 4 é possível verificar o perfil de resistência de isolados de 

Listeria spp. a 12 antimicrobianos que podem ser utilizados no tratamento de listeriose 

(Jay 2005; Arsalan et al., 2011; Allen et al., 2014; Goméz et al., 2014). 

 

Tabela 4: Resistência a antimicrobianos de isolados de Listeria spp. provenientes de 

carne de frango e bubalino do sul do Brasil. 

Isolados (n) Número de isolados de espécies de Listeria spp. 

CPM 

(R/I) 

RIF 

(R/I) 

CLO 

(R/I) 

VAN 

(R/I) 

TET 

(R/I) 

GEN 

(R/I) 

OXA 

(R/I) 

PEN 

(R/I) 

ERI 

(R/I) 

CLI 

(R/I) 

CIP 

(R/I) 

SUT 

(R/I) 

Frango              

L. monocytogenes 

(5) 

1/2 - - - - 1/0 3/1 4/0 0/3 3/1 1/0 - 

Bubalino             

L. grayi (12) 8/3 0/1 - - 2/3 0/6 10/1 12/0 2/4 11/1 0/1 - 

L. innocua (1) 1/0 0/1 - 1/0 1/0 - 0/1 1/0 0/1 1/0 - - 

L. rocourtiae (1) 1/0 - - - 1/0 0/1 1/0 1/0 0/1 1/0 - - 

Total 11/5 0/2 0 0 4/3 1/7 14/3 18 2/9 16/2 1/1 0 

CPM: cepefime 10 µg; RFI: rifampicina 30 µg; CLO: cloranfenicol 30 µg; VAN: vancomicina 30 µg; TET: 

tetraciclina 30 µg; GEN: gentamicina 10 µg; OXA: oxacilina 1 µg; PEN: penicilina 10 U; ERI: eritromicina 15 µg; 

CLI: clindamicina 2 µg; CIP: ciproflaxacin 5 µg; SUT: sulfametoxazol-trimetoprim 25 µg; (R/I) em que R representa 

Resistência e I representa Resistência Intermediária. 

Alguns pesquisadores também encontraram elevados níveis de resistência à 

penicilina em cepas de L. monocytogenes (Harakeh et al., 2009;  Fallah et al., 2012). A 

preocupação é ainda maior quando se observa que isolados de L. monocytogenes foram 

resistentes a antimicrobianos importantes no tratamento de listeriose. A ampicilina ou 

penicilina combinados com gentamicina é considerada a primeira escolha para o 

tratamento da listeriose (Charpentier et al., 1999; Conter et al., 2009).  

Como no presente estudo, resistência a clindamicina também foi encontrada por 

Kovacevic et al. (2013) em que 33 % de Listeria spp. provenientes de peixes, carnes e 
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plantas de processamento, foram resistentes a clindamicina. Goméz et al. (2014) 

também encontraram isolados resistentes a clindamicina, sendo 35 % de L. 

monocytogenes e 46,2 % de L. innocua, provenientes de produtos cárneos e ambiente de 

processamento. Segundo Harakeh et al. (2009) a resistência de L. monocytogenes a 

penicilina e clindamicina pode ser causada pelo uso excessivo dessas drogas na 

medicina veterinária. 

Todos os isolados testados no presente estudo, apresentaram sensibilidade a 

cloranfenicol e apenas um foi resistente a gentamicina e ciprofloxacina. Resultados 

semelhantes foram encontrados por Doménech et al. (2015) em que 100 % dos isolados 

de L. monocytogenes de alimentos prontos para o consumo foram sensíveis a esses três 

antimicrobianos. Goméz et al. (2014) também encontrarm sensibilidade a cloranfenicol 

em todas os isolados de L. monocytogenes e em 99,2 % de L. innocua. Kovacevic et al. 

(2013) encontraram sensibilidade em todos os isolados de Listeria spp. a gentamicina. 

A alta sensibilidade de isolados a gentamicina pode ser devido ao fato de que este não é 

um antimicrobiano muito utilizado para fins terapêuticos em medicina veterinária nem 

como promotor de crescimentode animais de corte (Harakeh et al., 2009). 

Sensibilidade a sulfametoxazol-trimetoprim e vancomicina ocorreram em 100 % 

dos isolados no presente estudo. Yan et al. (2010) encotraram poucos isolados de L. 

monocytogenes, provenientes de alimentos, resistentes a sulfametoxazol-trimetoprim 

(Sulfazotrim) e a vancomicina. No entanto, Kovacevic et al. (2013) e Korsak et al. 

(2012) encontraram todos os isolados sensíveis a vancomicina. Doménech et al. (2015) 

encontraram todos isolados de L. monocytogenes provenientes de salsichas de porco 

resistente à sulfametoxazol-trimetoprim. Estes resultados são de grande relevância, uma 

vez que esse antimicrobiano é a segunda escolha para o tratamento da listeriose, 

especialmente em pacientes alérgicos à penicilina (Pesavento et al., 2010). Segundo 

Harakeh et al., (2009), a vancomicina é considerada a última opção de tratamento para 

infecção por listeriose em humanos. 

Em parâmetros gerais, apenas um dos isolados foi sensível a todos os 

antimicrobianos testados, sendo esse um isolado de L. monocytogenes proveniente de 

cortes de carne de frango do comércio varejista. Vinte e um por cento dos isolados 

testados foram resistentes a dois antimicrobianos e 73,7 % apresentaram resistência de 

três a cinco antimicrobianos. Isolados resistentes a dois ou mais antimicrobianos foram 

classificados como multirresitentes e totalizaram 94,7 %. A multirresistência não é um 
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fato restrito a esses isolados do sul do Brasil, pois vários estudos encontraram isolados 

de Listeria spp. multirresistentes a antimicrobianos, podendo ser considerado um 

problema amplamente verificado em nível mundial (Conter et al., 2009; Yan et al., 

2010; Pesavento et al., 2010; Fallah et al., 2012; Goméz et al., 2014). A existência de 

isolados de Listeria spp. multirresistentes aos antimicrobianos utilizados rotineiramente 

no tratamento de listeriose humana representa um sério problema para a saúde pública 

devido a aumento da dificuldade terapêutica, principalmente para os indivíduos que 

fazem parte do grupo de risco, que incluem idosos, crianças, mulheres grávidas e 

imunodeprimidos (Goméz et al., 2014). 

A Tabela 5 mostra a susceptibilidade de isolados de Pseudomonas spp. aos 12 

antimicrobianos testados, utilizados para tratar infecções provocadas principalmente por 

P. aeruginosa (Tassios et al., 1998; Jeukens et al., 2014). A maior taxa de resistência foi 

verificada para meropenen, ocorrendo em 100 % dos isolados provenientes de carnes de 

frango e 96 % de bubalino. Entre as cepas de P. aeruginosas avaliadas por Maia et al. 

(2009) (isoladas de frango e peixe) não foi observada resistência aos antimicrobianos 

pertencentes à classe das carbapenemas (imipenem e meropenem), as quais são 

empregados como opções para isolados multirresistentes. Os resultados encontrados no 

presente estudo é bastante preocupante, pois meropenem é considerado um 

antimicrobiano efetivo no tratamento de infecções caudas por bactérias Gram negativas 

(Gales et al., 2002). 

 

Tabela 5: Resistência a antimicrobianos de isolados de Pseudomonas spp. provenientes 

de carne de frango e bubalino do sul do Brasil. 

Isolados (n) Número de isolados de espécies de Pseudomonas spp. 

GEM 

(R/I) 

AMI 

(R/I) 

SUT 

(R/I) 

CIP 

(R/I) 

MER 

(R/I) 

AMP 

(R/I) 

CFL 

(R/I) 

CRX 

(R/I) 

AMC 

(R/I) 

CFO 

(R/I) 

CPM 

(R/I) 

CAZ 

(R/I) 

Frango              

Pseudomonas 
spp. (50) 

0/1 - - - 25/0 1/5 0/13 13/7 10/11 13/8 - - 

Bubalino             

Pseudomonas 
spp. (50) 

- - 1/2 0/2 24/1 6/1 1/4 12/2 3/15 11/0 - - 

Total 0/1 0 1/2 0/2 49/1 7/6 1/13 25/9 13/26 24/8 0 0 

GEM: gentamicina 10 µg; AMI: amicacina 30 µg; SUT: sulfazotrim 25 µg; CIP: cipofloxacina 5 µg; MER: 

meropenen 10 µg; AMP: ampicilina 10 µg; CFL: cefalotina 30 µg; CRX: cefuroxima 30 µg; AMC: 

amixilina+clavulanato 30 µg; CFO: cefoxitina 30 µg; CPM: cefepime 30 µg; CAZ: ceftazidima 30 µg; (R/I) em que 

R representa Resistência e I representa Resistência Intermediária. 

Quanto a ocorrência de multirresistência, 92 % dos isolados provenientes de 

carne frango e 76 % dos provenientes de carne bubalina foram resistentes a mais de dois 
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antimicrobianos testados. O aumento da multirresistência aos antimicrobianos em bac-

térias Gram negativas e particularmente em P. aeruginosa aponta reduzida 

disponibilidade de agentes efetivos para o tratamento de infecções causadas por essa 

bactéria. O aumento da resistência a antimicrobianos e a potencial propagação global de 

genes de resisência a a bactérias patogênicas tem se tornado um problema mundial, 

tanto para a medicina humana como veterinária (Arslan et al., 2011; Sharma et al., 

2014). O uso excessivo de antimicrobianos na medicina veterinária, pode estar 

relacionado a patógenos provenientes da cadeia alimentar,  resistentes a antimicrobianos 

de uso em humanos (Wang et al., 2007). Sendo assim, para controlar esta resistência e a 

multirresistência a antimicrobianos, é de fundamental importância que tenhaum controle 

e uma fiscalização em relação ao uso correto destes antimicrobianos no tratamento 

humano e na medicina veterinária, a fim de diminuir a transmissão da resistência na 

cadeia alimentar. 

 

CONCLUSÕES 

 

Com os resultados obtidos, fica evidente a importância do controle de biofilmes 

microbianos na indústria de carnes, uma vez que no presente estudo pode-se constatar 

que isolados de Listeria spp. e Pseudomonas spp., provenientes de carne de frango e 

búfalo, apresentaram capacidade de formação de biofilme nos materias de poliestireno e 

aço inoxidável.  

Pode-se concluir também que a ação dos dois sanitizantes testados, cloro 

orgânico e quaternário de amônio, foram eficazes na eliminação do biofilmes de 

Listeria spp. e Pseudomonas spp. em corpos de prova de aço inoxidável, sendo o 

segundo mais eficiente. A fim de minimizar o risco de biofilme, é fundamental que a 

indústria utilize estratégias de controle, como um processo de higienização eficiente, 

que abranja corretamente as etapas de limpeza e sanitização, utilizando produtos 

recomendados e em concentrações ideais para a eliminação dos micro-organismos. 

A resistência a antimicrobianos foi identificada em vários isolados, tanto de 

Listeria spp. quanto Pseudomonas spp., além de a multirresistência. Para isso, é de 

fundamental importância que se tenha um uso correto destes antimicrobianos no 

tratamento humano e na medicina veterinária, para diminuir essa transmissão da 

resistência na cadeia alimentar.  
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5 Conclusões 

 

Com os resultados obtidos, fica evidente a importância do controle de 

biofilmes microbianos na indústria de carnes, uma vez que no presente estudo 

pode-se constatar que todos os isolados de Listeria spp. tiveram capacidade de 

fromar biofilme em supercície de poliestireno e aço inoxidável.Alguns isolados 

de Pseudomonas spp. também formaram biofime nas duas superfícies 

testadas. 

Pode-se concluir também que a ação dos dois sanitizantes testados, 

cloro orgânico e quaternário de amônio, foram eficazes na eliminação do 

biofilmes de Listeria spp. e Pseudomonas spp. em corpos de prova de aço 

inoxidável sendo o qauternário de amônio mais eficaz. A fim deminimizar o 

risco de biofilme, é fundamental que a indústria utilize estratégias de controle, 

como um processo de higienização eficiente, que abranja corretamente as 

etapas de limpeza e sanitização, utilizando produtos recomendados e em 

concentrações ideais para a eliminação dos micro-organismos. 

A resistência a antimicrobianos foi identificada em vários isolados, tanto 

de Listeria spp. quanto Pseudomonas spp., além de ter um um número elevado 

de isolados multirresistentes. Para isso, é de fundamental importância que se 

tenha uma controle e uma fiscalização em relação ao uso controlado e correto 

destes antimicrobianos no tratamento humano e na medicina veterinária, para 

diminuir essa transimissão da resistência na cadeia alimentar.  
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