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RESUMO  

 

Foram estudadas 34 propriedades rurais, no período de outubro a dezembro de 2006, com 68 amostras de leite coletadas 

em triplicata diretamente dos tanques resfriadores ou vasilhames equivalentes. Foi pesquisada a presença de Listeria 

spp., comparando-se com o nível de contagem bacteriana total no leite de tanques. Foi utilizado agar-Aloa para 
isolamento de Listeria spp e de Listeria monocytogenes, com confirmação por PCR. Das amostras de leite cru 
submetidas a pesquisa de Listeria spp. observou-se que 19 (27,9%) estavam contaminadas, e duas (2,9%) apresentaram 
resultado positivo para  L. monocytogenes. A contagem bacteriana total apresentou média de 5,41 log UFC/mL (± 0,57), 

e 29,3% das amostras estavam acima do limite de 7,5 x 105 UFC/mL. Os resultados permitem afirmar que este patógeno 

deve ser pesquisado em amostras de leite cru por constituir um importante indicador de segurança alimentar e que os 

produtores rurais não têm conhecimento adequado sobre os riscos a que estão sujeitos ao manipularem e consumirem 

este produto.  
 

PALAVRAS-CHAVE: Boas práticas. Leite cru. Segurança alimentar 
 

 

 

 

SUMMARY 

 

The presence of Listeria spp., correlated at the level of total bacterial count in bulk tank milk was investigated, about 34 
farms in the period of October to December 2006, with 68 triplicate samples of milk collected directly from the bulk 
tanks or equivalent containers. Aloa-agar was used for isolation of Listeria spp. and Listeria monocytogenes, with 
confirmation by PCR (polymerase chain reaction). In the samples of raw milk subjected to search of Listeria spp., it 
was observed that 19 (27.9%) were contaminated, and two (2.9%) were positive for L. monocytogenes. The total 
bacterial count showed an average of 5.41 log CFU/mL (± 0.57), and 29.3% of samples were above the limit of 7.5 x 

105 CFU/mL. The results indicate that this pathogen should be studied in samples of raw milk cause it�s an important 

indicator of food security and farmers don�t have adequate knowledge about the risks they are subject to manipulate and 

consume this product. 
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INTRODUÇÃO 

 
A contaminação do leite por microrganismos 

mesófilos, termófilos e psicrotróficos, tem sido 

comprovada em leite cru, como também em leite 

pasteurizado, representando risco potencial para 
crianças e idosos e, também, possível meio de 

veiculação de outros enteropatógenos (CATÃO & 

CEBALLOS, 2001, SILVEIRA et al., 2003). Dentre os 
mesófilos com comportamento de psicrotróficos, 

Listeria monocytogenes é um patógeno emergente, 

apresenta contínua adaptação ao meio, e aparece 

freqüentemente relacionada a surtos de infecções 

alimentares (CHEN et al., 2003, FDA, 2008). De 
acordo com Quinn et al. (2005), Liu (2006) e FDA 
(2007), pode crescer em condições de anaerobiose, e 

sobreviver à pasteurização, pois tem localização 

intracelular e é tolerante ao calor. São bacilos 

pequenos, microaerófilos ou aeróbios facultativos, 

capazes de se multiplicar em temperatura de 
refrigeração. Em humanos, causa septicemia, aborto, 

endocardite, conjuntivite, meningoencefalite, 
meningite e encefalite, infecções urinárias, e outras 

enfermidades (DIMAIO, 2000). 
De acordo com Freitas (2008), o consumo de leite 

sem inspeção no Brasil, é da ordem de 30%. Assim, a 

contaminação deste por Listeria monocytogenes 
constitui uma grande preocupação, devido aos surtos 

alimentares serem associados ao consumo de leite cru, 
queijos (particularmente queijos moles) e leite 
pasteurizado (SUTHERLAND et al, 2003, BULL et al., 
2005). Diversos surtos de alta gravidade já foram 

registrados, como o da Filadélfia em 1987, e o de 

Massachussets (E.U.A.) em 2007 com altos índices de 

mortalidade, e muitos deles tendo origem em leite 
pasteurizado e em queijos, onde o microrganismo pode 
se multiplicar mesmo em baixas temperaturas (FDA, 
2007; CDC, 2008). Aproximadamente 2,5 mil casos de 
listeriose são registrados anualmente nos Estados 

Unidos, sendo que 90% deles levam a hospitalizações e 

20% a óbitos (CDC, 2008). Tendo em vista a 

importância deste microrganismo em relação à 

segurança alimentar, em outros países há planos 

governamentais específicos para reduzir os riscos de 

surtos alimentares (FDA, 2005). 
No Brasil não há estatísticas oficiais sobre casos de 

listeriose, pois sua notificação não é obrigatória.    
O objetivo do presente trabalho foi investigar a 

ocorrência de contaminação por Listeria 

monocytogenes em leite cru refrigerado, por se tratar de 
um microrganismo que oferece risco direto e grave à 

saúde dos consumidores, e verificar sua presença em 

propriedades rurais que adotem ou não boas práticas de 

produção.   
 

MATERIAL E MÉTODOS 

 
O presente trabalho foi desenvolvido na bacia 

leiteira da região oeste do Paraná, nos municípios de 

Toledo e Marechal Cândido Rondon. 
As amostras foram coletadas diretamente nos 

tanques refrigeradores ou recipientes nas propriedades 

rurais, acompanhando os caminhões de transporte de 

leite, de outubro a dezembro de 2006. 
 

Caracterização das propriedades 

A região oeste constitui a quarta maior produtora de 

leite do país, com a produção anual de 319 milhões de 

litros em 2007 (PARANÁ, 2008). Os rebanhos leiteiros 

da região são caracterizados por animais de raças 

especializadas, sendo 49,5% da raça Holandesa, 12,2% 
da raça Jersey, 5,8% Pardo-Suiça, 13% Girolanda e 

19,5% mestiços. Predominam os pequenos produtores, 

assim, em 2006, dos 18.600 produtores de leite da 
região, 38,9% produziam menos de 50 litros de leite 

por dia; 25,4% entre 51 e 100; 25,9% entre 101 e 250; 
6,2% de 251 a 400 e 3,42% acima de 401 (BRAGA et 
al., 2006). São encontrados três sistemas de ordenha 

distintos: ordenha manual (32%), ordenhadeira balde 
ao pé (50%) e ordenhadeira canalizada (18%); e no que 

se refere ao sistema de resfriamento, 39% dos 
produtores não possuem resfriadores adequados, 34,5% 

possuem resfriadores de imersão e 26,4% dos 

produtores possuem tanques resfriadores de expansão 

(IPARDES-EMATER, 2008). O presente estudo foi 
realizado em 34 propriedades de leite da região, 

representativas desta bacia leiteira, sendo: 12 com 
menos de 60 litros/dia, 18 entre 61 e 500 litros e 4 com 
501 a 1500 litros, todas com duas ordenhas diárias. 
 

Avaliação higiênico-sanitária das propriedades rurais 

Nas visitas técnicas às propriedades foram 

verificados os seguintes aspectos, referentes às boas 

práticas de produção de leite, de acordo com a 

Resolução RDC n
o. 275, de 21 de outubro de 2002 

(ANVISA, 2002): 
- Sistema de criação dos animais: extensivo, semi-
intensivo, intensivo; 
- Local de permanência das vacas durante o período da 

noite: no pasto, no estábulo; 
- Fornecimento de silagem de milho às vacas em 

produção;  
- Existência de vacas deitadas em área de formação de 

barro na propriedade; 
- Condições de limpeza dos úberes das vacas ao 

entrarem na sala de ordenha: limpos, intermediários, 

sujos com barro; 
- Realização do teste preventivo do caneco de fundo 

preto; 
- Limpeza dos tetos antes da ordenha com água clorada 

em todas as ordenhas; 
- Realização do pre-dipping (pré-imersão dos tetos) 

com solução antisséptica antes da ordenha; 
- Secagem dos tetos antes da ordenha; 
- Realização do pos-dipping (pós-imersão dos tetos) 

com solução antisséptica após a ordenha; 
- Destino correto dos dejetos e águas residuárias; 
- Origem da água utilizada para lavar os equipamentos 
de ordenha e utensílios; 
- Sistema utilizado para a refrigeração do leite: tanque 

refrigerador de expansão direta, refrigerador de 

imersão em água gelada, geladeira residencial, 

congelador (freezer); 



74 

- Sistema de ordenha: ordenhadeira canalizada; 
ordenhadeira com balde-ao-pé; não possui 

ordenhadeira; 
- Correta lavagem dos equipamentos (em propriedades 
que possuem ordenhadeira). 
 

Amostras de leite cru 

As amostras de leite cru (25 mL) foram coletadas 
assepticamente nas propriedades rurais estudadas, em 
frascos estéreis, diretamente dos tanques refrigeradores 

ou recipientes, durante a coleta efetuada pelos 
transportadores de leite cru, transportadas sob 
refrigeração em caixas isotérmicas (FDA, 2006). 
 

Os procedimentos laboratoriais realizados foram:  

Isolamento das colônias 

As amostras de leite de tanques foram 
homogeneizadas e em seguida transferidas para um 
recipiente contendo 225 mL de caldo Fraser. 
Permaneceram incubadas neste meio por 24 horas a 
30ºC. Em seguida foram transferidas para a superfície 

do agar-Aloa (Laborclin, Pinhais-PR)5. Permaneceram 
por 24 horas em estufa bacteriológica a 35ºC, com a 

finalidade de se observar o desenvolvimento de 
colônias azuladas com formação de halo (QUINN et 

al., 2005). 
 

Reação de PCR 

As colônias típicas de Listeria monocytogenes no 
agar-Aloa  foram submetidas ao método de PCR 

(reação da polimerase em cadeia, também chamada 

polimerase chain reaction) no Laboratório de Fixação 

de Nitrogênio do Departamento de Bioquímica e 

Biologia Molecular da Universidade Federal do Paraná, 

com base nos protocolos previamente descritos por 
Goldsteyn Thomas et al. (1991), Blais & Phillippe 
(2002) e por Gows & Liedemann (2005). Colônias 

isoladas foram diluídas em 50 ìL de 1x tampão PCR 

em um micro-tubo de 2 mL. Foram adicionados 50 ìL 

de solução de Triton X a 2% nesta suspensão celular e 

então centrifugada. Em um dos tubos não foi inserida 

amostra, sendo o tubo negativo. A mistura foi aquecida 
a 100ºC por 10 minutos e resfriada à temperatura 

ambiente, e em seguida, centrifugada a 2.000 rpm por 
um minuto. Para reação de amplificação foram 

utilizados 5 ìL deste lisado celular. 
 

Os primers utilizados foram: 

LL-5: [5�ACCTATCCAGGTGCTC3�] para a 

amplificação da região bp 520 do gen hly produzido 
por Invitrogen (Carlsbad, CA, E.U.A.). E o primer 
reverso LL-4: [5�GCCACACTTGAGATAT3�]. 
16S-5: 
[5�CGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATC[A/C]

TGG3�] para a amplificação da região bp 520 do gen 

hly produzido por Invitrogen (Carlsbad, CA, E.U.A.).  
      E o primer reverso 16S-3: 
[5�CCGGGATCCAAGTTTACCTTGTTACGACTT3�

]. 
As condições de amplificação para o primer LL 

foram otimizadas pelo ciclo térmico, pelo seguinte 

procedimento: 80ºC por 10 minutos, uma desnaturação 

                                                
5 Registrado na ANVISA sob no. 10097010134 

inicial a 94ºC por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturação 

a 94ºC por 30 segundos, continuação a 45ºC por 1 

minuto e extensão a 72ºC por 2 minutos. As condições 

de amplificação para o primer 16S foram otimizadas 
pelo ciclo térmico, pelo seguinte procedimento: 90ºC 

por 10 minutos, uma desnaturação inicial a 94ºC por 30 

segundos, 25 ciclos de desnaturação a 42ºC por 30 
segundos, continuação a 72ºC por 1 minuto e extensão 

a 72ºC por 5 minutos. Nos 2 casos, o DNA amplificado 
foi analisado por eletroforese em gel agarose 1,2% 
coradas com brometo de etídio (3 ìL/100 mL) ), de 

acordo com Czajka et al. (1993). 
Todo o material que entrou em contato com as 

amostras foi anteriormente autoclavado. Os reagentes 
foram preparados em cabine de fluxo laminar com a 
finalidade de evitar contaminação. A solução para 

reação de PCR foi preparada utilizando-se reagentes, 
como demonstrado na Tabela 1. 

A solução tampão utilizada era composta por KCl 

500 mM, tris-HCl 100 mM (pH 9,0) e Triton X-100 a 
1%. 
 

Eletroforese em gel agarose 

Inicialmente foi praparada a solução de agarose 

(1,2%) com tampão TBE (Tris-Borato-EDTA). A 
agarose foi aquecida até o ponto de fusão, em seguida 

foi resfriada, e então colocada na cuba para gel. As 

amostras foram preparadas para eletroforese em 
microtubos, com 5 µL de corante. Em seguida o 

reservatório foi recoberto com o tampão TBE, até o gel 

ficar submerso em uma camada de 5 mm de espessura. 
Foram preenchidas as células no gel submerso com 8 

µL de amostra. O aparelho foi conectado a 90 volts, 
aguardando-se aproximadamente 1 hora, e verificando-
se o deslocamento realizado pela eletroforese. Em 
seguida as amostras foram removidas do recipiente e 
mergulhadas em solução de brometo de etídio por 15 

minutos. A placa de gel foi lavada para a remoção do 

brometo de etídio, e as amostras foram observadas em 

lâmpada ultravioleta. 
 

Interpretação dos resultados 

A amplificação gerada pelas seqüências do gen L. 

monocytogenes hlyA é um fragmento duplo de DNA de 

520 bp de comprimento. O teste de PCR é considerado 

positivo quando aparece uma banda intensa na placa de 
gel agarose. Quando não se identifica uma banda 

visível, o teste é considerado negativo. 
 

Contagem bacteriana total 

As amostras foram coletadas em frascos estéreis de 

70 mL, adicionando-se azidiol® (BS Pharma, Belo 

Horizonte)6. As análises foram realizadas no 

Laboratório do Programa de Análise de Rebanhos 

Leiteiros do Paraná, em um prazo não superior a 24 

horas após a coleta, no equipamento IBC (BENTLEY 

INSTRUMENTS INC.), segundo as normas FIL 100B: 
1991 (BRASIL, 2001). Os resultados foram 
transformados em logaritmo na base 10 (COELHO et 
al., 2001, SANTOS, 2002). 

                                                
6 azidiol: composto por 0,11975mg de azida de sódio e 0,005 

mg de cloranfenicol por mL. 
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Tabela 1- Reagentes utilizados para o preparo da solução de PCR  
SOLUÇÃO VOLUME POR MICROTUBO (µL) 

Água destilada estéril 32,5 

Tampão PCR 10x 5,0 

MgCl2 25 mM 4,0 

Primer U � 100 µM 0,5 

Primer R � 100 µM 0,5 

20 mM dNTP (dCTP, dATP, dTTP, dGTP) 0,5 (cada) 

Volume final 44,5 

 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Das 68 amostras submetidas à pesquisa de L. 
monocytogenes em placa de agar-Aloa, duas (2,9%) 
apresentaram resultado positivo (Tabela 2). Estes 
resultados foram confirmados pela execução da reação 

de PCR, com a utilização do primer LL. 
Foram inferiores aos resultados descritos por Van 

Kessel et al. (2004), que estudando a prevalência de 

bactérias zoonóticas em tanques refrigeradores nos 

Estados Unidos, encontraram taxa de 6,5% para L. 

monocytogenes. E foram semelhantes aos resultados 
encontrados por D�Amico et al. (2008) nos Estados 

Unidos, que isolaram L. monocytogenes em três 

amostras (2,3%) de um total de 133 amostras coletadas 
em 11 fazendas leiteiras. 

A contagem bacteriana total apresentou média de 

5,41 log UFC/mL (± 0,57), e 29,3% das amostras 

estavam acima do limite de 750.000 UFC/mL. Nas 
propriedades com maiores contagens bacterianas 
observou-se maior freqüência de contaminação por 

Listeria spp. 
Nas primeiras coletas realizadas, 8 amostras 

apresentaram resultado positivo para Listeria spp. 
Destas, 5 amostras (no 4, 10, 16, 31 e 33) apresentaram 
formação de colônias azuis em meio agar-Aloa, porém 

sem formação de halos, caracterizando não se tratar de 

Listeria patogênica. Estas foram submetidas à técnica 

PCR com primer 16S para identificar Listeria spp., e 
apresentaram resultado negativo. Outras 3 amostras 
positivas para colônias azuis, uma com formação de 

halo (no 27), e 2 com halo pouco definido (no 21 e 24), 
foram submetidas a PCR com o primer LL. Destas, a 
primeira foi positiva, na propriedade 27 (Figura 1). 

Das coletas realizadas após dois meses, 11 estavam 
contaminadas com Listeria spp. Destas, 8 amostras (no 
4, 13, 16, 18, 21, 24, 30 e 32) formaram colônias azuis 

em agar-Aloa sem desenvolver halos. Foram negativas 
em PCR com primer 16S. Uma amostra que formou 
colônias azuis com halos (n

o 6) e 2 amostras que 
formaram colônias azuis com halos pouco definidos (n

o 
33 e 34), foram submetidas a PCR com primer LL. 
Destas, a primeira apresentou resultado positivo 

(Figura 2). A propriedade no 27 apresentou resultado 
positivo para L. monocytogenes em agar-Aloa e na 
técnica de PCR. Nesta propriedade a higiene ambiental 

estava inadequada, com grandes áreas de formação de 

barro, onde as vacas deitavam. Na saída da sala de 

ordenha, as vacas passavam por uma área sempre 

encharcada, onde havia acúmulo de barro e fezes. O 
produtor não possuía sistema de resfriamento 

adequado, e o leite permanecia em um vasilhame na 
geladeira de uso familiar. O recolhimento do leite era 
realizado a cada 2 dias, e a produção diária era de 15 

litros. A ordenha era manual, e havia falhas nas 
práticas de higiene, com ausência de sanitizantes na 

lavagem dos tetos.  
Na propriedade rural no 6, cuja amostra apresentou 

resultado positivo para L. monocytogenes em agar-Aloa 
e na técnica de PCR, o trabalho efetuado por ocasião 

das visitas técnicas demonstrou que a higiene 

ambiental estava inadequada (lixo, entulhos, dejetos, 
vazamentos de bebedouros), os procedimentos de 
ordenha eram parcialmente adequados (não havia 

ordem estabelecida para a entrada das vacas na sala de 
ordenha). Apesar de a propriedade ser bem equipada 
para a atividade leiteira, e produzir 250 litros de leite 
por dia, observou-se que havia muito a ser melhorado 
sob o ponto de vista higiênico.  

A baixa incidência de L. monocytogenes em leite 
cru não impõe problema para leite pasteurizado nem 
produtos lácteos, mas é significativo para 

consumidores de leite cru (JAYARAO e HENNING, 
2001). Os riscos da contaminação pós-processamento 
também devem ser observados (LUNDEN et al., 2004). 

O fato de L. monocytogenes ter sido isolada em leite 
cru refrigerado, tendo em vista sua classificação como 

microrganismo emergente de baixa prevalência mas de 

alta letalidade, e considerando-se também o alto índice 

de consumo de leite não pasteurizado, causa grande 

preocupação para o segmento de lácteos. Produtores 
rurais, que consomem o leite produzido em suas 
propriedades, e as populações urbanas que adquirem 

leite cru e produtos derivados elaborados com leite não 

pasteurizado, compõem o grupo diretamente sob risco 

para listeriose. 
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Tabela 2 - Contagem bacteriana total e resultados do teste de agar-Aloa, nas coletas de amostras de leite cru, 
diretamente dos tanques refrigeradores. 

agar-Aloa® 
Propriedades 

Média de CBT    

(log UFC/mL) Outubro Dezembro 

1 3,69 - - 
2 4,99 - - 
3 5,78 - - 
4 5,69 +b +b 
5 5,74 - - 
6 5,13 - +a 
7 4,68 - - 
8 3,84 - - 
9 4,83 - - 

10 5,06 +b - 
11 5,11 - - 
12 5,54 - - 
13 5,16 - +b 
14 5,50 - - 
15 5,02 - - 
16 5,83 +b +b 
17 5,93 - - 
18 6,07 - +b 
19 5,76 - - 
20 5,77 - - 
21 5,45 +c +b 
22 5,26 - - 
23 5,69 - - 
24 6,26 +c +b 
25 5,50 - - 
26 5,34 - - 
27 6,19 +a - 
28 6,00 - - 
29 5,44 - - 
30 5,39 - +b 
31 5,64 +b - 
32 5,36 - +b 
33 6,07 +b +c 
34 5,24 - +c 

média 5,41   
Nota: +, positivo; -, negativo; a, formação de halos; b, não houve formação de halos; c, halo pouco definido 
CBT: contagem bacteriana total 
 

 

 

Kb: kilo-bases 
pb: pares de bases 

 

 

Figura 1- Resultado do teste de pcr da 
amostragem realizada no mês de outubro/2006 

com primer ll. 

 Figura 2 - Resultado do teste de pcr da 
amostragem realizada no mês de 

dezembro/2006 com primer ll. 
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CONCLUSÕES 

 

Em propriedades com os padrões higiênico-
sanitários classificados como precários, foi identificada 

a presença de Listeria monocytogenes. Os resultados 
permitem afirmar que este patógeno deve ser 

pesquisado em amostras de leite cru por constituir um 
importante indicador de segurança alimentar, e que 

produtores rurais não têm conhecimento adequado 

sobre os riscos a que estão sujeitos ao manipularem e 

consumirem este produto.  
 

RECOMENDAÇÃO 

 

Tendo em vista as conseqüências graves a que as 

pessoas estão sujeitas, as indústrias de laticínios 

deveriam estabelecer monitoramento sobre a 
prevalência deste patógeno nos rebanhos, com 

acompanhamento das suas áreas técnicas. 
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