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SUMÁRIO

Considerando a possível incidência de Listeria monocytogenes em alimentos crus e sua 
patogenicidade e risco para a saúde, o presente trabalho teve como objetivo comparar técnicas de 
extração de DNA bacteriano de amostras de leite e investigar a presença de L. monocytogenes pela 
Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) em amostras de leite bovino in natura. Foram testados quatro 
protocolos diferentes de extração (genericamente identificados: A, B, C, e D) para o isolamento do 
DNA bacteriano diretamente do leite. Em todos eles foi obtida a identificação do produto de 702 pb 
(pares de bases) correspondente ao gene da Listeriolisina de L. monocytogenes. O protocolo B que 
continha proteinase K e fenol tamponado, foi o escolhido para a extração de DNA das amostras de 
leite de oito produtores de médio porte no interior do RS. A posterior amplificação por PCR com o 
DNA obtido pelo protocolo B permitiu a identificação de L. monocytogenes a partir de 103 UFC/mL 
Nenhuma das amostras dos produtores foi positiva para L. monocytogenes pela técnica de PCR ou pela 
análise microbiológica convencional. Com o presente estudo conclui-se que, dos protocolos testados, 
o protocolo B foi mais eficaz para a detecção de L. monocytogenes pela técnica de PCR. Além disso, 
com relação às amostras dos produtores, o resultado pela técnica por PCR foi obtido em um período 
de tempo menor que na análise convencional de L. monocytogenes, fato que pode possibilitar um 
tratamento mais precoce dos animais contaminados e assim evitar perdas ao produtor.
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1  INTRODUÇÃO

O leite é considerado um dos alimentos mais 
completos por apresentar vários elementos importantes 
para a nutrição humana (SGARBIERI, 2005). Con-
tudo, as mesmas características físico-químicas que 
conferem seu valor nutricional, fazem do leite um 
substrato adequado para o crescimento de diversos 
micro-organismos, em especial patógenos associados 
às infecções alimentares.

Dentre as doenças transmitidas por alimentos, 
destaca-se a listeriose, com relevante importância 
para a saúde pública. Seu agente etiológico é a Lis-
teria monocytogenes, um patógeno psicotrófico que 
se multiplica em temperaturas entre -0,4 a 50oC 
(DONELLY, 2001). Esta bactéria possui ampla 
distribuição no ambiente e sua presença no trato gas-
trintestinal de vários animais pode contaminar o leite 
e seus derivados (SWAMINATHAN, 2001). A trans-
missão dá-se por contato direto e indireto com fontes 
contaminadas, podendo ocorrer por via oral, ocular, 
cutânea, respiratória e urogenital, destacando-se a 
via oral (MARTH, 1988). A listeriose em humanos 
caracteriza-se por sintomas de gripe, podendo evoluir 
para casos mais graves causando o óbito (PEARSON; 
MARTH, 1980).

O controle de qualidade na produção de ali-
mentos é a principal estratégia para a prevenção de 
toxinfecções alimentares. No Brasil diversos trabalhos 
apontam a falta de segurança alimentar no consumo 
de leite cru e derivados, especialmente artesanais, nos 
quais a L. monocytogenes foi identificada (ZAFFARI 
et al., 2007; SOUZA et al., 2006; CARVALHO et al., 
2007; BRITO et al., 2008; ABRAÃO et al., 2008; 
MARTINS et al., 2009). Catão; Ceballos (2001) iden-
tificaram L. monocytogenes em amostras de leite cru e 
pasteurizado no estado da Paraíba indicando a baixa 

qualidade destes produtos, bem como elevado risco 
de contaminação dos consumidores.

Os métodos tradicionais de isolamento e diag-
nóstico de L. monocytogenes, aprovados por agên-
cias regulamentadoras, requerem enriquecimento e 
plaqueamentos seletivos e confirmação bioquímica 
dos isolados, demandando semanas para confirmação 
diagnóstica da contaminação (GASANOV et al., 
2005). Desta forma, o uso de métodos moleculares 
é proposto como uma alternativa para otimização 
de tempo e trabalho na obtenção do diagnóstico 
microbiológico.

A reação em cadeia da polimerase (PCR) tem 
sido empregada para detectar L. monocytogenes 
em diferentes tipos de alimentos, incluindo leite e 
derivados (AZNAR; ARACÓN, 2003; MANZANO et 
al., 1998; RIJPENS; HERMAN, 2004; STARBUCK 
et al., 1992). Porém, a diversidade dos métodos uti-
lizados para extração de DNA de leite dificulta a 
escolha de um protocolo padrão, o que viabilizaria 
a utilização da técnica como rotina na indústria de 
alimentos. Assim, este estudo teve como objetivo 
comparar técnicas de extração de DNA bacteriano 
de amostras de leite, bem como investigar a presença 
de L. monocytogenes em amostras de leite bovino in 
natura pela técnica de PCR.

2 MATERIAL E MÉTODOS

 Comparação de protocolos de extração 
de DNA de leite bovino

A contaminação artificial do leite foi realizada 
baseando-se no protocolo de GUIDO (2003). Resu-
midamente, inoculou-se Listeria monocytogenes 
ATCC 19114 em amostras de leite integral UHT 
nas concentrações finais de 10 a 107 UFC/mL. As 
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diluições foram realizadas a partir da fase estacionária 
do micro- organismo, cultivado em caldo BHI (Brain 
Heart Infusion) de 18 - 24 h em estufa a 36°C. 
A quantificação nesta fase foi realizada por pla-
queamento em profundidade das suspensões do micro-
organismo em PCA (Plate Count Agar) e incubação 
a 36°C por 48 h.

Para a extração do DNA foram utilizados quatro 
protocolos diferentes, que diferiram com relação 
ao método de lise celular, uso de fenol, agentes 
caotrópicos e tratamentos enzimáticos. O protocolo A 
utilizou como princípio o Isotiocianato de Guanidina 
e Tween-20, onde em 200 µL da amostra de leite, 
acrescentou-se 20 µL de Tween-20 homogeneizando 
por 10s; seguida de centrifugação (12.000 xg) por 
10min (20°C). Descartou-se o sobrenadante e sus-
pendeu-se o sedimento em 200 µL de tampão Tris 
(150 mM Tris-HCl, pH 8,0). Acrescentou-se 100 
µL de clorofórmio, centrifugando por 5min (4°C) e 
após 750 µL de propanol absoluto gelado, seguido de 
centrifugação (12.000 xg) por 20min. Desprezou-se o 
sobrenadante e acrescentou-se 500 µL de etanol 70%, 
centrifugando por 15min. Finalmente o precipitado 
foi ressuspendido com tampão TE (10 mM Tris-HCL, 
1 mM EDTA, pH 8,0) (CHOMKZYNSKI, 1993). O 
protocolo B utilizou fenol tamponado e proteinase K, 
sendo adicionado em 200 µL da amostra de leite, 20 
µL de Tween-20 e homogeneizando por 10s; seguida 
de centrifugação (12.000 xg) por 10min (20°C). 
Suspendeu-se o sedimento em tampão de lise (tampão 
de lise: 60 μL de tampão de extração (100 mM Tris-
HCl, pH 8,0; 100 mM EDTA; 250 mM NaCl e 30 μL 
de SDS a 10%, 15 μL de proteinase K (20 mg/mL), 
195 μL de água ultra-pura.) incubando por 1 h a 37°C. 
A seguir, adicionou-se fenol tamponado (pH 8,0) 
centrifugando (12.000 x g) por 5min. Foi adicionado 
100 µL de fenol-clorofórmio-álcool isoamílico 
(25:24:1), centrifugando (12.000 x g) 5min. Após, 
acrescentou-se 26,5 µL de acetato de sódio (2 M) e 
400 µL de etanol absoluto estocando a -20°C por 12 
a 18 h. Ao final, a amostra foi centrifugada (12.000 
x g), sendo o precipitado ressuspendido em tampão 
TE (DE GRACIA, 1997). O protocolo C utilizou Li-
sozima e proteinase K. Centrifugou-se (14.000 x g) 
a amostra por 4min e descartou-se o sobrenadante, 
ressuspendendo o precipitado em Tris-EDTA (10 mM 
Tris-HCL; 1 mM EDTA; pH 8,8). A seguir adicionou-
se 500 µL de tampão de PCR 10X (100 mM Tris HCL; 
500 mM KCl, pH 8,8), centrifugando (14.000 xg) por 
4min. O precipitado foi ressuspendido em 100 µL 
tampão de PCR 1X com 100 µL de lisozima (2 mg/mL) 
e 4 µL de proteinase K (400 µg/mL), incubando por 1 h 
a 56°C. A amostra foi fervida por 15 min e centrifugada 
(14.000 x g) por 45s. Após, adicionou-se 500 µL de 
etanol absoluto gelado, estocando a -20°C por 1 h. 
Finalmente, centrifugou-se por 4min, ressuspendendo 
o precipitado em 100 µL de água ultra-pura (AHMADI 
et al., 2010). Finalmente o protocolo D foi baseado no 

Kit comercial Chemagic® (Chemagen (Baesweiler, 
Alemanha). com detergentes e agentes caotrópicos e 
sílica asssociada a partículas magnéticas, onde seguiu-
se as instruções do fabricante com algumas adaptações 
(lavagens da amostra com as soluções descritas no 
protocolo C antes de utilizar o kit comercial).

Após a extração de DNA, realizou-se a PCR 
em termociclador TC-512 (Techne® Barloworld 
Scientific, Stone, Staffordshire, UK) para identificação 
da presença de L. monocytogenes. Para tanto, foram 
utilizados os seguintes primers baseados no gene 
da Listeriolisina, gerando um amplicon de 702 
pb: LM1 5’CCTAAGACGCAATCGAA3’ e LM2 
5’AAGCGCTTGCAACTGCTC3’ (LAWRENCE; 
GILMOUR, 1994). As condições da reação foram: 
94°C por 80s, 50°C por 90s e 72°C por 2 min durante 
30 ciclos. Os produtos do PCR foram visualizados 
por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado 
com Brometo de Etídio. A análise dos géis foi feita 
através do sistema de captura de imagem e fo-
todocumentação Gel Logic 200 (KODAK® Raytest 
GmbH, Straubenhardt, Alemanha).

 Análise da presença de Listeria monocy
togenes nas amostras de leite in natura

Amostras de leite bovino in natura foram 
obtidas de oito produtores locais de médio porte de 
municípios da região do Vale do Taquari, RS. A análise 
ocorreu nos meses de setembro a novembro de 2011. 
Foram analisadas 24 amostras em duplicata de 26 mL 
de leite bovino in natura. Utilizou-se o protocolo B 
para extração do DNA do leite in natura, seguindo as 
condições de PCR e análise dos dados descrita acima. 
Como controle positivo, utilizou-se o extrato de DNA 
obtido da amostra de leite inoculada com 107 UFC 
de L. monocytogenes/mL (ATCC/19114) e negativo 
ausência de DNA na reação.

 Análise microbiológica das amostras de 
leite in natura

Utilizou-se 90 mL de caldo Fraser ½ concentra-
ção (Laborclin®) Reg. ANVISA 10097010149, que 
foi inoculado com 10 mL da amostra de leite bovino 
in natura, e a seguir incubado a 30°C por 24 h. Após, 
retirou-se uma alíquota de 1 mL que foi inoculada 
novamente em Caldo Fraser (Laborclin®), seguida de 
incubação a 30°C por 48 h. Finalmente, foi realizada a 
semeadura qualitativa em meio Ágar Aloa para Listeria 
(reg. ANVISA 10097010134) que foi incubado a 35°C 
por 48 h para posterior análise por plaqueamento 
(Método Normatizado – International Organization for 
Standartization (ISO) 11290-1, 2004). Considerando 
todos os períodos de tempo de todas as etapas de 
incubação deste método convencional de análise mi-
crobiológica para L monocytogenes, o intervalo de 
tempo necessário para esta análise foi de cinco dias.
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

O presente estudo buscou comparar métodos 
de extração de DNA bacteriano de leite para a 
confirmação da contaminação deste alimento por L. 
monocytogenes. Dos métodos testados, o protocolo B 
destacou-se diante dos demais, com detecção a partir 
de 103 UFC/mL (Figura 1). Os demais protocolos 
detectaram o micro-organismo a partir de 105 UFC/
mL (protocolo A), a partir de 106 UFC/mL (protocolo 
D), e a partir de 107 UFC/mL (protocolo C).

Figura 1 – Protocolos para a detecção de Listeria 
monocytogenes pela técnica de PCR. 
As letras dos géis correspondem aos 
protocolos testados. As setas correspon-
dem ao fragmento de 702 pb correspon-
dendo a L. monocytogenes. M – Marca-
dor (100 bp DNA Ladder 1µg/µL 
– Invitrogen® Carlsbad, CA, EUA). Gel 
de agarose 1,5%.

A diferença encontrada entre os limites mínimos 
de detecção dos protocolos pode estar relacionada ao 
fato de o leite apresentar em sua composição uma 
série de substâncias capazes de inibir a PCR. As 
proteases presentes no leite, por exemplo, podem 
dificultar a amplificação pela PCR (POWEL et al., 
1994). Além disso, a gordura do leite poderia cobrir a 
superfície bacteriana e dificultar a lise celular, assim, 
diminuindo a capacidade de extração de DNA e, por 
conseguinte a sensibilidade da PCR (KIM et al., 2001). 
Um estudo recente avaliou sete protocolos diferentes 
para o isolamento do DNA de micro-organismos gram 
positivo e gram negativo a partir de amostras de leite 
cru e de queijo (QUIGLEY et al., 2012). O mesmo 
estudo demonstrou a grande diferença que existe entre 
os protocolos com relação à qualidade e à quantidade 
do DNA obtido, fatores que influenciam diretamente 
na etapa posterior de detecção do patógeno pela técnica 
de PCR A enzima proteinase K (PK) é responsável 
pela degradação das proteínas e rápida inativação de 
nucleases que podem degradar o DNA, portanto é 
possível que este reagente possa ter atuado de forma 
mais eficiente em conjunto com o fenol tamponado e 
o Tween-20 no processo de extração pelo protocolo B 
utilizado no presente trabalho. Destaca-se ainda, que 
os resultados da PCR apresentaram total concordância 
com o método microbiológico padrão. Através dos 
testes realizados pôde-se verificar que dos protocolos 

testados aqueles que empregaram substâncias como 
detergentes e álcalis, além de enzimas como a lisozima, 
foram os melhores para o isolamento do DNA deste 
patógeno a partir do leite.

Procedimentos e estudos para isolamento de 
L. monocytogenes em alimentos têm aumentado nos 
últimos anos. A característica do micro-organismo 
de crescer em temperatura de refrigeração, aliado 
à sua resistência ao congelamento e aos diversos 
antibióticos, tornaram o mesmo um dos principais 
patógenos transmitidos por alimentos. Os métodos 
microbiológicos tradicionais para a detecção de L. 
monocytogenes em alimentos são baseados na utilização 
de meios de cultivo específicos para o isolamento e 
testes bioquímicos para a confirmação, desta forma 
empregando o método padrão recomendado para 
isolamento de L. monocytogenes são necessários cinco 
dias para confirmar o resultado negativo e mais de 10 
dias para confirmar o resultado positivo (GRADY et 
al., 2008; VANEGAS et al., 2009). Estudos recentes 
demonstraram maior sensibilidade de detecção pela 
técnica de PCR, se comparada aos métodos micro-
biológicos tradicionais, além da redução do tempo de 
análise para apenas dois dias (AMAGLIANI et al., 
2012; FRECE et al., 2010).

O protocolo C, que neste estudo apresentou li-
miar mais alto para detecção, foi considerado o método 
ideal para o isolamento de Staphylococus aureus 
do leite e posterior análise por PCR por AHMADI 
et al. (2010). Diante disto, é possível ponderar que 
ca racterísticas intrínsecas da bactéria, como a com-
po sição de proteínas e glicídios de membrana e 
parede, possam influenciar na eficiência da lise, tor-
nando o micro-organismo mais resistente ao uso de 
determinados reagentes e condições de temperatura, 
dificultando a escolha de um protocolo ideal para todos 
os micro-organismos.

O protocolo B foi o escolhido para a extração 
do DNA de L. monocytogenes em amostras de leite in 
natura oriundas de produtores locais. Nesta análise, 
constatou-se total concordância entre os resultados 
obtidos pelo método molecular e pela análise 
microbiológica. Ambos os resultados foram negativos 
para a detecção de L. monocytogenes. Ressalta-se que 
este trabalho diferencia-se por realizar o isolamento de 
L. monocytogenes diretamente do leite para posterior 
análise molecular por PCR. Trabalhos publicados 
isolaram a bactéria do leite após o crescimento em 
placa, sendo a extração de DNA realizada a partir 
dessa cultura e não diretamente do leite (PERES et al., 
2010; NOGVA et al., 2000). Este fato onera e retarda 
o processo de identificação do patógeno. AZNAR; 
ALARCÓN (2003), empregando metodologia de 
extração de DNA de um kit comercial, detectaram L. 
monocytogenes inoculada artificialmente em diferentes 
alimentos pela técnica de PCR, com sensibilidade de 
1 a 10 UFC/mL. Entretanto, o estudo não isolou o 
DNA bacteriano diretamente dos alimentos e sim após 
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o enriquecimento com caldo específico para Listeria 
(LEB) e semeadura em placa.

Diante do exposto pode-se inferir que a utili-
zação da PCR na análise de qualidade de alimentos, 
entre eles o leite, pode ser uma alternativa viável 
em relação aos métodos microbiológicos utilizados 
com maior frequência, uma vez que apresenta custo 
compatível e maior sensibilidade, além de fornecer 
resultados com maior rapidez no diagnóstico.

4 CONCLUSÃO

Os dados da presente pesquisa demonstraram 
que a técnica otimizada de extração de DNA de L. 
monocytogenes diretamente do leite permite a sua 
identificação pela técnica de PCR. Dos protocolos 
testados, o protocolo B foi o utilizado para extração 
de DNA e posterior identificação do patógeno por 
PCR a partir de 103 UFC/mL. Além disso, as amostras 
de leite in natura coletados da região do Vale do 
Taquari, RS, analisadas tanto por PCR quanto pela 
metodologia padrão não apresentaram contaminação 
por L. monocytogenes. A técnica de PCR pode fornecer 
um diagnóstico mais rápido se o resultado for negativo, 
podendo ser considerado definitivo. Entretanto, quando 
o resultado é positivo, ainda se faz necessário à análise 
da amostra por métodos convencionais.
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