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Resumo 

A produção de leite constitui relevante atividade agropecuária no Brasil. O leite informal é o produto 

vendido diretamente do produtor ao consumidor, sem garantia de ter sido submetido a tratamentos térmicos 

ou obedecidas as condições mínimas de higiene exigidas para captação, transporte e comercialização. Devido 

aos riscos iminentes à saúde pública quanto à transmissão de patógenos, a exemplo de Brucella sp., a 

comercialização do leite in natura (informal) é proibida pela legislação brasileira. Objetivou-se realizar a 

identificação molecular Brucella sp. em amostras de leite informal comercializado no estado de Alagoas, 

Brasil. Foram coletadas amostras de leite bovino in natura provenientes de 100 pontos de venda informal, 

distribuídos em 80 municípios do estado de Alagoas. As amostras foram submetidas à centrifugação, 

extração de material genômico e reação em cadeia da polimerase. Dos 102 municípios que compõem o 

Estado de Alagoas, foi identificada a existência do comércio informal de leite em 80 destes (78,4%). Das 100 

amostras analisadas de leite informal, 1% apresentou resultado positivo ao gênero Brucella. Conclui-se que, 

embora a baixa frequência verificada, o comércio informal do leite in natura comercializado em Alagoas 

pode conferir riscos para transmissão da brucelose à população consumidora do estado. 

Palavras-chave: brucelose; produção leiteira; PCR. 

 

Abstract 

Milk production is a relevant agricultural activity in Brazil. Informal milk is the product sold directly from 

producer to consumer without guarantee that it has been subjected to heat treatments or that the minimum 

hygiene conditions required for collection, transport and marketing have been complied with. Due to the 

imminent risks to public health regarding the transmission of pathogens, such as Brucella sp., the marketing 

of fresh milk (informal) is prohibited by Brazilian law. The objective was to perform molecular identification 

of Brucella sp. in samples of informal milk marketed in the state of Alagoas, Brazil. Bovine natural milk 

samples were collected from 100 informal points of sale, distributed in 80 counties of the state of Alagoas. 

The samples were submitted to centrifugation, genomic material extraction and polymerase chain reaction. 

Of the 102 cities that composes the state of Alagoas, the existence of informal milk trade was identified in 80 

of these (78.4%). Of the 100 samples of informal milk analyzed, 1% tested positive for the genus Brucella. It 

is concluded that, despite the low frequency, the informal trade of fresh milk marketed in Alagoas may 

confer risks for the transmission of brucellosis to the consuming population of the state. 

Keywords: brucellosis; milk production; PCR. 
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O leite é considerado um dos alimentos 

mais completos por apresentar vários elementos 

importantes à nutrição humana, como materiais 

orgânicos e nitrogenados, caseína e albumina, sais 

minerais e vitaminas (Beloti et al., 2015). Sua 

produção representa um setor relevante à 

economia no Brasil. A pecuária leiteira é a sexta 

maior atividade agropecuária no Brasil e a 

segunda em Alagoas. O status de zona de risco 

médio para a febre aftosa, alcançado em 2009, 

proporcionou a abertura das barreiras sanitárias 

para o estado de Pernambuco, o que ampliou o 

mercado de produtos lácteos para o estado 

(ALAGOAS, 2017; Lima et al., 2017). 

A comercialização direta do leite cru é 

proibida pela legislação brasileira, de acordo ao 

Decreto-lei nº 923, de 10 de outubro de 1969, mas 

em caráter precário e extraordinário pode ser 

autorizada desde que obedeça a critérios avaliados 

pelas autoridades locais (BRASIL, 2017). No 

entanto, a manutenção habitual deste comércio na 

zona urbana, abastecido por lojas varejistas de 

alimentos ou ambulantes, caracteriza o produto 

“leite cru” como informal (Abrahão et al., 2005). 

O leite informal é o produto vendido 

diretamente do produtor ao consumidor, sem 

garantia de ter sido submetido a qualquer 

tratamento térmico ou obedecidas as condições 

mínimas de higiene exigidas para captação, 

transporte e comercialização deste produto 

(Belloti et al., 2015). Como o leite é muito 

perecível e por isso passível a contaminações por 

microrganismos, quando obtido sob condições 

higiênico-sanitárias deficientes possui elevada 

contagem bacteriana total, constituindo-se um 

risco à saúde da população brasileira, 

principalmente quando consumido sem tratamento 

térmico (Nero et al., 2003; Motta et al., 2015). 

Vários patógenos podem ser veiculados 

pelo leite, sobretudo o informal, possibilitando a 

ocorrência de distintas doenças, tais como 

intoxicações alimentares, clostridioses, febre 

tifoide e paratifoide leptospirose, listeriose, 

tuberculose e brucelose (BRASIL, 2010; Food 

Ingredients Brasil, 2011). Dentre estas, a 

brucelose se destaca como uma zoonose de 

distribuição mundial, causada por bactérias 

intracelulares facultativas pertencentes ao gênero 

Brucella, que se relaciona em 25% da transmissão 

ao humano por meio do consumo de leite ou 

derivados lácteos não pasteurizados (Megid et al., 

2016).  

Nos anos de 2001 a 2004, foi realizado 

estudo de caracterização epidemiológica da 

brucelose nos estados da Bahia, Santa Catarina, 

Espírito Santo, Goiás, Mato Grosso do Sul, Minas 

Gerais, Paraná, Rio de Janeiro, Rio Grande do 

Sul, Rondônia, São Paulo, Sergipe, Tocantins e no 

Distrito Federal. Os resultados foram publicados 

no final de 2009 e mostraram que a doença se 

encontra distribuída em todo o território nacional 

(BRASIL, 2006). 

Com o advento da biologia molecular, 

diferentes técnicas para detecção de 

microrganismos foram validadas, elevando a 

eficácia de testes diagnósticos em animais, bem 

como a identificação destes patógenos em 

produtos de origem animal (Paula et al., 2015; 

Silva et al., 2018). Assim, objetivou-se, por meio 

deste estudo, realizar a detecção molecular de 

Brucella sp. em amostras de leite provenientes do 

comércio informal no estado de Alagoas e 

caracterizar o risco à saúde coletiva por meio do 

consumo in natura deste produto. 

Foram analisadas 100 amostras de leite 

bovino in natura, coletados em 100 pontos de 

venda informal, distribuídos em 80 municípios do 

estado de Alagoas (Figura 1). Foram considerados 

pontos informais de venda os locais que 

comercializavam sem selo de inspeção, tais como 

feiras livres. As amostras de leite estavam 

envasadas em garrafas pet à temperatura ambiente 

e a higiene do local de venda e do manipulador 

era inadequada. 

No local da coleta, as amostras foram 

acondicionadas em tubos estéreis tipo Falcon 

50mL, sendo transportadas em caixas isotérmicas, 

até o Laboratório de Doenças Infectocontagiosas 

dos Animais Domésticos, da Universidade Federal 

Rural de Pernambuco, sendo congeladas a -20°C 

até seu processamento. 

Como pré-etapa da extração de DNA, foi 

adotada centrifugação prévia dos 50mL do 

volume total do leite coletado, a 5.000 g durante 

10 minutos, com descarte do sobrenadante e, 

transferência do sedimento obtido para criotubo 

estéril de 2mL, o qual foi submetido à nova 

centrifugação a 20.000 g por 5 minutos.  

O produto final da centrifugação foi 

encaminhando à extração de DNA com o kit 

comercial DNEasyBlood & Tissues (Qiagen 

Biotecnologia Brasil Ltda®, São Paulo, Brasil), 

utilizando-se o protocolo descrito pelo fabricante. 

Nesta etapa, as células foram lisadas através da 

proteinase K e o DNA foi seletivamente ligado à 
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membrana do DNeasy durante a centrifugação. Os 

produtos remanescentes e os inibidores 

enzimáticos foram removidos por lavagem com 

soluções a base de álcool etílico e o DNA foi 

eluído em tampão. 

As amplificações do DNA de Brucella sp. 

foram realizadas utilizando-se os primers ITS66 

(5´-ACATAGATCGCAGGCCAGTCA-3´) e ITS 

279 (5´- AGATACCGACGCAAACGCTAC-3´), 

que amplificam a região ITS 16S-23S do RNAr, 

específica para o gênero (Alves et al., 2010; Boeri 

et al., 2018).  

 

 
Figura 1. Mapa do estado de Alagoas-Brasil. Distribuição nos municípios e da quantidade de amostras de leite in 

natura coletadas por pontos de venda de comércio informal. Em vermelho, destaca-se o município no qual detectou-se 

Brucella sp.  

 

As reações foram preparadas em criotubos 

de 200L, tendo como volume final 12,5L, 

contendo 2,5µL de DNA genômico, 0,5µL de 

cada primer específico na concentração de 10 

pmol/L, 2,75µL de água mili-Q ultrapura e 

6,25µL de MasterMix (Qiagen Biotecnologia 

Brasil Ltda®, São Paulo, Brasil). O perfil térmico 

das etapas das reações foi realizado em 

termociclador (XP ThermalCycler - Bioxer 

Technology CO. LTD), consistindo em 

desnaturação inicial a 95°C por 2 minutos, 

seguida de 40 ciclos a 95°C por 30 segundos para 

a desnaturação, 62°C por 30 segundos para o 

anelamento, 72°C por 30 segundos para a 

extensão e extensão final a 72 ºC por 5 minutos 

(Alves et al., 2010).  

A verificação do produto amplificado de 

214 pares de bases (pb) foi realizada por 

eletroforese de gel de agarose a 2%, onde os 

produtos da PCR foram corados com Blue Green 

(LGC Biotecnologia®, São Paulo, Brasil), 

visualizados através de luz ultravioleta e foto 

documentados. Para comparação do peso 

molecular dos fragmentos amplificados, foi 

utilizado marcador molecular de padrão de 100 pb 

(Thermo Fisher Scientific®, São Paulo, Brasil). 

Dos 102 municípios que compõem o Estado 

de Alagoas, foi identificada a existência do 

comércio informal de leite em 80 destes (78,4%), 

dos quais 15 (18,75%) apresentavam mais de um 

ponto de comercialização, demonstrando a 

relevância do mercado ilegal de venda de leite no 

estado. Das 100 amostras de leite informal 

submetidas à PCR para a detecção de Brucella sp., 

uma (1%) foi positiva (Figura 2). 

Mapa de distribuição de amostras 
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Os métodos de cultivo microbiológico e 

análises fenotípicas de crescimento bacteriano são 

empregados como testes de referência para 

detecção de Brucella spp. em amostras biológicas. 

Contudo, devido à característica fastidiosa de 

crescimento do agente, existe baixa sensibilidade 

no isolamento bacteriano (Amoroso et al., 2011). 

Além disso, a quantidade do patógeno na amostra 

clínica, o estágio da infecção, bem como o uso de 

antibióticos antes do diagnóstico microbiológico 

são ainda citados como fatores limitantes para o 

isolamento. E por ser classificado como 

microrganismo classe III, existe significante risco 

biológico em situações laboratoriais (Ning et al., 

2012).  

 

 
Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 2% de 

produtos amplificados na PCR para 

detecção de fragmento de 214 pb referentes 

à região ITS1 de Brucella sp. Marcador 

molecular de 100pb (M); amostra de leite 

positiva para DNA de Brucella sp. (28); 

controle negativo (C-); controle positivo 

(C+). 

 

Métodos sorológicos indiretos como o 

ensaio imunoenzimático e o teste no anel no leite 

têm sido utilizados para detecção de anticorpos 

anti-Brucella no leite. Entretanto, resultados 

duvidosos podem ser gerados quando ainda não 

houve soroconversão ou através do uso extensivo 

de vacinas, o que incrementaria a resposta imune 

nas infecções em curso (Vanzini et al., 2001; 

Nielsen, 2002; Chand et al., 2005). Por conta 

dessas limitações, o uso de técnicas moleculares, 

como a reação em cadeia da polimerase (PCR), é 

adotado cada vez mais, sobretudo por sua rapidez, 

baixo risco biológico e incremento da 

sensibilidade (Yu e Nielsen, 2010; Amoroso et al., 

2011; Caitano et al., 2014; Alamian et al., 2017). 

No Brasil, Paula et al. (2013) detectaram a 

presença de Brucella spp. por PCR em 30 

amostras de leite cru comercializadas 

clandestinamente e 50 amostras de leite entregues 

em laticínios, previamente à pasteurização na 

cidade de Botucatu-SP. Ainda na região Sudeste 

do Brasil, utilizando queijo oriundo de comércio 

ilegal, estudos comparativos entre técnicas de 

isolamento microbiológico e detecção molecular 

de Brucella abortus foram realizadas por 

Myashiro et al. (2007). Nas 192 amostras totais 

utilizadas, não houve isolamento do 

microrganismo através de cultivo bacteriano, 

porém 19,27% (37/192) das amostras foram 

positivas para Brucella abortus.  

Assim, o ensaio por PCR estabelece um 

diagnóstico mais rápido da enfermidade quando 

comparada aos métodos convencionais, com 

percentuais de confiabilidade similares ou 

superiores, podendo ser aplicada em diferentes 

amostras biológicas para detecção da Brucella, a 

exemplo do leite (Mitka et al. 2007).  

Food and Agriculture Organization (FAO) 

e World Organization for Animal Health (OIE) 

consideram a brucelose como uma das zoonoses 

mais importantes e disseminadas no mundo, 

naturalmente transmissíveis entre os animais e os 

humanos. Além disso, suas implicações geram 

barreiras econômicas internacionais ao comércio 

de produtos de origem animal e perdas na 

indústria com a condenação de leite e carne, 

desvalorização monetária e altos custos com 

programas de controle, erradicação e pesquisas 

(Jardim et al., 2006). 

Semelhante Listeria monocytogenes e 

Campylobacter jejuni, Brucella sp. também é 

apontada como microrganismo patogênico para 

humanos associados ao consumo de leite cru de 

vacas, cabras e ovelhas, sendo encontrados em 

diversos casos de surtos causados pelo consumo 

de produtos lácteos crus em diferentes países 

(EFSA, 2015; Verraes et al., 2015). O ser humano 

pode contrair a doença através da ingestão de leite 

in natura ou derivados não submetidos ao 

tratamento térmico, nos quais a bactéria pode 

persistir durante vários meses (Seleem et al., 

2010; EFSA, 2014). 

Em diversas regiões do Brasil é comum as 

pessoas consumirem produtos de origem animal, 

que não sofreram inspeção pelos órgãos e 

profissionais competentes. Assim, o comércio 

clandestino destes produtos constitui ameaça real 

à saúde pública (Brasil, 2006).  

Segundo Fonseca e Carvalho (2004), a 

comercialização de produtos lácteos sem inspeção 

no Brasil atinge níveis extremamente elevados. 

Independente da interpretação que se dê às 

estatísticas, tradicionalmente, considera-se que 

45% do leite produzido advêm da produção e 

comercialização informal. Características próprias 

de cada região conferem aos sistemas de produção 

de subsistência o atendimento à demanda do 
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mercado, sendo o excedente do consumo familiar, 

comercializado diretamente ao consumidor final 

sem nenhum tipo de tratamento (Brandão et al., 

2015). 

Com os achados deste levantamento 

preliminar, sugere-se a realização de um inquérito 

soro-epidemiológico do rebanho Alagoano devido 

à falta de informação sobre a doença, bem como, 

é imperativa a presença do Estado com políticas 

públicas voltadas a coibir o comércio ilegal de 

leite e implantar programas de educação sanitária, 

levando para a sociedade a importância de se 

conhecer a procedência dos produtos de origem 

animal. E, embora a baixa frequência verificada, o 

comércio informal do leite in natura 

comercializado em Alagoas pode conferir riscos 

para transmissão da brucelose à população. 

 

Conflito de Interesse 
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Comitê de Ética 

Os autores declaram para todos os efeitos 

que o projeto que deu origem aos dados atuais não 

foi submetido à avaliação pelo Comitê de Ética no 

Uso de Animais (CEUA), visto que os 

procedimentos metodológicos não envolveram a 

utilização direta de animais, sendo as amostras 

provenientes de pontos de venda informal de leite 

no estado de Alagoas. Entretanto, os autores estão 

cientes do conteúdo das resoluções brasileiras do 

Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal - CONCEA. 
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