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RESUMO
O presente trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia de Escherichia coli
diarreiogénica (DEC) com potencial fenotipico para producdo de beta-lactamase de
espectro estendido (ESBL) em amostras de leite cru refrigerado produzido no norte
do Tocantins. Foram coletadas 80 amostras diretamente de tanques de expansao de
uso exclusivo em propriedades rurais. As andlises microbiologicas foram realizadas
no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos (LabMA) da Universidade Federal do
Norte do Tocantins. As amostras foram cultivadas em meios CompactDry® EC e
submetidas a caracterizacdo molecular por PCR multiplex, utilizando primers descritos
por Aranda, Fagundes Neto & Scaletsky (2004), visando detectar genes de viruléncia
relacionados a diferentes grupos de E. coli diarreiogénica. A quantificacao bacteriana

foi acompanhada de analises estatisticas. Todas as amostras analisadas
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apresentaram resultado negativo para estirpes diarreiogénicas produtoras de ESBL.
Porém a presenca de outras estirpes diarreiogénicas no leite cru demonstra a
necessidade da implementacdo de praticas higiénicas na ordenha, armazenamento,
transporte e expedicdo do leite, aplicando medidas preventivas para garantir a
seguranca alimentar. Os resultados obtidos contribuem para a construcdo de uma
base cientifica regional sobre a ocorréncia de microrganismos de importancia em
saude publica, reforcando a importancia da vigilancia microbiolégica e da educacéo
sanitaria na cadeia produtiva do leite no Tocantins.

Palavras-chave: ESBL, resisténcia antimicrobiana, seguranca alimentar.

I.  INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

O leite cru, por ser um alimento amplamente consumido, pode se tornar um
importante veiculo de patégenos quando nao obtido e manipulado sob condicdes
higiénico-sanitarias adequadas, representando risco de surtos alimentares. O
comércio informal de alimentos e o significativo risco de determinados patégenos
alimentares tornam a vigilancia microbiologica essencial. Nesse contexto, o estudo
buscou compreender o perfil de contaminacdo do leite cru e o potencial de
disseminagéo de cepas resistentes, contribuindo com informagdes relevantes para

politicas publicas e praticas seguras na cadeia produtiva.

Il.  BASE TEORICA
A fundamentacao tedrica baseou-se em estudos nacionais e internacionais sobre E.
coli diarreiogénica e resisténcia antimicrobiana. Gomes et al. (2016) e Wanjala et al.
(2018) descreveram os principais grupos patogénicos de E. coli e sua relevancia em

saude publica. Campos et al. (2018) e Ribeiro Junior et al. (2019) destacaram a
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presenca de cepas resistentes em produtos lacteos e 0s riscos associados ao
consumo de leite cru. Jenkins et al. (2022) e Sebastianski et al. (2022) discutiram
falhas no processamento e na pasteurizacéo, ressaltando a importancia de boas
praticas de fabricacdo. O método de deteccdo dos genes de viruléncia seguiu a
padronizacao de Aranda, Fagundes Neto & Scaletsky (2004), utilizando PCR multiplex
para diagnostico de DECs. Além disso, as diretrizes do CLSI (2016) serviram de
referéncia para os testes de susceptibilidade antimicrobiana. Esses autores
embasaram a metodologia empregada e a analise dos resultados, permitindo
estabelecer um paralelo entre a realidade regional e o panorama nacional sobre a

qualidade microbioldgica do leite cru.

lll.  OBJETIVOS
Verificar a ocorréncia de isolados de Escherichia coli diarreiogénica com potencial
fenotipico de producdo de beta lactamase de espectro estendido (ESBL) a partir de
isolados recuperados de leite cru refrigerado produzido no norte do Tocantins.

IV. METODOLOGIA

Foram avaliadas 80 amostras de leite cru refrigerado distintas. As amostras foram
coletadas de forma asséptica diretamente nos tanques de expansao de uso individual
das propriedades situadas no Tocantins. As amostras foram transportadas sob
refrigeracdo ao Laborat6rio de Microbiologia de Alimentos (LabMA) da Universidade
Federal do Norte do Tocantins (UFNT), campus Araguaina, onde foram
imediatamente analisadas. Diluicdes decimais seriadas diluidas em solucédo salina
(0,85%) peptonada (0,001%) foram realizadas. A aliquota de 1 mL de cada amostra
foi inoculada em CompactDry® EC (NissuiPharmaceutical Co., Ltd., Tokyo, Japéo) e

incubadas a 35 + 1°C por 48 horas. Foram considerados tipicas as colbnias que
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apresentaram coloracdo azul, conforme as orientacdes do fabricante. Foram
recuperados 30 isolados de cada amostra de leite. Os isolados foram cultivados em
caldo cérebro-coracao (BHI) e submetidos a extracdo de DNA total por fervura simples
(Ribeiro Junior et al.,, 2016). Os produtos de extracdo foram quantificados no
NanoDrop Lite Plus (ThermoFisher). Cinquenta ng de DNA template foram
adicionados a 100 nMde cada dNTP, 2,5 uL de tampéao 10x, 75 mmol/L de MgCI2, 20
pmol/L de cada primer, 2.5 U dePlatinum Tag DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad,
CA) e agua ultrapura para completar o volume final de 25 yL. Os primers utilizados
em cada ensaio multiplex estdo apresentados no Quadro 1 e foram obtidos do estudo
de Aranda, Fagundes Neto & Scaletsky (2004). Os amplicons foram verificados em
gel de agarose a 2,5% e documentados sob luz ultravioleta apés o periodo de
amplificacdo executado no termociclador (MiniAmplifier, ThermoFisher). As condicbes
de amplificacdo de cada ensaio multiplex descrito por Aranda, Fagundes Neto &
Scaletsky (2004) também estdo apresentadas no Quadro 1. Agquelas que
apresentaram resultado positivo no teste qualitativo de pesquisa dos genes que
codificam fatores de viruléncia foram recuperadas em placas de agar PCA por
repigues sucessivos. As amostras foram submetidas a cultura especifica e
quantificacdo de E. coli por métodos microbiologicos tradicionais (CompactDry EC,
NissuiPharmaceutical) e caracterizagéo dos fatores de viruléncia utilizando os ensaios
moleculares que possibilitassem correlacionar o0 método de analise direto com o
resultado qualitativo da presenca ou auséncia do agente etiolégico na cultura. Os
resultados foram tabulados e comparados e determinado o coeficiente de correlagao

Kappa e o teste de Qui-Quadrado no software Statistica v. 5.6 (StatSoft).

V. RESULTADOS E DISCUSSAO
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As analises microbioldgicas e moleculares demonstraram que nenhuma das amostras
de leite cru refrigerado avaliadas apresentou estirpes de Escherichia coli diarreiogéni-
cas produtoras de ESBL. Entretando a presenca de outras estirpes de E. coli nas
amostras avaliadas demonstra a necessidade de implementacdo medidas higiénico -
sanitarias desde a ordenha até a expedicdo a fim de que se obtenha uma matéria-
prima de qualidade para elaboracdo de derivados lacteos que ndo oferecam riscos a
saude publica. Os resultados contribuem para o fortalecimento da vigilancia sanitaria
e oferecem dados cientificos regionais que podem subsidiar politicas publicas volta-

das a seguranca dos alimentos e a prevencao de doencas.

VI. CONCLUSAO/CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que as amostras de leite cru refrigerado produzidas no Norte do Tocantins
e avaliadas neste trabalho ndo apresentaram estirpes diarreiogénicas de Escherichia
coli produtoras de ESBL 0 que ndo afasta a necessidade de atencdo continua quanto
a seguranca do leite cru devido a deteccédo de outras estirpes de E. coli. Os resultados
apontam a importancia do controle microbiolégico em produtos de origem animal
destinados ao consumo humano a fim se conhecer ndo somente a diversidade
microbiolégica, mas também seus potenciais fatores de viruléncia que podem
representar um risco a saude publica. Dados desta natureza colaboram na construgéo
de documentos que auxiliam em escolhas para a construgdo de uma base cientifica
regional, reforcando a importancia de politicas publicas de vigilancia e prevencéao

voltadas a saude do consumidor
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