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RESUMO
Este estudo teve como objetivo identificar e caracterizar Escherichia coli produtora de
toxina Shiga (STEC) em amostras de leite cru refrigerado provenientes da regido norte
do Tocantins, avaliando também a presenga de genes de viruléncia e o perfil de
susceptibilidade antimicrobiana dessas cepas. A pesquisa foi conduzida no
Laboratério de Microbiologia de Alimentos (LabMA) do Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal do Norte do Tocantins, utilizando métodos microbiologicos e
biomoleculares para deteccdo e caracterizagdo das amostras. Foram coletadas 80
amostras de leite cru diretamente dos tanques de expansao de propriedades leiteiras,
seguindo procedimentos assépticos. As amostras foram processadas em placas
Compact Dry EC, incubadas a 35 °C por 24 horas, e as colbnias caracteristicas de E.

coli foram purificadas em agar MacConkey. A extragado de DNA gendmico foi realizada
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para amplificagdo, por PCR uni e multiplex, dos genes stx7 e stx2, que codificam as
toxinas Shiga. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose para confirmagdo da presenga dos genes de viruléncia. As cepas
confirmadas como STEC foram posteriormente submetidas a testes de suscetibilidade
antimicrobiana segundo a metodologia de difusdo em disco proposta por Bauer et al.
(1966) e interpretadas conforme as recomendag¢des do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2016). Demonstrou-se, através dos resultados obtidos a
presenca de STEC em 56% das amostras analisadas, totalizando 1.270 isolados de
E. coli, dos quais 11,6% apresentaram positividade para o gene stx7 e 5,2% para o
gene stx2. Entre as cepas stx1 positivas, observou-se resisténcia a tetraciclina (50%),
estreptomicina (25%) e amoxicilina + acido clavulanico (25%). Ja as cepas sitx2
demonstraram maior resisténcia a tetraciclina (80%), além de resisténcia variavel a
ampicilina, cefoxitina, estreptomicina e acido nalidixico. Obteve-se uma elevada taxa
de contaminacao do leite cru por E. coli produtora de toxina Shiga gerando uma
preocupacao adicional com o desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana. Desta
forma, reforgca-se a necessidade de adogdo de praticas higiénico-sanitarias rigorosas
durante a producao e o armazenamento do leite, bem como o monitoramento continuo
da qualidade microbiolégica na cadeia produtiva de laticinios, a fim de garantir a
segurancga alimentar e protegédo da saude publica.

Palavras-chave: Leite Cru. Resisténcia Microbiana. Seguranga Alimentar.

.  INTRODUGAO/JUSTIFICATIVA
O Brasil é um pais de grandes propor¢des e ha diferengas significativas na qualidade
do leite das diversas regides do pais (Ribeiro Junior et al., 2015). No Brasil, cerca de
20% da producéo de leite vem de pequenos produtores familiares cujas propriedades
se caracterizam por baixos indices zootécnicos e qualidade deficiente do produto, que
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apresenta altas contagens microbioldégicas e, consequentemente, comprometimento
do potencial tecnolégico em toda a cadeia de laticinios (Lima et al., 2020). Algumas
cepas diarreiogénicas de E. coli, como a STEC, tém como habitat natural o trato gas-
trointestinal de bovinos. A adogéo de praticas higiénicas durante a ordenha e o pro-
cessamento do leite é crucial para reduzir a presenga desse patogeno (Beloti, 2015).
Entre as cepas mais preocupantes estao as diarreiogénicas, como a enteropatogénica
(EPEC), a produtora de toxina Shiga (STEC), a enterohemorragica (EHEC), a ente-
roinvasiva (EIEC), a enteroagregativa (EAEC) e a enterotoxigénica (ETEC) (Gomes et
al., 2016; Wanjala, Nduko & Mwende, 2018). Determinar o perfil de susceptibilidade
antimicrobiana desses microrganismos € essencial para orientar intervengdes quimi-

oterapicas eficazes.

. BASE TEORICA
Fundamenta-se na importancia da qualidade microbiolégica do leite cru e nos riscos
associados a presenga de microrganismos patogénicos, especialmente Escherichia
coli produtora de toxina Shiga (STEC). A Escherichia coli € amplamente reconhecida
como um microrganismo indicador de contaminagéao fecal, sendo parte da microbiota
intestinal de animais e humanos. No entanto, algumas linhagens desenvolveram
fatores de viruléncia que as tornam patogénicas, podendo causar doengas graves em
humanos (Gomes et al., 2016). Entre essas linhagens destacam-se os patotipos
diarreiogénicos, como a E. coli enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC),
enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC) e a produtora de toxina Shiga
(STEC), também conhecida como E. coli entero-hemorragica (EHEC), capaz de
produzir as toxinas STX1 e STX2 (Wanjala, Nduko & Mwende, 2018). A infecgao
humana por STEC esta frequentemente associada ao consumo de alimentos

contaminados de origem animal, incluindo leite cru e seus derivados, podendo causar
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diarreia, colite hemorragica e, em casos mais graves, sindrome hemolitico-urémica
(Tack et al., 2021). Estudos internacionais, como os de Waltenburg et al. (2022),
reforcam a recorréncia de surtos alimentares provocados por cepas de E. coli
produtoras de toxina Shiga, destacando sua relevancia epidemiolégica. Além do risco
infeccioso, outro aspecto preocupante é a resisténcia antimicrobiana observada em
cepas de E. coli isoladas de alimentos, fendbmeno que compromete a eficacia de
tratamentos clinicos e representa um desafio crescente para a saude publica (Campos
et al., 2018).

OBJETIVOS

Identificar a presenca de Escherichia coli produtora de toxina Shiga em leite cru
refrigerado proveniente da regido norte do Tocantins, utilizando técnicas
microbioldgicas e biomoleculares para detectagdo de genes associados a fatores de

viruléncia.

lll. METODOLOGIA

Foram coletadas 80 amostras de leite cru (50 mL cada) diretamente dos tanques de
expansao/resfriamento, em frascos estéreis e de forma asséptica. As amostras foram
diluidas em solugao salina peptonada (0,85% + 0,001%) e semeadas em placas
Compact Dry EC (Nissui Pharmaceutical, Tokyo, Japao), seguindo as recomendagdes
do fabricante. Apds incubagéo a 35 °C por 24 h, foram realizadas as contagens de
coliformes totais e Escherichia coli. Os isolados de E. coli foram recuperados em caldo
cérebro-coracao (BHI) e purificados em agar MacConkey. A caracterizagdo dos
patétipos diarreiogénicos foi feita por PCR uni e multiplex, com extracdo de DNA
segundo Ribeiro Junior et al. (2016) e primers descritos por Aranda et al. (2004). A
amplificagdo foi conduzida em termociclador BioRad, e os produtos analisados por
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eletroforese em gel de agarose 2,5%, corados com brometo de etidio (20 mg/L). Os
isolados de E. coli produtores de toxina Shiga (STEC) foram submetidos ao teste de
susceptibilidade antimicrobiana pelo método de difusdo em disco (Bauer et al., 1966),
conforme recomendagbes do CLSI (2016). Foram testados o0s seguintes
antimicrobianos: amoxicilina + acido clavulanico, aztreonam, tetraciclina, cefotaxima,
cefoxitina, acido nalidixico, gentamicina, cloranfenicol, ampicilina, ciprofloxacina e

estreptomicina.

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Demonstrou-se, através dos resultados deste estudo, a presenga significativa de
Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) em amostras de leite cru
refrigerado provenientes da regido norte do Tocantins, evidenciando um potencial
risco a saude publica e a qualidade microbiologica do produto. Das 80 amostras
analisadas, 56% apresentaram resultados positivos para a presenga de STEC,
totalizando 1.270 isolados de E. coli, dos quais 11,6% foram positivos para o gene
stx1 e 5,2% para o gene stx2. Esses achados confirmam a ampla disseminagao de E.
coli patogénica em produtos de origem animal, como ja relatado por Nunes et al.
(2024) e Santos et al. (2024), que observaram resultados semelhantes em alimentos
comercializados no norte do Tocantins. A andlise de sensibilidade antimicrobiana
revelou diferentes perfis de resisténcia entre as cepas positivas. Entre as portadoras
do gene stx1, verificou-se resisténcia a tetraciclina (50%), estreptomicina (25%) e
amoxicilina + acido clavulanico (25%). Ja as cepas stx2 demonstraram taxas mais
elevadas de resisténcia, principalmente a tetraciclina (80%), seguidas por ampicilina
(40%), acido nalidixico (40%), cefoxitina (20%), estreptomicina (20%) e amoxicilina +
acido clavulanico (20%). De acordo com Gomes et al. (2016) e Tack et al. (2021), a

ocorréncia de cepas STEC resistentes tem sido associada ao aumento de casos de
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doengas transmitidas por alimentos (DTAs), reforcando a necessidade de

monitoramento continuo desses patégenos.

V. CONCLUSAO/CONSIDERAGOES FINAIS
A presenca de Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) em 56% das
amostras de leite cru coletadas, evidencia a importancia da investigagdo da qualidade
microbiolégica em laticinios, a fim de embasar medidas que visem a melhoria da
qualidade do leite desde a etapa de produgéo. A presenca de E. coli patogénica e
resistente a determinados antibidticos € um alerta importante que mostra a
necessidade de ir além da simples detecgao da bactéria e investigar seus possiveis
fatores de viruléncia, que podem oferecer riscos a saude publica. Nesse sentido
ressalta-se a importancia de adotar medidas rigorosas de higiene e controle sanitario
em toda a cadeia de produgado a fim de assegurar a qualidade e a seguranca dos
alimentos para o consumidor final. Conclui-se que ha urgéncia na implementagao de
programas de controle de qualidade e biosseguranga nas propriedades rurais e
laticinios locais, além de politicas publicas que incentivem a educacao sanitaria de
pequenos produtores, a fim de reduzir a contaminagao microbioldégica e prevenir riscos

a salude do consumidor.
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