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RESUMO

O queijo tipo coalho é um dos principais derivados de leite fabricado no Nordeste do Brasil.
Devido seu processamento inadequado e por muitas vezes ser consumido cru, causa riscos de
transmissao de doencas para a populagdo. Somado ao uso desordenado de antimicrobianos, bem
como a ingestdo de alimentos de origem animal que carreiam residuos de antimicrobianos,
causando o aparecimento de genes de resisténcia antimicrobiana intrinsecos e a formagao de
superbactérias. Este trabalho tem por objetivo analisar o perfil de susceptibilidade
antimicrobiana das bactérias patogénicas isoladas de queijos tipo coalho artesanal produzido na
microrregido do Seridé Ocidental paraibano. Foram realizadas andlises microbioldgicas,
conforme Instru¢io Normativa N° 60/2019, para o isolamento de bactérias patogénicas € a
susceptibilidade microbiana foi avaliada pelo método de difusdo em discos. De 6 amostras no
total, todas apresentaram indices de coliformes termotolerantes acima do estabelecido pela
legislagdo com presenca de Escherichia coli em 66,67% delas, identificada também a presenca
sugestiva de Salmonella sp. em 100%. 66% das cepas isoladas de E.coli, apresentaram
resisténcia a algum dos antimicrobianos testados e a 81% dos 16 diferentes antimicrobianos
utilizados. Em Salmonella sp. das cepas analisadas 91,6% foram resistentes a pelo menos um
antimicrobiano e a 86% dos diferentes antimicrobianos usados. Foram encontradas cepas
multirresistentes de ambos os patdgenos. Conclui-se que os queijos se encontram improprios
para consumo e podem causar riscos a saude publica, refor¢cando a necessidade de fiscalizacio
e de maior controle de qualidade.

Palavras-chave: queijo coalho, produtos artesanais, qualidade microbioldgica,

susceptibilidade microbiana.
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RESUMO
O queijo tipo coalho € um dos principais derivados de leite fabricado no Nordeste do Brasil. Devido seu processamento

inadequado e por muitas vezes ser consumido cru, causa riscos de transmissdo de doengas para a populacdo. Somado ao uso
desordenado de antimicrobianos, bem como a ingestao de alimentos de origem animal que carreiam residuos de antimicrobianos,
causando o aparecimento de genes de resisténcia antimicrobiana intrinsecos e a formacdo de superbactérias. Este trabalho tem
por objetivo analisar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana das bactérias patogénicas isoladas de queijos tipo coalho
artesanal produzido na microrregido do Seridé Ocidental paraibano. Foram realizadas andlises microbioldgicas, conforme
Instrucdo Normativa N° 60/2019, para o isolamento de bactérias patogénicas e a susceptibilidade microbiana foi avaliada pelo
método de difusdo em discos. De 6 amostras no total, todas apresentaram indices de coliformes termotolerantes acima do
estabelecido pela legislacdo com presenca de Escherichia coli em 66,67% delas, identificada também a presenca sugestiva de
Salmonella sp. em 100%. 66% das cepas isoladas de E.coli, apresentaram resisténcia a algum dos antimicrobianos testados e a
81% dos 16 diferentes antimicrobianos utilizados. Em Salmonella sp. das cepas analisadas 91,6% foram resistentes a pelo menos
um antimicrobiano e a 86% dos diferentes antimicrobianos usados. Foram encontradas cepas multirresistentes de ambos os
patégenos. Conclui-se que os queijos se encontram impréprios para consumo e podem causar riscos a saide ptiblica, reforcando
a necessidade de fiscalizagdo e de maior controle de qualidade.

Palavras-chave: Nordeste, produtos artesanais, qualidade microbioldgica, resisténcia microbiana.

ABSTRACT
Coalho cheese is one of the main milk derivatives manufactured in Northeast Brazil. Due to its inadequate processing and because

it is frequently consumed raw, it causes risks of disease transmission for the population. Added to the inordinate use of
antimicrobials, as well as the ingestion of food of animal origin that carries antimicrobial residues, causing the appearance of
intrinsic antimicrobial resistance genes and the formation of superbacteria. This work aims to analyze the profile of antimicrobial
susceptibility of pathogenic bacteria isolated from handmade coalho cheese produced in the micro-region of the Western Serid6é
of Paraiba. Microbiological analyses were performed, according to Normative Instruction No. 60/2019, for the isolation of
pathogenic bacteria and microbial susceptibility was assessed by the disc diffusion method. Of 6 samples in total, all presented
thermotolerant coliform indices above that established by legislation, with the presence of Escherichia coli in 66.67% of them,

and the suggestive presence of Salmonella sp. in 100% of them. 66% of the isolated strains of E.coli showed resistance to any of
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the antimicrobials tested and to 81% of the 16 different antimicrobials used. In Salmonella sp. of the strains analysed 91.6% were
resistant to at least one antimicrobial and to 86% of the different antimicrobials used. Multi-drug resistant strains of both
pathogens were found. It is concluded that the cheeses are unfit for consumption and may cause public health risks, reinforcing
the need for inspection and greater quality control.

Keywords: North East, artisanal products, microbiological quality, microbial resistance.

RESUMEN
El queso coalho es uno de los principales derivados de la leche fabricados en el Nordeste de Brasil. Debido a su procesamiento

inadecuado y a que suele consumirse crudo, provoca riesgos de transmisién de enfermedades a la poblacién. A ello se afiade el
uso desmesurado de antimicrobianos, asi como la ingestion de alimentos de origen animal portadores de residuos de
antimicrobianos, lo que provoca la aparicién de genes intrinsecos de resistencia a los antimicrobianos y la formacién de supe
bacterias. Este trabajo tiene como objetivo analizar el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de bacterias patdgenas aisladas de
queso coalho artesanal producido en la microrregion del Seridé Oeste de Paraiba. Se realizaron andlisis microbioldgicos, segin
la Instruccién Normativa n° 60/2019, para el aislamiento de bacterias patégenas y se evalud la susceptibilidad microbiana por el
método de difusion en disco. De un total de 6 muestras, todas presentaron indices de coliformes termotolerantes superiores a los
niveles establecidos por la legislacién, con presencia de Escherichia coli en el 66,67% de ellas, y presencia sugestiva de
Salmonella sp. en el 100%. El 66% de las cepas aisladas de E. coli mostraron resistencia a cualquiera de los antimicrobianos
probados y al 81% de los 16 antimicrobianos diferentes utilizados. En Salmonella sp. de las cepas analizadas, el 91,6% eran
resistentes al menos a un antimicrobiano y al 86% de los diferentes antimicrobianos utilizados. Se encontraron cepas
multirresistentes de ambos patégenos. Concluye que los quesos no son aptos para el consumo y pueden provocar riesgos para la
salud publica, lo que refuerza la necesidad de inspeccionarlos y aumentar el control de calidad.

Palabras clave: Noreste, productos artesanales, calidad microbioldgica, resistencia microbiana.

1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma das maiores populacdes de bovinos do mundo, sendo o quinto maior produtor de leite, um
alimento rico em nutrientes benéficos para o ser humano, mas que pode ser um excelente meio de cultura para diversos
microrganismos devido esta riqueza nutricional (Barreto et al., 2016, Barros et al., 2019; IBGE, 2019).

Anualmente, 25 bilhdes de litros de leite sdo direcionados aos laticinios, onde uma parcela, desse total, é de baixa
qualidade higiénica, devido ao uso de tecnologias inapropriadas, por parte dos pequenos produtores e fabricas, assim como a
manipulac@o incorreta, afetando diretamente a qualidade microbiolégica e organoléptica dos derivados (Barros et al., 2019;
IBGE, 2019; Leandro & Souza et al., 2021).

Um exemplo desses derivados € o queijo tipo coalho, produto de alto teor de umidade, produzido com a agido do coalho
e complementado, ou ndo, pela adi¢do de bactérias lacteas selecionadas (Brasil, 1996). Comumente feito de maneira artesanal e
com leite cru por pequenos produtores rurais, estd relacionado a aspectos de subsisténcia e fatores culturais, principalmente no
Nordeste do Brasil, onde esta situada a maior parte da fabricacao (Barros et al., 2019; Sousa et al., 2020; Leandro & Souza et al.,
2021).

A legislacdo brasileira estabelece para a fabricacdo de queijos, a submissdo do leite ao processo de pasteurizagdo ou
algum outro tratamento térmico eficaz e equivalente (Brasil, 1996). Os pequenos produtores nio tém acesso a essa tecnologia,
aumentando os riscos de contaminag¢do, devido as baixas condi¢des higi€nico-sanitdrias na cadeia produtiva, garantindo com que
produtos de baixa qualidade cheguem ao mercado, ainda mais que por vezes ele é consumido cru, os riscos de contaminacdes
microbianas transmitidas pelo alimento sdo agravados, causando maior risco a saide da populag¢do (Medeiros et al., 2017; Barros
et al., 2019; Souza et al., 2020; Leandro & Souza et al., 2021).

A Familia Enterobacteriaceae possui dois dos principais responsaveis por surtos de Doencas de Transmissao Hidrica

e Alimentar (DTHA), a Salmonella spp. e a Escherichia coli, sao bactérias com forma de bacilos, gram-negativos, nio
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encapsuladas, anaerdbias facultativas e que ndo esporulam (Bezerra et al., 2017; Macedo et al., 2018; Sousa et al., 2020; Brasil,
2020). A E. coli é um coliforme termotolerante capaz de fermentar a lactose produzindo gas, entre 44,5 - 45,5 °C, podendo ser
encontrada no trato gastrointestinal de animais de sangue quente. A sua presenca nos alimentos como,o leite cru e o queijo, € um
indicativo de contaminacao direta ou indireta por material fecal (Sales, 2015; Barreto et al., 2016; Sousa et al., 2020).

A transmissao de Salmonella spp. ocorre pela via fecal-oral através da ingestdo de dgua ou alimentos contaminados
como carnes bovina, suina e de aves, ovos e leite, como também por contato direto com animais infectados. (Brasil, 2011;
Gongalves et al., 2022; Bezerra et al., 2017). Sintomas como diarreia, vomitos, célicas abdominais, anorexia, fadiga e febre sdo
comuns entre Salmonella spp. e E. coli, o que causa imprecisdo no diagndstico, podendo gerar problemas graves como a
subnotificacdo e o uso indiscriminado de antimicrobianos e até a 6bito (Brasil, 2020, Gongalves et al., 2022).

Os antimicrobianos, substincias capazes de matar ou inibir o crescimento das bactérias, devido seu uso desordenado
nas medicinas humana e veterindria, além do descarte incorreto no meio ambiente, vem causando graves consequéncias. Exemplo
disso € o consumo pela populagdo de alimentos de origem animal que carreiam residuos de antimicrobianos, causando o
surgimento de genes de resisténcia a antimicrobianos e a formagdo de superbactérias, sendo dessa maneira destacado como
relevancia para questdes de saude puiblica (Caselani, 2014; Rau et al., 2019; Scaldaferri et al., 2020).

Nesse contexto de abrangentes discussdes, tendo em vista a importancia do leite sob os aspectos nutricionais,
econdmicos, sociais e de satide publica, é notério a existéncia de uma lacuna por parte da populacdo em relagdo ao consumo de
produtos artesanais derivados do leite cru. Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica
queijos tipo coalho artesanal comercializados nos municipios da microrregido do Seridé Ocidental paraibano, considerando a
Instrucdo Normativa N° 60/2019, bem como analisar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das bactérias patogénicas

isoladas

2 METODOLOGIA

A demarcacdo territorial da microrregido do Serid6é Ocidental paraibano possui 6 municipios: Sdo Mamede, Santa
Luzia, Junco do Serid6, Salgadinho, Sao José do Sabugy e Varzea, figura 01 (IBGE, 2020). Foram realizadas coletas de queijo
tipo coalho durante o periodo de novembro de 2020 a maio de 2021. Antes da realizacio das coletas foi realizada uma busca por

estabelecimentos que comercializavam esse tipo de queijo.

Figura 01 - Demarcacio selecionada para a coleta de amostras do queijo tipo coalho.
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Legenda: (A) mapa do Brasil com destaque ao Nordeste, (B) mapa da Paraiba com destaque a microrregido do Seridé Ocidental, (C) municipios que compdem

o Serid6 Ocidental. Fonte: o Autor, 2023.

21 Procedimento de coleta

Para a coleta das amostras de queijo, de maneira asséptica em sua embalagem original foram embaladas em recipientes
plasticos, identificando a data de fabricac@o, tipo de preparo e local, utilizou-se caixa isotérmica acondicionada com gelox para
armazenamento das amostras durante o transporte, que foram imediatamente direcionadas para o Laboratério de Microbiologia
da Unidade Académica de Ciéncias Biol6gicas do Centro de Sadde e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG) no campus de Patos e submetidos a andlises microbioldgicas seguindo a metodologia proposta por
Silva et al. (2017).

De maneira asséptica, utilizando faca esterilizada, foi retirado uma amostra de 25 g do queijo tipo coalho, visando
principalmente extremidades e interior, colocada em triturador estéril com 225 ml de dgua peptonada 0,1% esterilizada, por 60

segundos para homogeneizagio, seguindo a metodologia descrita por Silva et al. (2017).

2.2 Pesquisa de Salmonella spp.
Para pesquisa de Salmonella spp., o procedimento se dividiu em quatro etapas. Na primeira etapa, denominada de
etapa de pré-enriquecimento, 25g da amostra deve ser diluida em 225 ml de dgua peptonada 0,1% esterilizada, incubada a 35
°C/18-20 horas. Em seguida, na etapa do enriquecimento seletivo, foi transferido 1 ml para os meios de enriquecimento de Caldo
Rappaport e Caldo Tetrationato, contendo 10 ml de cada um, e incubados a 35°C/24 horas. Apds este procedimento, segue para
a etapa de plaqueamento seletivo diferencial, que foi feita no meio de cultura Agar Hektoen Enteric e Agar desoxicolato-lisina-
xilose e incubados a 35 °C durante 18-24 horas. Para a confirmag@o preliminar de coldnias tipicas de Salmonella foram utilizadas

provas bioquimicas de testes em meio Agar Lisina Ferro e Agar Triplice Agticar Ferro (Silva et al. 2017).

2.3 Pesquisa de Escherichia coli

Para pesquisa de Escherichia coli, foram realizadas as andlises para coliformes totais e termotolerantes, através da
técnica de tubos miiltiplos em série de trés tubos, com dilui¢do at€ 10-%. Foram retirados 25g da amostra e diluidos em 225 ml de
solucdo de dgua peptonada 0,1% tamponada esterilizada. Com o auxilio de uma pipeta, inoculou-se 1ml das diluicdes em cada
um dos trés tubos de cada série, contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose e tubos de Durham invertidos. Depois de adicionado a
amostra os mesmos foram incubados a 35 °C /24-48 horas, foi verificado se houve turvagdo do meio e/ou produgéo de gis. Uma
vez positivo, semeou-se uma al¢ada dos tubos positivos em tubos contendo Caldo EC e tubos de Durham invertidos, que foram
incubados a 44,5 °C, em banho-maria, por um periodo de 24-48 horas, para confirmacao de coliformes termotolerantes. Em
seguida, as amostras dos tubos que apresentaram-se positivos no caldo EC foram semeadas em Agar Eosina Azul de Metileno e
incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C /24 ou 48h. As colonias tipicas de E. coli, quando ha a formacdo de um halo verde
metédlico com um centro negro, foram transferidas para o Agar Padrio para Contagem (PCA) e incubadas a 37 °C/ 24 h. As
colonias atipicas para E. coli também sdo transferidas para o PCA e incubadas a 37 °C por 24 h, para realizacdo dos testes

bioquimicos, para confirmacio das cepas de E. coli (Silva et al. 2017).

2.4 Teste de sensibilidade a antimicrobianos
O teste de susceptibilidade a antimicrobianos (antibiograma) foi determinado pelo método padrao de difusdo em disco
em placas Agar Mueller-Hinton (MHA) segundo Bauer et al. (1966). As coldnias isoladas foram transferidas, com uma alg¢a de
platina flambada, para solugéio salina estéril até se obter uma turvagio compativel com o grau 0,5 na escala McFarland (1x10°
UFC/mL). Para isso, foi utilizado um tubo aferido na escala 0,5 de McFarland como comparativo. Um swab estéril foi embebido
na suspensdo bacteriana e foi feita a semeadura em MHA. Apés a secagem da superficie do dgar, com auxilio de uma pinga

flambada e resfriada, os mono discos de antimicrobianos foram colocados sobre a superficie do meio inoculado. Apds isso, as
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amostras foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C por 18 a 24h. Foram selecionadas as seguintes classes e
antimicrobianos para andlise dos Aminoglicosideos: Gentamicina (GEN). Anfenicéis: Cloranfenicol (CLO). Carbapenémicos:
Aztreonam (ATM), Imipenem (IPM). Cefalosporinas: Cefalotina (CFZ), Cefepima (FEP), Cefoxitina (CFO), Ceftazidima
(CAZ), Ceftiofur (CTF), Ceftriaxona (CRO). Fluoroquinolonas: Ciprofloxacina (CIP), Norfloxacina (NOR). Penicilinas:
Amoxicilina com Acido Clavulanico (AMC), Ampicilina (AMP). Quinolonas: Acido Nalidixico (NAL), Tetraciclinas:
Tetraciclina (TET). Com o auxilio de uma régua, foi feita a medicao dos halos inibitérios de cada disco. Para determinar se a
bactéria em andlise € sensivel, intermedidrio ou resistente ao antimicrobiano testado foi feita a consulta em tabela apropriada,
segundo o Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCast) e o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (BRCAST, 2021; CLSI, 2021).

Todos os equipamentos que foram utilizados durante a realiza¢do desta pesquisa se encontram presentes no laboratério
de Microbiologia do Centro de Sadde e Tecnologia Rural da UFCG, sendo desta forma, vidvel a realizagdao da mesma. Além

disso, todos os reagentes foram adquiridos com recursos préprios do pesquisador orientador.

3 RESULTADOS

Foram conduzidos experimentos em seis amostras de queijo coalho, dos municipios de Varzea, Sdo José do Sabugi,
Santa Luzia, Sio Mamede e Junco do Seridd, no municipio de Salgadinho ndo foram encontrados pontos de vendas. Dentre essas
amostras, em quatro delas foram isoladas cepas tipicas de E. coli e em todas as seis tiveram resultados sugestivos para a presenca
de Salmonella sp. No total, foram isoladas 27 cepas de E. coli e 31 de Salmonella sp.

Das seis amostras, 100% foram positivas para presenca de coliformes termotolerantes. Desse total, 50% das amostras
obtidas tiveram contagens de 1,1x10%, conforme pode ser observado na tabela 01. 66,67% foram isoladas E. coli, das amostras
apenas uma apresentou contagens proximas ao limite, que € de 1x103> NMP/g estipulado pela Instrugdo Normativa n°60, porém
foi a que mais apresentou isolados (Brasil, 2019).

Das cepas isoladas de E. coli, 52% foram submetidas ao MALDI-TOF, andlise da espectrometria de massa criada por

fons das bactérias, onde cada bactéria possui seu préprio espectro (Hou, 2019). Onde apenas uma destas teve resultado negativo.

Tabela 01 — Resultado de coliformes termotolerantes (NMP/g) e E. coli em amostras de queijo coalho do Seridé ocidental

paraibano, no periodo de nov./2021 a maio/2022.

AMOSTRAS COLIFORMES E.COLI IN/60
TERMOTOLERANTES
01 2.3x10* - IPC
02 1,1x106 - IPC
03 1,1x106 8 IPC
04 2,9x10° 6 IPC
05 3,6x103 11 IPC
06 1,1x106 2 IPC

Legenda: Q = queijo; NMP/g = Nimero Mais Provavel por grama; IPC =. Imprdprio para consumo, segundo a legislacao. Fonte: o Autor.

Ao analisar todas as amostras, 100% delas foram confirmadas com presenga sugestiva de Salmonella sp., conforme
mostra a tabela 02, na Instru¢do normativa n° 60 € estabelecido a auséncia completa de Salmonella sp. nos alimentos (Brasil,

2019).

Tabela 02 — Resultado de pesquisa de Salmonella sp., em amostras de queijo coalho do Seridé ocidental paraibano, no

periodo de nov./2021 a maio/2022.
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AMOSTRAS SALMONELLA IN/60

0l 8 IPC
02 8 IPC
03 4 IPC
04 3 IPC
05 5 IPC
06 3 IPC

Legenda: Q = queijo; IPC =. Imprdprio para consumo, segundo a legislagdo. Fonte: o Autor.

As cepas isoladas de E. coli e Salmonella sp. foram submetidas ao teste de sensibilidade antimicrobiana seguindo os métodos e
antimicrobianos sugeridos pelo BRCAST, 2021 e pelo CSLI. Dos queijos 66,67% apresentaram cepas com resisténcia a
antimicrobianos. Das 27 cepas isoladas de E.coli, 66% apresentaram resisténcia a algum dos antimicrobianos testados e 81% dos
diferentes antimicrobianos. As cepas AJ61 e AJ77 foram resistentes a seis dos antimicrobianos testados, figura 02, seguido da
AJ93 que foi resistente a quatro (Tabela 03). Com relagdo aos antimicrobianos, as resisténcias mais relevantes identificadas
foram: 4cido nalidixico (30%), gentamicina (26%), tetraciclina e ciprofloxacina (22%) cada, amoxicilina + dcido clavulanico

(18,5%).

Tabela 03 - Resultado do teste de sensibilidade aos antimicrobianos com cepas de E. coli isoladas de queijo coalho do

Seridé ocidental paraibano, no periodo de nov./2021 a maio/2022.
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Legenda: Resultado da andlise de susceptibilidade das cepas de E. coli; AJ = identificacio; S = sensivel; R = resistente; as demais siglas conferir a
metodologia.
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Figura 02 — Cepa multirresistente de E. coli.

iﬁ f’i’ﬁ F2-

Legenda: resultado do teste de susceptibilidade em MHA de uma das cepas multirresistentes de E. coli; * = resisténcia aos antimicrobianos.

Em 100% dos queijos tiveram cepas com resisténcia a antimicrobianos. Entre as 31 cepas de Salmonella sp. isoladas,
foram realizados antibiogramas em 24 e destes 91,6% foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano e a 86% dos diferentes
antimicrobianos usados. As cepas SAJ09 e SAJ43 foram resistentes a quatro antimicrobianos cada (Figura 03 e Tabela 4). Sobre
os antimicrobianos que apresentaram maior resisténcia: tetraciclina (50%), imipenem (46%), cefoxitina, amoxicilina + acido

clavulanico e 4cido nalidixico (25%).

Figura 03 — Cepa multirresistente de de Salmonella sp.

Legenda: resultado do teste de susceptibilidade em MHA de uma das cepas multirresistentes de Salmonella sp.; * = resisténcia aos antimicrobianos.

16



Tabela 04 - Resultado do teste de sensibilidade aos antimicrobianos com cepas de Salmonella sp. isoladas de queijo coalho

do Seridé ocidental paraibano, no periodo de nov./2021 a maio/2022.
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Legenda: Resultado da andlise de susceptibilidade das cepas de Salmonella sp.; AJ = identificacdo; S = sensivel; R = resistente; - = ndo foi possivel observar;
as demais siglas conferir a metodologia.

»nn »n »1 L1 L1 Y1 1 1 L1 1 »1 \»1 Y1 »nn W»n

=B - R 7, N /- R, N 7, N 7, W 7, N« B 7 S 7 W 7 W 7 S 7> S /> B~ - B /> B~ - B~ < B /> B~ < B 7 B
v ™Y Y L U U U nu nu nu N nru n n nu n n n
T " v v I n ¥ n n dn ™I Z nn nrn X nn X JIF
=B RN, T - RN, T - R 7 S~ B - B - B~ < B~ - B~ < B~ - B &> B &> B /> B > B 7 W - B 7 W 7 B O
(R - T - T - N - T 7 T 7 W 7 T 7 W 7 S 7 S 7 N /> W 7> S - R 7> B B - B - B 7> T /- B /- B 7
=B 7 B 7, W 7, N, W 7, W 7 W 7 W 7 W 7 W 7> W 7> W~ B &> S &> B > B /> B > B 7 W/, B 7 W /- B

4 DISCUSSAO

As cidades que foram coletadas amostras foram Varzea, Sdo José do Sabugy, Sdo Mamede, duas vezes em Santa
Luzia e Junco do Seridd, respectivamente, devido a falta de pontos no municipio de Salgadinho, foi selecionada a cidade de
Santa Luzia para uma segunda coleta, visto ser o mais populoso e por seu relevante posicionamento geografico.

Os valores obtidos neste trabalho superaram o limite estabelecido na legislacdo. Altos niveis de contamina¢do por
coliformes termotolerantes com presenca de E. coli em queijo coalho também foram observados em outros trabalhos feitos no
Nordeste. No estudo realizado por Bonfim et al., (2020), na Bahia, 62,5% das amostras trabalhadas eram positivas para
coliformes termotolerantes com presenga de E. coli. No Rio Grande do Norte, o queijo de coalho, trabalhado por Leandro &
Souza et al., (2021) também apresentou altas concentra¢des de coliformes termotolerantes. Em Borges et al., (2003) todas as
amostras apresentaram coliformes termotolerantes e confirmada a presenca de E. coli em 93%. J4 os resultados de Sousa et al.,
(2014) divergem de outros encontrados na literatura, das 104 amostras de queijo coalho de seis estados do Nordeste apenas 31%
apresentaram contagens de coliformes termotolerantes acima do limite previsto na legislacao.

Em estudos de susceptibilidade como o de Guimaries et al., (2012), onde as cepas de E. coli apresentaram alta
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susceptibilidade a antimicrobianos como GEN, CIP, TET e NOR. Diferentemente estes tiveram altos indices de resisténcia neste
trabalho. Porém, assim como em Guimarées et al., (2012), também foi identificado resisténcia em GEN, AMC, AMP, CLO e
também cepas multirresistentes a GEN, AMP e CLO. Em concordancia com Barreto et al., (2016), apresentou resisténcia a AMP,
porém divergiu no quesito de sensibilidade ao CIP e na presenca de resisténcia a IMP, que foi observado 100% de
susceptibilidade.

Em Souza et al., (2019), foram obtidos altos indices de resisténcia a GEN e CIP, 100% e 92,85% respectivamente, o
que se assemelha ao observado no presente estudo, em contrapartida os de TET foram baixos, o que diverge deste. J4 em Bonfim
et al., (2020), os resultados com TET sdo préximos, onde de 9 cepas submetidas ao teste, 33,3% foram resistentes, metade do
que foi encontrado, além de ocorréncias de cepas multirresistentes e 100% das cepas sensiveis a CAZ em ambos os estudos,
todavia a AMC teve resisténcia em apenas 11,1% das cepas, o que foi relativamente baixo comparado aos resultados obtidos
para AMC, AMP e CLO ndo apresentaram resisténcia, o que também diverge do obtido.

Outros estudos com queijos de coalho realizados na Paraiba tiveram resultados positivos para Salmonella sp., onde
71% das amostras foram positivas em Sousa et al., (2020) e 40% das 20 amostras de Bezerra et al., (2017). Foi observado por
Sousa et al., (2014) que das 104 amostras apenas uma delas, coletada na Paraiba, teve presenga de Salmonella sp. Em Feitosa et
al., (2003) 9%, das 11 amostras de queijo coalho, coletadas no Rio Grande do Norte foram positivas, enquanto Borges et al.,
(2003) detectou que 34,9% eram positivas para Salmonella sp. no Ceard. Em Alagoas, Munhoz et al., (2021) confirmou a
presenca em 25% de 12 amostras.

Em estudos mais antigos a Salmonella sp. ja apresentava resisténcia a TET, mds era sensivel a antimicrobianos como
CIP, CFO, CLO e IMP, porém as cepas deste estudo apresentaram resisténcia a estes antimicrobianos que antes eram sensiveis
(Senna et al., 1999; Peresi et al., 2006). Em Guimaraes et al., 2012 podemos observar que o padrdo persistiu, com adi¢do a
resisténcia também a AMC. Porém, no presente estudo obtivemos indices de resisténcia elevadissimo de TET comparados a
esses outros trabalhos, 50% das 22 cepas com resisténcia, o que pode sugerir um aumento da resisténcia da bactéria ao
antimicrobiano em especifico, além da também resisténcia a AMC.

Pode ser observado variagdes de resisténcias nos mesmos antimicrobianos entre as mesmas bactérias, algo que ocorreu
principalmente em E. coli, o que pode sugerir diferengas de contaminacdo e ou tratamento antimicrobiano dos rebanhos que
forneceram o leite, ja4 que a contaminacdo do queijo de coalho artesanal pode ocorrer desde a matéria prima, a falta de boas
préticas de producdo e como na comercializagdo, inviabilizando saber onde originou a contaminagao.

A situac@o geral sugere que os queijos utilizados neste trabalho nao passaram por boas praticas de produgdo e o
consumo desses alimentos contaminados por E. coli e Salmonella sp., podem causar infecgdes alimentares e patologias sérias,
visto que sua contaminacgdo estd associada a falta de boas praticas de fabricagdo, o leite pode ter passado por pasteurizagio
inadequada ou néo foi realizada, no seu transporte, no manuseio incorreto e ou durante a comercializagdo, o deixando suscetivel
ao crescimento da E. coli e Salmonella sp., que podem manter-se no queijo contaminado por longo periodo de tempo além de
outros microrganismos causadores de DTHA (Modi et al., 2001; Feitosa et al., 2003; Medeiros et al., 2017; Barros et al., 2019;
Munhoz et al., 2021)

Pode-se observar também através do tempo o surgimento de cepas com resisténcia a antimicrobianos antes sensiveis,
além do aumento na resisténcia de outros ja existentes. Salientando o boletim epidemiolégico (Brasil, 2020) que demonstra um
crescente nos casos de E. coli, mais que o dobro dos nimeros de Salmonella spp. que decresceu, ambas com nimeros proximos

de 6bitos nos ultimos anos. Somados esses dois fatos, representam um grave risco a satde publica que ndo pode ser ignorado.

5 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos podemos concluir que todas as amostras de queijo coalho artesanal utilizadas nesse trabalho
encontram-se impréprias para consumo, devido aos relevantes indices de contaminacao e resisténcia dos isolados de E. coli e

Salmonella sp., além da presenca de cepas multirresistentes de ambas as bactérias, colocando em risco a seguranca da populacio.
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E. coli e Salmonella sp. apresentaram elevada resisténcia aos diferentes antimicrobianos usados e que ambas tiveram
relevantes indices de resisténcia antimicrobiana tanto a TET quanto a AMC. A E. coli em especificos foram a NAL, GEN e CIP.
Ja a Salmonella sp. especificamente em IPM e CFO.

Surtos de DT As sdo um problema que persiste no Brasil a varios anos e que se agrava cada vez mais devido a crescente
resisténcia microbiana, como demonstrado no atual trabalho, fazendo-se necessdrio uma maior fiscalizagcdo, regulamentacdo e
financiamento por parte do governo e conscientiza¢do dos produtores. Se faz também necessdrio a realizacio de outros estudos
para incrementar e corroborar com este trabalho, como a origem e manuseio do leite utilizado para produgdo, doengas e os

métodos de tratamentos utilizados nos rebanhos de origem do leite.
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ANEXO
NORMAS DA REVISTA - RESEARCH, SOCIETY AND DEVELOPMENT
Condic¢oes para submissao

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a conformidade da
submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem de
acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

O arquivo em Microsoft Word enviado no momento da submissao nao possui os nomes dos
autores; A contribuicdo € original e inédita, e ndo estd sendo avaliada para publicagdo por
outra revista; O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos descritos

em Diretrizes para Autores.

Custo de publicagdo (APC) | Para autores brasileiros a taxa de publicagdo é de R$ 300,00
BRL (trezentos reais). Para demais autores, a taxa de publicagdo é de US$ 100,00 USD (cem
ddlares americanos). A taxa de publicacdo é cobrada apenas para trabalhos aceitos. Nao existe
taxa de submissao.

Diretrizes para Autores
1) Estrutura do texto:

Titulo em Portugués, Inglés e Espanhol.

Os autores do artigo (devem ser colocados nesta sequéncia: nome, ORCID, instituicao,
e-mail). OBS.: O numero do ORCID ¢ individual para cada autor, e ele € necessario
para o registro no DOI, e em caso de erro, ndo é possivel realizar o registro no DOI).

e Resumo e Palavras-chave em portugués, inglés e espanhol (o resumo deve conter
objetivo do artigo, metodologia, resultados e conclusdo do estudo. Deve ter entre 150
a 250 palavras);

e Corpo do texto (deve conter as secdes: 1. Introdugdo, na qual haja contextualizacio,
problema estudado e objetivo do artigo; 2. Metodologia utilizada no estudo, bem como
autores de suporte a metodologia; 3. Resultados (ou alternativamente, 3. Resultados e
Discussdo, renumerando os demais subitens); 4. Discussdo e, 5. Consideracdes finais
ou Conclusio);

e Referéncias: (Autores, o artigo deve ter no minimo 20 referéncias as mais atuais
possiveis. Tanto a citacao no texto, quanto no item de Referéncias, utilizar o estilo de
formatacdo da APA - American Psychological Association. As referéncias devem ser
completas e atualizadas. Colocadas em ordem alfabética crescente, pelo sobrenome do
primeiro autor da referéncia. Nao devem ser numeradas. Devem ser colocadas em
tamanho 8 e espacamento 1,0, separadas uma das outras por um espaco em branco).

2) Layout:

Formato Word (.doc);
Escrito em espaco 1,5 cm, utilizando Times New Roman fonte 10, em formato A4 e as
margens do texto deverao ser inferior, superior, direita e esquerda de 1,5 cm.;

e Recuos sdo feitos na régua do editor de texto (ndo pela tecla TAB);

e Os artigos cientificos devem ter mais de 5 paginas.
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3) Figuras:

O uso de imagens, tabelas e as ilustracdes deve seguir o bom senso e, preferencialmente, a
ética e axiologia da comunidade cientifica que discute os temas do manuscrito. Obs: o
tamanho maximo do arquivo a ser submetido é de 10 MB (10 mega).

As figuras, tabelas, quadros etc. (devem ter sua chamada no texto antes de serem inseridas.
Ap6s a sua insercdo, deve constar a fonte (de onde vem a figura ou tabela...) e um pardgrafo
de comentario no qual se diga o que o leitor deve observar de importante neste recurso. As
figuras, tabelas e quadros... devem ser numeradas em ordem crescente. Os titulos das tabelas,
figuras ou quadros devem ser colocados na parte superior e as fontes na parte inferior.

4) Autoria:

O arquivo em word enviado (anexado) no momento da submissdao NAO deve ter os nomes
dos autores.

Todos os autores precisam ser incluidos apenas no sistema da revista e na versao final do
artigo (ap6s andlise dos pareceristas da revista). Os autores devem ser registrados apenas nos
meta dados e na versdo final do artigo (artigo final dentro do template) em ordem de
importancia e contribui¢do na construcdo do texto. OBS.: Autores escrevam o nome dos
autores com a grafia correta e sem abreviaturas no inicio e final artigo e também no sistema
da revista.

O artigo pode ter no maximo 7 autores. Para casos excepcionais € necessdrio consulta prévia a
Equipe da Revista.

5) Comité de Etica e Pesquisa:

Pesquisas envolvendo seres humanos devem apresentar aprovacdo do Comité de Etica e
Pesquisa.

6) Videos tutoriais:
e Cadastro de novo usuario: https://voutu.be/udVFytOmZ3M

e Passo a passo da submissdo do artigo no sistema da
revista: https://youtu.be/OKGdHs7b2Tc

7) Exemplo de referéncias em APA:
e Artigo em periddico:

Gohn, M. G. & Hom, C. S. (2008). Abordagens Teodricas no Estudo dos Movimentos Sociais
na América Latina. Caderno CRH, 21(54), 439-455.

e Livro:

Ganga, G. M. D.; Soma, T. S. & Hoh, G. D. (2012). Trabalho de conclusdo de curso (TCC)
na engenharia de produgdo. Atlas.
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e Pégina da internet:

Amoroso, D. (2016). O que é Web 2.0? http://www.tecmundo.com.br/web/183-o0-que-e-web-
2-0-

8) A revista publica artigos originais e inéditos que ndo estejam postulados simultaneamente
em outras revistas ou 6rgaos editoriais.

9) Duvidas: Quaisquer dividas envie um e-mail para rsd.articles @ gmail.com ou
dorlivete.rsd @ gmail.com ou WhatsApp (55-11-98679-6000)

Declaracao de Direito Autoral
Autores que publicam nesta revista concordam com os seguintes termos:

1) Autores mantém os direitos autorais e concedem a revista o direito de primeira publicacdo,
com o trabalho simultaneamente licenciado sob a Licenca Creative Commons Attribution que
permite o compartilhamento do trabalho com reconhecimento da autoria e publicacio inicial
nesta revista.

2) Autores t€m autorizac@o para assumir contratos adicionais separadamente, para distribui¢ao
nao-exclusiva da versao do trabalho publicada nesta revista (ex.: publicar em repositorio
institucional ou como capitulo de livro), com reconhecimento de autoria e publicacdo inicial
nesta revista.

3) Autores t€m permissao e sao estimulados a publicar e distribuir seu trabalho online (ex.:
em repositdrios institucionais ou na sua pagina pessoal) a qualquer ponto antes ou durante o
processo editorial, ja que isso pode gerar alteracOes produtivas, bem como aumentar o
impacto e a citagdo do trabalho publicado.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderegos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para os servigos

prestados por esta publicag@o, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou a
terceiros.
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