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RESUMO

Objetivou-se avaliar a composicdo quimica, contagem de células sométicas (CCS) e
contagem bacteriana total (CBT) do leite de animais submetidos a aplicacdo de
antibidticos; analisar a persisténcia de antibidticos no leite de animais em lactacéo,
sendo dois da classe betalactamicos, uma tetraciclina e uma quinolona; observar a
persisténcia do Ceftiofur diluido em leite sem residuos quimicos e avaliar 0s prejuizos
causados para a industria e para o produtor devido ao descarte de leite com presenca de
residuos de antibidticos. Houve variacdo nos teores de gordura, proteina, extrato seco
total (EST), extrato seco desengordurado (ESD), lactose e ureia do leite coletado sem e
com residuos de antibidticos. Ap6s o tratamento com antibiotico, todos os animais
atenderam as exigéncias da Instrucdo Normativa 62/2011 para CCS e CBT. O kit SNAP
ST PLUS* utilizado para avaliagdo da presenca de antibidticos da classe dos
betalactamicos e tetraciclinas em leite in natura foi eficiente na deteccdo de antibidticos
a base de penicilina, ceftiofur e oxitetraciclina. Conforme o esperado, o leite dos
animais do tratamento controle e animais submetidos a aplicacdo de enrofloxacina néo
apresentou residuo de antibidticos. Enrofloxacina ndo esta nas classes detectadas pelo
kit SNAP ST PLUS Test®. O ceftiofur, conhecido como antibidtico de “descarte zero”,
apresentou resultado positivo no kit SNAP duo* em uma média de 2,6 dias apos
aplicacdo. Todas as amostras de leite coletadas de animais tratados com antibidtico
Ceftiofur, foram analisadas também, no Beta Star Combo*“S” da Neogen e foi possivel
confirmar a eficacia do kit SNAP duo* na deteccdo de residuos quimicos em leite. Os
resultados obtidos foram idénticos ao observado pelo SNAP durante os dias de analises.
Detectou-se presenca de residuos quimicos no leite de vacas tratadas com diferentes
grupos de antibidticos, apds o periodo de caréncia indicado nas bulas dos medicamentos
utilizados. Foi observado prejuizo para a industria e para o produtor, causado pelo

descarte do leite com presenca de residuos de antibi6ticos.

Palavras-chave: vacas em lactacdo, antibiotico, ceftiofur, residuos quimicos
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ABSTRACT

Quality is a requirement of the worldwide consumer and production levels have led to
manufacturing practices with higher quality standard. Incorrect use of antibiotics in
animals may generate antimicrobial residues in milk, due to non-compliance with
indication and elimination time of the drug. In this context, the objective was to analyze
residues of antibiotics, two of the beta-lactams class, one tetracycline and one quinolone
in the milk of lactating animals; as well as to evaluate the interference of the
composition ceftiofur drug considered zero. The losses caused to the industry and the
producer due to the disposal of milk with the presence of residues of antibiotics were
evaluated. There was variation in the fat, protein, EST and ESD, lactose and urea
contents of all milk samples collected with residues of all antibiotics, after treatment
with antibiotic, all animals met IN 62/2011 for CCS and CBT. The SNAP ST PLUS *
kit used to evaluate the presence of beta-lactam antibiotics and tetracyclines in fresh
milk was efficient to detect antibiotics based on penicillin, ceftiofur and oxytetracycline.
As expected, the milk from control animals and animals submitted to enrofloxacin did
not present antibiotic residue. Enrofloxacin is not in the classes detected by the SNAP
ST PLUS Test® kit. Ceftiofur, known as a "zero discard" antibiotic, showed a positive
result in the SNAP duo * kit at a mean of 2.6 days. All samples collected from animals
treated with antibiotic ceftiofur were also analyzed in the Beta Star Combo "S" of
Neogen and it was possible to confirm the kit SNAP dou* efficacy to detect the
chemical residues in milk. The results obtained were identical to those observed by the
SNAP during the days of analysis. Chemical residues were detected in the milk of cows
treated with different groups of antibiotics after the grace period indicated in the
package inserts of the medicines used. Losses were observed for the industry and for the
producer, caused by the discarding of the milk with the presence of residues of

antibiotics.

Key words: lactating cows, antibiotic, ceftiofur, chemical waste
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INTRODUCAO GERAL

O leite para ser produzido com qualidade exigida pelo mercado, necessita de
critérios, como implementacdo de programas de melhoria da qualidade higiénica,
porém, o conhecimento técnico dos produtores de leite sobre as causas, prejuizos e
medidas de controle de qualidade sdo deficientes em alguns pontos, sendo carente de
informacdes técnicas seguras e confidveis. Este tipo de avaliagcdo deve ser regionalizado
para auxiliar na determinacdo da forma que novos conhecimentos podem ser
apresentados aos produtores, buscando um referencial de avaliacdo de mudancas no
conhecimento e sensibilizacdo dos produtores frente a novos conceitos (MCLEOD
2008). O leite alem de ser um alimento rico em nutrientes, deve ser uma matéria-prima
de boa qualidade. Qualquer indUstria quer um produto de boa qualidade, porém, tem
que se considerar 0s aspectos de seguranca alimentar, pois muitos patdgenos causadores
de doencas no rebanho, oferecem riscos ao consumidor de leite e derivados
(VASCONCELOS & ITO, 2011).

Os residuos quimicos sdo compostos parentais e/ou metabolitos de substancias
quimicas rotineiramente utilizados em concentracdes prescritas e em certas fases da
producdo animal. Os residuos de antibidticos sdo as substancias inibitorias artificiais
mais comuns no leite de vaca com impacto negativo na salide humana, processamento e
qualidade do leite (WHO/FAO, 2009).

Estudos sobre qualidade do leite, incluem uma gama de conceitos, envolvem as
proporcdes dos constituintes quimicos e propriedades sensoriais, presenga ou auséncia
de germes patogénicos, bem como substancias exogenas, que podem afetar a satde dos
consumidores. Um aspecto de suma importancia é a presenca de residuos de antibioticos
que podem impedir a fermentagdo envolvida na producdo de iogurtes e queijos
(ROGISTER et al., 2002).

A propagacdo da resisténcia aos antibidticos tornou-se uma ameaca global a
satde. A incidéncia de residuos de antibioticos no leite produzido no Brasil, pode ser
considerada preocupante, e indica presenca de perigo quimico associado a esses
produtos, dessa forma, estudos que determinem quais sdo essas substancias e
concentragdes, sdo relevantes para se estabelecerem politicas de seguranca alimentar e

controle de residuos quimicos no leite e derivados (NERO et al., 2007).
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A resisténcia aos antibidticos € uma preocupacdo global de saide publica. Os
Centros dos EUA para Controle e Prevencdo de Desempenho descreveram a resisténcia
como um dos problemas de salde mais urgentes do mundo, porque o ndmero de
bactérias resistentes aos antibioticos aumentou na Gltima descoberta e muitas infecgoes
bacterianas estdo se tornando resistentes ao tratamento mais comumente prescrito. A
OMS identificou a resisténcia aos antibioticos como uma das trés maiores ameacas a
saude humana (MUHAMMAD, 2015).

Véarios métodos tém sido descritos na literatura para detec¢do de substancias
antimicrobianas no leite. Estes diferem na sensibilidade, implementacdo e custo. O
controle de residuos de antibi6ticos no leite pode ser verificado ap6s o uso de método
qualitativo, tais como métodos de rastreio microbioldgico e testes imunoldgicos, mas
também com o uso de teste quantitativo como os métodos analiticos (PERICAS et al.,
2010). Portanto, pesquisas que determinem quais séo essas substancias e concentra¢oes
sdo de grande valia para se estabelecerem politicas de controle desses residuos no leite
(SILVA et al., 2014).

No estudo realizado, priorizou-se o grupo de antibidticos betalactamicos e
tetraciclinas, uma vez que sdo amplamente utilizados em terapia para infeccdes
bacterianas em bovinos, particularmente para o tratamento da mastite. Dessa forma,
objetivou-se avaliar o residual de antibidtico a base de penicilina, oxitetraciclina,
ceftiofur e enrofloxacina no leite de animais através do kit IDEXX SNAP duo* ST Plus
Test®™ Foi avaliado a qualidade do leite dos animais tratados com estes antibiéticos e
realizado estudo da incidéncia de residuos de antibidticos em industria de laticinios do

sudoeste goiano.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a persisténcia de residuos de antibioticos pelo kit enzimatico SNAP ST
PLUS em animais tratados com antibidticos das classes betalactamicos, tetraciclinas e
quinolona; analisar a composi¢do quimica e qualidade do leite dos animais e avaliar 0s
prejuizos causados para a industria lactea e para o produtor com o descarte de leite de

animais tratados com antibiotico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o residuo de antibi6tico no leite de animais tratados com antibidtico das
classes betalactamicos (penicilina e ceftiofur), tetraciclinas (oxitetraciclina) e quinolona
(enrofloxacina);

Analisar a composi¢cdo quimica e qualidade do leite desses animais;

Verificar a diluicdo do residual de antibidtico em animais tratados com
antibidticos considerados de descarte zero;

Mensurar as perdas por descarte de leite contaminado com residuos de

antibidtico por produtores e por uma industria de laticinios.
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REVISAO DA LITERATURA

Qualidade do Leite

O leite € um dos produtos mais importantes da agropecudria brasileira, esta
classificado como os seis principais produtos do agronegdécio, ficando a frente de
produtos tradicionais como café beneficiado e arroz (PACHECO et al., 2012).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
a pecudria bovina é um dos setores mais importantes do agronegocio brasileiro, e
consequentemente, da economia nacional (BRASIL, 2014). O mercado do leite e
derivados desempenha papel importante no suprimento de alimentos no Brasil e no
mundo, na geracdo de emprego e renda para a populagdo. O Brasil possui mais de 1,1
milh&o de propriedades na atividade leiteira, ocupando diretamente 3,5 milhdes de
pessoas (PACHECO et al., 2012).

Em 2002, foi implantada a Instrucdo Normativa (IN) n. 51 com o0s requisitos
necessarios para producdo de leite de qualidade. A cadeia do leite sofreu muitas
transformacdes, no entanto, a qualidade do leite ainda ndo apresenta padrbes de
exceléncia internacionais, como reportado por Souza et al. (2008) e Cassoli et al. (2008)
nas diferentes regibes do Brasil, apontando preocupacdo com a qualidade do leite no
que se refere a contagem de células sométicas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT).

Em janeiro de 2012, a IN n. 51 foi revogada, passando a valer a IN n. 62/2011
para qualidade do leite cru refrigerado (BRASIL, 2011). O Quadro 1 apresenta 0s
requisitos fisico-quimicos estabelecidos pela IN n. 62. Também foram estabelecidos
novos prazos para implantagdo de limites legais da CCS e CBT do leite cru (Quadro 2).

Em maio de 2016, foi publicada a IN n. 7 sobre o Regulamento Técnico da
Coleta de Leite Cru Refrigerado e Transporte a Granel, que passou a vigorar com a
prorrogacdo dos niveis estabelecidos pela IN n. 62, para niveis de CCS e CBT de
01/07/2017 para 01/07/2018 para as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste.

Em 15 de julho de 201,1 foi publicada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) a Instru¢cdo Normativa n°® 34, que estabelece a obrigatoriedade
de acreditacdo, junto ao INMETRO, na norma ABNT NBR ISO/IEC 17.025 -
Requisitos Gerais para Competéncia de Laboratérios de Ensaio e Calibragdo, para os

ensaios realizados pelos laboratorios pertencentes a Rede Brasileira de Laboratérios de
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Controle da Qualidade do Leite (RBQL) ja credenciados no MAPA.

QUADRO 1 - Requisitos minimos de indicadores da qualidade do leite para
recebimento do leite refrigerado por estabelecimentos processadores de leite no Brasil.

Requisitos Parametros
Gordura (%) Minimo 3,0
Acidez titulavel (g acido latico/100 mL) | 0,14 a 0,18
Densidade a 15/15°C (g/mL) 1,028a1,034

-0,530°H a -0,550°H (equivalentes a -

Indice crioscopico -0,512°C e -0,531°C, respectivamente)

Sélidos ndo gordurosos (%) Minimo 8,4
Proteina total (%) Minimo 2,9
Alizarol 72% (v/v) Estavel
Residuos quimicos - Antibi6ticos Auséncia total

Fonte: Adaptado de Brasil, (2011).

QUADRO 2 - Limites maximos da contagem bacteriana total (CBT) e contagem de
células somaticas (CCS) do leite de tanques de expansdo (propriedades ou tanque
comunitario) estabelecidos pela Instrugdo Normativa n. 62 de 2011.

Sul, Sudeste e Centro- Ate Até Até
’ Oeste 31/12/2011 30/06/2014 30/06/2016 | 01/07/2016
Norte e Nordeste Ate Até Até 01/07/2017
31/12/2012 30/06/2015 30/06/2017
CBT (UFC/mL) 7,5x 10° 6,0 x 10° 3,0 x 10° 1,0 x 10°
CCs' (Cs/mL) 7,5x 10° 6,0 x 10° 5,0 x 10° 4,0 x 10°

'Uma andlise mensal com média geométrica dos Gltimos trés meses. Fonte: Brasil, (2011). UFC =
unidades formadoras de col6nia. CS = células somaticas.

A qualidade do leite destinado ao consumo humano tem despertado atengéo e
preocupacdo de pesquisadores, tendo em vista que assume aspecto nutricional de grande
importancia econdmico-social em todas as classes e faixas etarias da populacao, e sendo
ainda um alimento que envolve bastante destaque na area da satde publica. A qualidade
e seguranca dos alimentos devem ser referéncias na indastria de laticinios, ja que séo
essenciais a saude do consumidor (MELO, 2013).

O controle sanitario do leite é essencial para seguranca do alimento e para que
ndo haja riscos de contaminagdo. Quando recebido na plataforma de recepcao deve ser
analisado de forma idGnea e deve estar em cumprimento com normas regulamentadoras
que determinam os padrdes de identidade e qualidade do leite in natura, além disso, ndo
deve apresentar residuos de antibidticos, deve possuir contagens minimas de CCS e

CBT e ndo apresentar nenhum tipo de fraude na composicio (MARCILIO, 2008).
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Para obtencdo de leite de qualidade, faz-se necessario manejo sanitario
adequado, com medidas de prevencdo e controle de doencas do rebanho leiteiro, rotina
de ordenha bem controlada e higienizacédo realizada de maneira correta dos utensilios e
equipamentos utilizados no processo. Entre outros fatores que contribuem para evitar a
contaminacéo do leite na propriedade rural, Portela et al., 2014, como mastite, higiene,
nivel tecnoldgico empregado, residuos de antibidticos, &gua, sanidade animal,
alimentacdo, genética, armazenamento do leite na propriedade e transporte do produto
da propriedade até a industria (MALACARNE et al., 2016).

Outro fator importante para qualidade final dos produtos lacteos € a
contaminacéo inicial do leite cru, visto que alguns microrganismos podem dobrar a
populacéo a cada 20 ou 30 minutos (GUERREIRO et al., 2005). A contaminacao inicial
do leite pode ser consequéncia de deficiéncias no manejo e higiene da ordenha,
manutencdo e desinfeccdo inadequadas dos equipamentos, refrigeracdo ineficiente e
mé&o de obra desqualificada (VALLIN et al., 2009).

A entrada em vigor de novas legislacdes de qualidade do leite cru (IN 51 e IN
62) demandou por parte dos produtores a estocagem e refrigeracdo do leite cru na
propria fazenda. Pinto et al., 2006 comentou que o resfriamento do leite na propriedade
e transporte granelizado em caminhdes isotérmicos inibem o crescimento bacteriano,
diminuindo perdas econdmicas com acidificacdo e prolongando o armazenamento do
leite na propriedade, desta forma, evita-se perda de qualidade e reduz custos com
transporte.

A qualidade é uma exigéncia do consumidor mundial, os niveis de produgdo
levaram & continua evolucdo da fabricacdo com padréo de qualidade superior. Assunto
esse, que passou a ser global, sendo que a rotina do servigco prestado pelas industrias
passou a ser monitorada diariamente. Ndo se pode atender a exigéncia do consumidor
de acordo com a qualidade necessaria sem se falar em padronizacdo de nivel de
producéo, e isso atende consumidores nacionais e internacionais. Com essas exigéncias
de desenvolvimento na producdo com padrdes, surgem as normas da série ISO 9000 que
formam um conjunto de padrdes mundiais que estabelecem exigéncias para o
funcionamento do sistema de gestdo da qualidade dasempresas (ISO, 9000).

Os padrdes de exigéncias sao assuntos prioritarios para as industrias, sendo essas
as maiores interessadas ja que a qualidade do leite esta ligada diretamente a qualidade de
produtos, uma vez que a matéria-prima de ma qualidade que chega até as plataformas

das industrias, acarreta em aumento de custos e perdas no processamento, diminuigédo
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do shelf life (vida de prateleira) dos produtos lacteos e em alguns casos afetando a
exportacdo ja que esté associada diretamente a satide publica.

Os programas de pagamento por qualidade do leite cru das industrias nacionais séo
baseados em indicadores de qualidade adotados por paises com pecudria leiteira
desenvolvida e em desenvolvimento, alterando apenas os critérios de gratificacdo e
penalizagdo (IDF, 2006). Com o intuito de promover os programas de pagamento por
qualidade, a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAQO)
procura orientar grupos de produtores de leite no estabelecimento de pardmetros para
colocar em pratica indicadores de qualidade do leite (DRAAIYER, 2009).

O leite é fonte de nutrientes, como proteinas, destacando-se gordura e minerais,
porém, esses nutrientes sdo excelente meio de cultura para bactérias, e, por este motivo,
deve ser refrigerado imediatamente apds a ordenha, até 0 momento do transporte para a
indastria (MARTINS et al., 2008). Medidas como o resfriamento do leite logo apds a
ordenha e a coleta granelizada, sdo importantes para reduzir a multiplicacdo de bactérias
e garantir a qualidade do leite (SILVA et al., 2009). No entanto, essas medidas ndo sdo
suficientes para manté-lo com baixa contagem bacteriana, pois a contaminacdo do leite
pode ter origem na propria glandula mamaria de vacas com mastite, na pele dos tetos
(lama, esterco e contaminacdo ambiental), contato com as mdos dos ordenhadores,
limpeza deficiente dos equipamentos de ordenha, bem como na agua utilizada durante
as diversas etapas do manejo de ordenha (KELLY et al., 2009).

Dados publicados pela Rede Brasileira de Qualidade do Leite (RBQL) em 2012,
quando 2,8 milhdes de amostras de leite no Brasil foram analisadas, 71% apresentaram
CCS abaixo dos limites de 600 mil CS/mL e apenas 60% das amostras apresentaram
resultado de CBT abaixo de 600 mil UFC/mL (limites estabelecidos até junho de 2014
nas regides Sul, Sudeste e Centro Oeste). No entanto, somente 48% e 29% das amostras
estariam em conformidade com os limites de 400 mil CS/mL para CCS e 100 mil
UFC/mL para CBT, estabelecidos pela IN 62 (BRASIL, 2011) para as regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste em 2016 e para as regides Norte e Nordeste em 2017
(SANTOS, 2013).

Um dos componentes do leite mais sujeitos a variacdes € o teor de gordura, e
variagbes nos teores de proteina sdo determinantes do rendimento industrial
(LINDMARK-MANSSON et al., 2003). De acordo com Reis et al. (2003) estdo
incluidos nessas varia¢Ges fatores ambientais e de manejo, especialmente relacionados a

nutricdo, além de fatores genéticos. Assim como a CCS, a CBT influencia
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negativamente os constituintes do leite, afetando a composi¢do quimica e reduzindo o
rendimento no processamento do leite.

Os procedimentos de limpeza e higienizacéo dos equipamentos de ordenha estdo
relacionados diretamente com a CBT do leite. A contaminacdo por bactérias
psicrotroficas no leite do tanque e CCS nas linhas do equipamento de ordenha foram
correlacionadas com a temperatura das solugdes detergentes e de enxague (BAVA et al.,
2011). Os autores concluiram que a inspecdo e adequacdo da temperatura da agua
durante a limpeza dos equipamentos pode ser uma medida simples e efetiva no controle
dos fatores de risco para a qualidade higiénica do leite informal refrigerado.

Ainda ha comercializacdo de leite sem inspecdo sanitaria, no Brasil, estima-se
que cerca de 20% a 30% da producdo de leite ndo tem o tratamento térmico adequado
(VIANNA, 2009). Esse tipo de produto ¢é denominado “leite informal” e ¢é
comercializado em utensilios plasticos ou de vidro elaborados para armazenar outros
produtos, como refrigerantes por exemplo.

Apesar da irregularidade na comercializacdo do leite informal, sdo escassas as
informacdes sobre a presenca de microrganismos, toxinas, residuos de antimicrobianos,
contagens bacterianas totais e de células somaticas (CS), bem como dos constituintes
nutricionais e fisico-quimicos (VIDAL-MARTINS et al. 2013). A auséncia de
informacdes de qualidade expde a populacdo ao consumo de leite com baixa qualidade,
riscos de reacOes organicas indesejaveis, além de veicularem toxinas e microrganismos
com potencial zoon6tico (VASCONCELOS & ITTO2011).

O crescimento bacteriano produz enzimas que causam alteraces fisico-quimicas
no leite, resultando em perdas na qualidade, gerando consequentemente, perdas
econbmicas pela queda no rendimento industrial, problemas no processamento,
producdo de derivados lacteos mais instaveis, de pior qualidade e com menor shelf life
(VINHOLIS & BRANDAO, 2009). Além disso, o rapido crescimento bacteriano pode
produzir toxinas bacterianas termoestaveis, frequentemente associadas a surtos de
toxinfeccdo alimentar (FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004).

Um dos problemas mais graves sdo as diversas fraudes que causam prejuizos
econdmicos, riscos a saude dos consumidores e, as vezes, problemas para as industrias,
como diminuicdo do rendimento industrial. Muitos alimentos estdo sujeitos as fraudes,
mas o leite € um dos mais comumente fraudados por agua (MOORE et al., 2012).

Antibidticos sdo usados para tratar infec¢bes bacterianas. O uso indevido de

diferentes classes de antibioticos provoca resisténcia bacteriana contra doencas
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infecciosas tanto humanas como animais. Sabe-se que entre todos os antibidticos,
alguns sdo aplicados através da glandula mamaria, tanto em humanos como animais. O
uso generalizado de antibioticos no manejo de gado leiteiro pode resultar na presenca de
residuos de antibidticos no leite. O consumo de leite com tais niveis de residuos de
antibioticos por seres humanos predispde os a efeitos graves para a saude. Em um
estudo realizado, foi analisado quais antibidticos sdo frequentemente utilizados para
tratamento de animais em lactacdo e que deixam residuos no leite, foi também avaliado
a quantidade desse residuo para assegurar a saude dos consumidores em relacdo a

ingestdo de residuos quimicos (HOSEN et al., 2010).

Antibidtico

As modernas operagdes de alimentacdo animal em escala industrial dependem
amplamente de veterinaria farmacéutica, incluindo antibidticos, para estimular o
crescimento animal. Ap6s a excrecdo, 0s antibidticos sdo transportados pelo meio
ambiente através de escoamento, lixiviacdo e aplicacdo de adubacdo (ANDREW et al.,
2015).

A Instrucdo Normativa n° 42, publicada em 1999 pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1999), estabelece os Limites Maximos de
Residuos (LMR) em vigor no Brasil e altera o Plano Nacional de Controle de Residuos
em Produtos de Origem Animal - PNCR, em que esta inserido o Programa de Controle
de Residuos em Leite - PCRL. O PNCR foi instituido pela Portaria Ministerial n°. 51, de
06 de maio de 1986 e adequado pela Portaria Ministerial n°. 527, de 15 de agosto de
1995. O Quadro 1 mostra os valores estabelecidos para os LMR pelo Codex
Alimentarius, pela Unido Europeia (UE) e Brasil, e os valores de tolerancia
estabelecidos pelos Estados Unidos (EUA). No quadro 3, é possivel observar as classes
e LMR permitidos de acordo com o Codex Alimentarius.

Residuos de medicamentos no leite, sdo de suma relevancia, em destaque os de
antibioticos sdo de grande preocupacdo para produtores de leite, processadores,
consumidores e agéncias reguladoras. Para garantir seguranca alimentar dos
consumidores, varias autoridades reguladoras em todo o mundo, incluindo a National
Agency for Food and Drug Administration and Control (NAFDAC) - Agéncia Nacional
de Administragédo e Controle de Alimentos e Medicamentos, European Food Safety
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Authority (EFSA) Agéncia Europeia de Seguranga Alimentar, Food and Drug
Administration (FDA) e Estados Unidos da América - USA Codex Alimentarius,
estabeleceram tolerancia, de niveis seguros de residuos de antibi6ticos no leite para
protecdo ao consumidor (ADEWUY!I et al., 2011).

QUADRO 3 - Limites maximos de residuos antimicrobianos no leite (LMR) em pg/kg
ou partes por bilhdes (ppb).

Grupo/Substancia Brasil LMR Codex LMR UE EUA
BetaLactamicos:

Penicilina 4 4 4 5
Ampicilna 4 - 4 10
Amoxicilina 4 - 4 10
Cloxacilina - - 30 10
Ceftiofur 100 100 100 50
Tetraciclinas:

Tetraciclina 100 100 100 300
Oxitetraciclina 100 100 100 300
Clortetraciclina 100 100 100 300
Macrolideos:

Eritromicina 40 - 40 50
Tilosina - 100 50 50
Aminoglicosideos:

Estreptomicina 200 200 200 125
Neomicina 500 1500 500 150
Gentamicina - 200 100 30
Sulfonamidas:

Sulfametazina 100 - - 10
Sulfadimetoxina 100 - - 10
Sulfatiazol 100 - - 10
Sulfadimidina - 25 - 10
Outros:

Cloranfenicol - - 0 0
Trimetropim - - 50

Fonte: adaptado de Brasil (1999) - Codex Alimentarius (2011).

A pesquisa de fraudes é obrigatéria somente para leite cru (BRASIL, 2011) e se
houver falhas no controle realizado pela industria, a falta de determinagéo legal para
leite pasteurizado ou UAT exp6e o consumidor ao produto adulterado. No Rio Grande
do Sul, duas industrias de laticinios foram investigadas por fraude no leite pasteurizado,
requeijdo e leite UAT (CARNEIRO, 2014).

Os antibioticos sdo substancias produzidas naturalmente por organismos vivos
ou produzidas sinteticamente em laboratério e sdo capazes de eliminar ou inibir o

crescimento de microrganismos. Podem ser classificados de acordo com os efeitos,
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como bactericidas ou bacteriostaticos. O uso de antibioticos em animais logo seguiu 0
uso em seres humanos, com a finalidade de prevencdo de doenca e tratamento. As
drogas antimicrobianas sdo usadas para controlar, eliminar, e tratar infeccdes, porém
também podem ser utilizadas para estimular o crescimento animal e melhorar a
eficiéncia alimentar (TOLLEFSON & MILLER, 2000).

Os farmacos antimicrobianos comumente utilizados, particularmente 0s
antibidticos no nivel da fazenda, sdo de grupos variados. Incluem os beta-lactamicos,
tetraciclinas, aminoglicosideos e sulfonamidas, dentre estes, as penicilinas e
tetraciclinas (BUKUKU, 2013). Esses antibidticos podem ser usados isoladamente ou as
vezes em combinagdo ao tratar os animais. Estudos foram realizados na Tanzania
(KATAKWEBA et al., 2012) e no Quénia (SHITANDI, 2004) e revelaram que esses
antibidticos sdo amplamente utilizados para o tratamento de diferentes doencas do
rebanho leiteiro.

O uso incorreto de antibidticos utilizados em animais pode gerar residuos de
antimicrobianos no leite, devido ao ndo cumprimento de indicacdo de receituario e
tempo de eliminacdo do medicamento, bem como adi¢cdo destes na alimentacdo animal
ou até mesmo quando as boas praticas de producdo ndo sdo atendidas. A mastite é a
causa principal de residuos de antibiéticos em leite (BANSAL et al., 2011).

Residuos de medicamentos, como os antibioticos, que vao para o leite, pode
estar relacionado a alimentacdo do animal, que também podem conter aditivos para o
crescimento, ou relacionados a alta dose de medicamento aplicado, que em excesso
pode se tornar toxico ou aumentar o tempo para ser totalmente excretado do organismo
do animal, por exemplo, em vacas lactantes uma dose alta de antibi6ticos seria
necessario um tempo de espera maior para a ordenha, até que todo medicamento seja
eliminado pelo organismo, frequentemente os pecuaristas obedecem essa restri¢do, o
que acarretara em leite com residuos do medicamento, isso ocorre pois, sabe-se que 0
leite ¢ uma das vias de secre¢do do animal (NASCIMENTO, 2001).

Os antibidticos possuem caracteristica de resisténcia térmica variavel e mesmo
guando submetidos a tratamentos térmicos na faixa de 72°C a 75°C/15 a 20 segundos,
como pasteurizacao, fervura ou até mesmo tratamento a ultra alta temperatura (UAT) a
130°C a 140°C por 4 segundos ndo inativam o0s residuos de antimicrobianos
supostamente presentes no leite.

A introducdo de antibidticos no campo veterinario comecou logo ap6s o uso de

antibioticos para o tratamento de doencas bacterianas em seres humanos, na década de



23

1930. O principal uso de antibidticos na criacdo de animais foi para o tratamento e
prevencdo de doengas. De fato, os antibidticos tém sido utilizados para o tratamento de
varias infeccbes, como: mastite, artrite, doencas respiratdrias e infeccOes
gastrointestinais (MOORE et al., 2012).

Os residuos de antibidticos no leite que é utilizado para produzir produtos
fermentados, pode interferir no processo de fermentacgdo, afetando as bactérias do acido
latico. Normalmente, trata-se apenas de problema técnico que resulta em perdas
financeiras, mas, quando ocorre, 0s agentes patogénicos presentes no leite podem
crescer e representar perigo para a satde, mais tarde. Por estas razdes, muitos paises tém
regulamentos que proibem a venda do leite de vacas que estdo sendo tratadas para a
mastite e o leite é testado rotineiramente para a presenca de residuos do antibiotico
(SOBHY et al., 2013).

Os residuos antimicrobianos sdo atualmente as substancias inibitorias mais
comuns detectadas no leite e podem ter efeitos indesejaveis sobre a qualidade do leite,
propriedades tecnoldgicas, qualidade dos produtos lacteos e, por fim, a saide humana
(ZHAN et al., 2012).

A importancia do monitoramento de residuos antimicrobianos no leite é
enfatizado pelo papel do leite e produtos lacteos na nutricdo humana. A Unido Europeia
(UE) estabeleceu Limites Maximos de Residuos (LMR) seguros para substancias
farmacologicamente ativas em géneros alimenticios de origem animal (COMISSAO
EUROPEIA, 2010).

O Regulamento Europeu n° 178/2002/UE (Comissdo Europeia, 2002) afirma que
na UE os operadores das empresas do setor alimentar, sdo responsaveis legais pela
garantia da seguranga alimentar, e, € geralmente reconhecido que os produtores sdo
conhecedores e coresponsaveis na producdo de materia-prima segura.

Varios métodos sdo utilizados para deteccdo de residuos de antibioticos em leite
refrigerado, dentre estes, tem-se testes inibidores de crescimento microbiano, testes
imunoldgicos, testes receptores e enzimaticos, e ainda alguns testes especiais
(PHILPOT, 2000).

Os programas de seguranca alimentar, como o0 controle e monitoramento da
presenca de residuos de antimicrobianos veterinarios no leite e derivados € primordial
dentre os programas de seguranga nas fabricas de laticinios, pois, existe grande niumero
de diferentes compostos e formulagdes comerciais. O conhecimento das substancias

antimicrobianas mais utilizadas em exploragdes leiteiras servird para escolher testes de
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rastreio apropriados para detectar residuos de antimicrobianos no leite (VRAGOVIC et
al., 2011).

Porém, existem enormes falhas na implementacdo porque a avaliacdo técnica de
uma aplicacdo de marketing € limitada apenas ao procedimento administrativo, a
informacdo dada ao produtor sobre o produto, pode ser falha por falta de conhecimento
técnico do vendedor ou por negligéncia das informacGes necessarias. Esses paises nao
possuem ferramentas de controle cientifico efetivas para garantir a validade dos dados
fornecidos pelo requerente. Além disso, os procedimentos ndo abrangem todas as
especialidades veterinarias comercializadas nesses paises (MENSAH, 2014).

Pequenos niveis de antibioticos podem ser muito perigosos para seres humanos
suscetiveis, causando severos efeitos. Em relacdo aos riscos associados aos residuos de
antibidticos, € necessario desenvolver programas de garantia de qualidade para residuos
de antibioticos em alimentos de origem animal. O uso de método quimico como
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por indice de refracdo (HPLC)
permite  quantificar e identificar antibiéticos no consumo de carne.
(SAMANDOULOUGOU et al., 2015).

Foram encontrados residuos de antibiticos em amostras de leite in natura. 1sso
pode ser explicado pelo uso intenso e indevido de medicamentos veterinarios, bem
como a falha no respeito do periodo entre a administracdo do antibidtico ao animal e a
coleta de leite. Para resolver esta situacdo, devem ser aplicadas medidas, tais como:
boas praticas veterinarias, cumprimento do tempo de descarte do leite antes do destino
do mesmo para a industria. Finalmente em outros estudos espera-se identificar residuos
de antibidticos no leite, utilizando a combinacdo de duas técnicas: o método
microbioldgico com difusdo em agar e 0 método analitico (cromatografia liquida de alta
eficiéncia) para determinar ndo apenas o tipo de residuos de antibioticos utilizados mas
também a concentracdo no leite coletado (TITOUCHE et al., 2013).

Uma vez que o consumidor ficou mais acessivel as informagGes sobre a
fabricacdo dos produtos, as pessoas estdo agora mais atentas a qualidade dos alimentos
gue consomem, incluindo os produtos lacteos. Portanto, o controle efetivo é necessario
para assegurar a qualidade do leite e produtos lacteos como alimentos saudaveis
essenciais. Se os antimicrobianos forem mal aplicados no rebanho, sem monitorar as
recomendacdes de seguranca, as restituicdes de antibioticos podem afetar o leite e leite
em po. Vérios métodos de selecdo podem ser usados para deteccdo de residuos de

antibioticos no leite e derivados em fabricas de laticinios (NOORI et al., 2013).
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O uso de antibiodticos para o tratamento de mastite clinica apresentou ser mais
frequente em rebanhos com alta CCS, a mastite € uma doenca causada por diferentes
microrganismos e, por este motivo, apresenta dificil controle (OLIVER & MURINDA,
2012). E caracterizada pela presenca de grumos ou secrecdes anormais no leite com ou
sem sintomas de inflamagé&o local ou sisttmica (BARLOW, 2011).

O leite fora do padrédo de qualidade néo pode ser comercializado, desta forma, o
tratamento com antibioticos deve ser realizado imediatamente apds o aparecimento dos
sintomas, com o objetivo de reduzir ou eliminar os sinais clinicos. Outro objetivo do
tratamento da mastite é obter a cura bacterioldgica, ou seja, a eliminacdo do patégeno
do quarto mamario infectado ap6s o tratamento (PINZON- SANCHEZ & RUEGG,
2011).

Penicilina

A penicilna foi descoberta por Alexander Fleming em 1928 como coproduto do
Penicillium notatum, que deu origem ao nome do medicamento. Possui anel beta-
lactdmico fundido a anel sulfurico com cinco membros contendo tiazolidina. Uma
modifica¢do na posigdo seis da cadeia lateral do anel beta-lactamico resulta em drogas
com diferentes propriedades antibacterianas e farmacolédgicas (PAMVET, 2009).

Penicilinas e cefalosporinas sdo polipeptideos que apresentam anel beta-
lactdmico. As penicilinas derivam do &cido 6-amino-penicilindmico e as cefalosporinas
do &cido 7-amino-cefalosporinamico. Ambas atuam impedindo a formacdo da parede
celular, interferindo na sintese de peptideoglicano do microrganismo em fase de
crescimento logaritmico, sendo, portanto, bactericida. Estas agem inibindo a
transpeptidase, enzima que participa da Gltima etapa da sintese da parede celular
(PRESCOTT, 2006).

A penicilina tem alta eficiencia, pois inibe fortemente as bactérias do acido
latico e pode desencadear choque anafilatico em pacientes invulgarmente sensiveis a
quem foi administrado anteriormente. Outros antibidticos podem causar reagdes
semelhantes, mas evidéncias indicam que a penicilina € uma grande preocupacao.
Sugeriu-se que o presente limite recomendado de 0,05 Ul de penicilina/mL no leite é
muito alto e ndo oferece garantia de seguranca (SWANTARA et al., 2014).

Os antibioticos beta-lactamicos (ampicilina, amoxicilina, cefazolina, oxacilina,

dicloxacilina, nafcilina, cloxacilina, penicilina G, penicilina V) sdo largamente
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utilizados no tratamento de mastite em vacas leiteiras, mas seu uso também é comum no
rebanho bovino de corte, em suinos e em aves (Bogialli, 2009). Nessa ultima espécie
também sdo utilizados para tratar infecgbes respiratorias e artrites ou como aditivo
alimentar para preveni-las. Sdo rapidamente excretados do sangue por via renal, e
eliminados em sua maior parte no leite, na urina, embora possam ser encontrados em

pequena quantidade também na bile e nas fezes (DOYLE, 2006).

A manipulacdo das substancias deste grupo necessita de algumas precaucdes,
pois 0s beta-lactamicos sdo bastante solUveis em agua e apresentam, na sua estrutura,
anéis instaveis de quatro membros que promovem degradacdo da molécula por
aquecimento e isomerizacdo em meio acido (Bogialli, 2009). Em virtude dessas
particularidades a otimizacdo dos procedimentos de extracdo e purificacdo para estes
analitos deve ser realizada com as condicdes bem controladas para que ndo ocorra

degradacéo dos mesmos.

Ceftiofur

A primeira cefalosporina foi descoberta em 1945, por Giuseppe Botzu, a partir
de Cephalosporium acremonium. Possuem anel beta-lactdmico ligado a um anel de
dihidrotiazina de seis componentes contendo enxofre. O nlcleo € mais resistente a acdo
de muitas enzimas bacterianas, propriedade que explica o amplo espectro de acgdo
(PAMVET, 2009).

As cefalosporinas provém do fungo Cephalosporium acremonium e apresentam
mecanismo de acdo semelhante ao das penicilinas, por impedirem a sintese da parede
celular do microrganismo. Ha disponibilidade de mais de 20 cefalosporinas que podem
ser classificadas em geracGes, segundo caracteristicas e ordem cronoldgica de sua
sintese e, atualmente, quatro geracgdes estdo disponiveis no comércio (ITO et al., 2005).

As cefalosporinas sdo classificadas como de primeira, segunda, terceira e quarta
geragbes, com base nas caracteristicas gerais de sua atividade antibacteriana
(KOROLKOVAS, 2006). O Ceftiofur esta descrito no THE INDEX MERCK (2001), é
uma cefalosporina de terceira geracdo de uso exclusivo em medicina veterinéria,
apresentando estrutura molecular que lhe proporciona espectro de atividade contra
patdbgenos gram-positivos e gram-negativos, incluindo os resistentes a outros

antibioticos.
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Em 1991, o FDA aprovou o ceftiofur para uso em vacas leiteiras e para o
tratamento de infec¢des respiratorias em suinos associadas com Pasteurella multocida,
Actinobacillus pleuropneumoniae, Salmonella cholerasuis e Streptococcus suis (FDA,
1991). Atualmente o ceftiofur sédico também esta indicado para ser utilizado em aves,
equinos, cées e gatos (FDA, 1999).

O ceftiofur € um dos farmacos comumente usados em fazendas leiteiras,
principalmente no tratamento de infeccBes respiratdrias e mastite, tanto em vaca seca,
como em lactacdo. E comercializado com vérias denominaces com apelo de descarte
zero em leite, podendo esse, ser metabolizado resultando em metabolitos diferentes da
molécula primaria. E de amplo espectro, incluindo as cepas produtoras de R-lactamase.
E rapidamente metabolizado formando vérios metabolitos, sendo o principal destes o
desfuroilceftiofur (ANVISA 2009).

Ceftiofur é a Unica cefalosporina de terceira geragdo aprovada para uso em
bovinos nos Estados Unidos e atualmente esté rotulada para tratamento de pneumonia
bovina, necrobacilose interdigital, metrite aguda e mastite (PETRI, 2011).

Um estudo mostrou a eficacia terapéutica de ceftiofur com alta dose para
tratamento de salmonelose induzida experimentalmente em bezerros recém-nascidos.
Houve reducdo da infeccdo nos bezerros tratados em comparagdo com O grupo nao
medicado. Concluiu-se que o uso de ceftiofur pode aumentar a depuracdo das
salmonelas e também aumentar o bem-estar dos animais, reduzindo a concentracdo de
salmonela no bolo fecal (FECTEAU et al., 2003).

O efeito da idade sobre a farmacocinética do ceftiofur sodico foi estudado por
Brown et al. (1996), foram formados dois grupos, o grupo | composto por dezesseis
bezerros Holstein de um dia e 14 bezerros Holstein Stear, de seis meses de idade
alocados no grupo Il. Uma dose de 2,2 mg/kg de ceftiofur sodico foi avaliada em
animais de dois grupos etarios diferentes. As amostras de sangue foram coletadas e a
concentragdo plasmatica de ceftiofur foi determinada como desfuroilceftiofur acetamida
(DCA) por HPLC. Concluiu-se que o ceftiofur sodico na dose aprovada de 1,1 a 2,2
mg/kg pode fornecer concentragdo plasmatica mais baixa por um periodo de tempo

mais longo em recém-nascidos em comparacao com bezerros mais velhos.
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Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo antibidticos de largo espectro. Atuam sobre bactérias gram-
positivas e gram-negativas, clamidias, riquétsias e protozoarios como Plasmodium
falciparum, Trichomonas spp., Entamoeba coli e Giardia lamblia. Estes antibioticos
podem ocasionalmente se ligar a subunidade de ribossoma dos animais superiores, 0
que explica reacbes adversas como nausea, vomito, diarreia, quando administrado via
oral, e dor local, por via intramuscular (GIGUERE, 2006).

As tetraciclinas possuem propriedades favoraveis, tais como amplo espectro de
acdo e baixa toxicidade. Devido a essas propriedades, tem ocorrido 0 uso
indiscriminado desses farmacos, e consequentemente, a resisténcia bacteriana a esses
farmacos (MACHADO et al., 2009).

A base estrutural das quinolonas é o anel 4-quinolona que tem sido modificado
na tentativa de obter aumento no espectro da droga que age inibindo as topoisomerases
bacterianas do tipo Il (DNA girase), impedindo o enrolamento da hélice de DNA. A
introducdo de quinolona fluorada representa progresso terapéutico, pois estas drogas sao
dotadas de amplo espectro de acdo (MANDELL & PETRI JR., 1997).

Além dos efeitos toxicos comumente causados por residuos de antimicrobianos,
as tetraciclinas também sdo capazes de interferir na reabsorcdo de calcio,
comprometendo o desenvolvimento 6sseo de criancas (ANVISA 2009).

As tetraciclinas, incluindo tetraciclina, oxitetraciclina e clorotetraciclina sdo
antibidticos de amplo espectro amplamente utilizados na pecuéria para prevencao e
tratamento de doencas e aditivos alimentares para promover o crescimento. As
tetraciclinas podem ser administradas oralmente através de racdo ou agua potével, por
via parentérica ou por infusdo intramamaria (ABBASI et al., 2011).

Estes antibioticos podem ocasionar reacgdes alérgicas em humanos, comprometer
0 desenvolvimento 0sseo de criancgas, interferir na reabsorcdo de calcio pelos 0ssos,
além de provocar alteracbes na denticdo. S&o ainda pouco absorvidas no trato
gastrointestinal, e permanecem em altas concentragdes interferindo na microbiota
intestinal (PAMVET, 2009).

As tetraciclinas presentes no leite podem potencialmente manchar os dentes de
criangas pequenas. A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) e a Organizagdo para a
Alimentacdo e Agricultura (FAO) estabeleceram normas para a ingestdo diaria aceitavel

e os teores maximos de residuos a fim de proteger os seres humanos contra efeitos
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nocivos dos residuos de drogas no leite. A OMS, a Unido Europeia (UE) e o Ministério
da Agricultura da China estabeleceram LMR de 100 ng/g para tetraciclina e
oxitetraciclina. O LMR aceitavel para tetraciclinas (isoladamente ou em combinacdo),
conforme recomendado, é o limite maximo de 300 ng/g para residuos totais de
tetraciclinas. Pelo Comité Misto FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares é de
100 ng/g para o leite bovino (NAVRATILOVA et al., 2008).

A associacdo de varios Kits de teste rapido comercialmente disponiveis mostrou-
se satisfatoria para determinacdo dos antimicrobianos veterinarios mais utilizados, mas
pelo menos trés kits sdo necessarios. Para determinacdo de substancias antimicrobianas
menos frequentemente utilizadas sdo necessarios mais dois Kits de teste. Um plano de
controle eficaz para evitar a presenca de residuos de farmacos veterinarios requer
monitoracdo frequente do leite e utilizacdo de varios kits de teste, que tornam o teste
antimicrobiano caro e demorado. Resultados mostram que as classes antimicrobianas
mais comumente utilizadas em fazendas leiteiras s&0 as mesmas que as mais

frequentemente detectadas como residuos no leite (SERRAINO et al., 2013).

Enrofloxacina

As quinolonas e fluoroquinolonas sdo antibidticos, derivados do acido
nalidixico, usado no tratamento de infeccBes bacterianas (MACHADO et al., 2009). O
uso é proibido para animais de producdo de leite nos Estados Unidos e permitido no
Brasil, na Unido Europeia a aplicacdo ndo € indicada para poedeiras (COMUNIDADE
ECONOMICA EUROPEIA, 2010).

As quinolonas foram os antimicrobianos com o maior nimero de citacGes de
uso seguidas das tetraciclinas e das quinoxalinas. Os principios ativos mais observados
foram: enrofloxacina (25,8%), oxitetraciclina (21,5%), olaquindox (15,1%),
norfloxacina (9,7%), doxiciclina (6,5%), sulfaquinoxalina (6,5%) e bacitracina (6,5%).

As quinolonas e fluoroquinolonas séo grupos relacionados de antimicrobianos,
obtidos por sintese laboratorial e usados no tratamento das infecgdes bacterianas. A
primeira quinolona introduzida foi o acido nalidixico, seguindo-se a flumequina e o
acido oxolinico (MACHADO 2009).

As quinolonas, antimicrobianos obtidos por sintese laboratorial, possuem amplo

espectro e possuem ampla aplicacdo tanto na medicina humana quanto na veterinaria.
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Uma das principais vantagens do uso das fluoroquinolonas é a ampla distribuigo pelo
organismo (CALDEIRA, 2012).

A enrofloxacina ndo é recomendada para uso em bovinos leiteiros pois, segundo
Ribeiro et al. (2009) em pesquisa da suscetibilidade bacteriana com linhagens de
microrganismos isolados do leite de animais com e sem mastite em quatro rebanhos de
producgéo organica de leite, foi observada resisténcia a esta droga.

O extensivo uso das quinolonas em aves tem sido facilitado por uma legislacao
de prescricdo muito flexivel, pelo aparecimento dos genéricos para uso em racao e agua,
com custo mais baixo que os primeiros produtos aprovados e, sem divida, pela a
eficacia contra salmonelas (CALDEIRA, 2012).

Teste Snap

O primeiro teste para 0 estabelecimento de residuos de agentes
antimicrobianos no leite (teste de inibidor microbiano) foi desenvolvido no inicio de
1952 (MITCHELL et al., 1998). Também era conhecido, que a presenca desses agentes
poderia causar a inibicdo das culturas iniciais usadas em produtos lacteos, e para isso, 0
desenvolvimento de tais métodos foi iniciado para estabelecer os niveis de agentes
inibidores no leite. Era importante que os kits fossem relativamente pequenos, simples
de realizar e capazes de detectar grande variedade de agentes antimicrobianos .

Dentre os testes para analise de residuos de antibi6ticos no leite mais utilizados,
0 enzimatico SNAP beta-lactdmicos é o que mais se destaca, pela facilidade operacional
tanto em laboratdrio quanto no campo, excelente repetibilidade e resultados confidveis
(ALMEIDA et al., 2003).

No teste imunoenzimatico Snap, o antimicrobiano é capturado por uma proteina
conjugada com receptor especifico em um suporte sélido absorvente localizado em uma
unidade plastica moldada que permite detectar no leite residuos de tetraciclina,
clortetraciclina, oxitetraciclina e penicilina G, amoxicilina, ampicilina, ceftiofur e
cefapirina. A presenca de residuos na amostra resulta em um spot colorido que é
comparado com spot-controle de concentracdo conhecida. O teste apresenta resultado
em um tempo total de dez minutos por amostra, o resultado pode ser fornecido
visualmente, pela comparacdo da cor no spot, quando ha duvidas, a leitura do teste pode
ser esclarecida pela leitora (NEW SNAP, 2009).

Os testes qualitativos (SNAP Beta-lactamicos e SNAP Tetraciclinas) detectam
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substancias inibitérias no leite por reacdo imunoenziméatica, com alteracdo na
intensidade da cor no circulo de ativacdo da amostra e do controle, de azul escuro em
ambos os orificios (teste negativo) a azul claro ou auséncia de coloracdo no circulo teste
(teste positivo). A deteccdo destes residuos de antimicrobianos no leite é rapida e tem
como objetivo, atender aos requisitos do Food and Drug Administration (FDA) - USA,
LMR - Codex Alimentarius, Ministério da Saude e MAPA (RUGGED, 2009). No
Quadro 4 estéo relacionadas as classes e 0s LMR detectados pelo SNAP ST PLUS.

QUADRO 4 - Limites maximos residuos (LMR) permitido pela norma brasileira
detectados pela sensibilidade do SNAP ST PLUS, e porcentagem (%) da detec¢édo do kit

em relacdo a norma brasileira.

B';I;';P;ﬁa Snap Duo Snap Duo

Droga Classe LMR ppb ST PLUS ST Pll(;IS

(ng/L) ppb (ng/L) | LMR (%)
Amoxicillin Betalactamico 4 3 75%
Ampicilin Betalactamico 4 4 100%
Cefacetrile Betalactamico 100 50 50%
Cefalexin Betalactamico 100 30 30%
Cefalonium Betalactamico 20 14 70%
Cefazolin Betalactamico 50 20 40%
Cefaperazone Betalactamico 50 35 70%
Cefquinome Betalactamico 20 16 80%
Ceftiofur metabolites Betalactamico 100 33 33%
Cefuroxime Betalactamico 50 15 30%
Cephapirin Betalactamico 60 30 50%
Cloxacilin Betalactamico 30 4 13%
Dicloxacilin Betalactamico 30 4 13%
Nafcilin Betalactamico 30 3 10%
Oxacilin Betalactamico 30 3 10%
Peniclin G Betalactamico 4 2 50%
Chlortetracycline Tetraciclina 100 40 40%
Doxycycline Tetraciclina 100 25 25%
Oxytetracycline Tetraciclina 100 18 18%
Tetracycline Tetraciclina 100 16 16%

Fonte: Adaptado de Snap ST Plus, (2017).

Embora os testes microbiologicos tenham papel de destaque na deteccdo de
residuos de antimicrobianos no leite, estes apresentam limitacdes, pois necessitam de
tempo de incubagdo e o resultado somente € conhecido ap6s duas a cinco horas, na

maioria dos casos. N&o existe um teste de inibicdo do crescimento bacteriano que
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detecte todos os antimicrobianos dentro dos limites méaximos de residuos permitidos
(BRITO et al., 2004).

Diversos kits comerciais para deteccdo de residuo de antibiotico em leite estéo
disponiveis no mercado, sendo de facil realizacéo, relativamente baratos e mecanizados,
(ANVISA, 2007), possibilitando anélise de varias amostras de leite a0 mesmo tempo,
otimizando a rotina de trabalho das industrias.
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RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS NO LEITE: PERSISTENCIA E
INTERFERENCIA NA QUALIDADE

RESUMO

Obijetivou-se analisar residuos de antibioticos, sendo dois da classe betalactamicos, uma
tetraciclina e uma quinolona no leite de animais em lactagéo; avaliar a interferéncia do
medicamento de composigdo ceftiofur considerado descarte zero. Avaliar os prejuizos
causados para a industria e para o produtor devido ao descarte de leite com presenca de
residuos de antibioticos. Foi utilizado o kit SNAP ST PLUS* para avaliacdo da
presenca de antibioticos da classe dos betalactdmicos e tetraciclinas em leite in natura.
Foram utilizados medicamentos a base de penicilina, ceftiofur e oxitetraciclina.
Conforme o esperado, o leite dos animais do tratamento controle e animais submetidos
a aplicacdo de enrofloxacina ndo apresentou residuo de antibioticos. Enrofloxacina ndo
esta nas classes detectadas pelo kit SNAP ST PLUS Test®. O ceftiofur, conhecido como
antibidtico de “descarte zero”, apresentou resultado positivo no kit SNAP duo* e no
teste Beta Star Combo“S” da Neogen. Detectou-se presenca de residuos quimicos no
leite de vacas tratadas com diferentes grupos de antibidticos apds o periodo de caréncia
indicado nas bulas dos medicamentos utilizados. Foi observado prejuizo para a industria
e para o produtor, causado pelo descarte do leite com presenca de residuos de

antibioticos.

Palavras-chaves: qualidade do leite, ceftiofur, residuo antibiético, periodo de caréncia.
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ANTIBIOTIC RESIDUES IN MILK: PERSISTENCE AND
INTERFERENCE IN QUALITY

ABSTRACT

The quality of milk and its nutrients is directly linked to good production and
processing practices, so it is extremely important to produce a quality raw material free
of contaminants and chemical residues that can cause problems for consumers' health.
In this context, the objective was to analyze residues of antibiotics, two of the beta-
lactams class, one tetracycline and one quinolone in the milk of lactating animals; as
well as to evaluate the interference of the drug of composition ceftiofur considered
discarded zero. The losses caused to the industry and the producer due to the disposal of
milk with the presence of residues of antibiotics were evaluated. The SNAP ST PLUS *
kit was used to evaluate the presence of beta-lactam antibiotics and tetracyclines in
fresh milk. Medications based on penicillin, ceftiofur and oxytetracycline were used. As
expected, the milk from control animals and animals submitted to enrofloxacin did not
present antibiotic residue. Enrofloxacin is not in the classes detected by the SNAP ST
PLUS Test® kit. Ceftiofur, known as a “zero-discard" antibiotic, tested positive for the
SNAP duo* kit and the Neogen Beta Star Combo "S" test. Chemical residues were
detected in the milk of cows treated with different groups of antibiotics after the grace
period indicated in the package inserts of the medicines used. Losses were observed for
the industry and for the producer, caused by the discarding of the milk with the presence

of residues of antibiotics

Key words: quality of milk, ceftiofur, antibiotic residue, grace period.
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INTRODUCAO

O setor lacteo brasileiro tem grande importancia para o segmento agropecuario,
gerando milhares de empregos diretos e indiretos. A producdo de leite € uma das poucas
atividades do setor rural que gera renda mensal e contribui para diminui¢cdo do éxodo
rural do homem do campo. O leite é importante na producdo de alimentos na maioria
dos paises do mundo, pois apresenta alto valor nutricional e € indispensavel para a dieta
do ser humano (PAIVA et al., 2012).

A profissionalizacdo do setor é uma tendéncia no atual mundo globalizado, que
exige qualidade de forma compulséria. O conhecimento da composicdo do leite é
essencial para a determinacdo da qualidade, pois define diversas propriedades sensoriais
e industriais. Os parametros de qualidade sdo cada vez mais utilizados para deteccao de
falhas nas praticas de manejo servindo como referéncia na valorizagdo da matéria-prima
(DURR, 2004).

Segundo Silva et al. (2009), com base no conhecimento da composic¢éo do leite é
possivel avaliar a qualidade desse produto para atender as exigéncias do mercado. Para
a industria, elevada contagem de células somaticas (CCS) estd associada a queda do
rendimento na producdo de derivados, alteragcbes sensoriais do leite e derivados e
reducdo da vida util (ANDRADE et al., 2007).

O controle sanitario do leite é essencial, para seguranca do alimento e para que
ndo haja riscos de contaminagdo. Quando recebido na plataforma de recepgédo o leite
deve ser analisado por laboratério idoneo, e deve estar em cumprimento com todas as
normas regulamentadoras que determinam os padrdes de identidade e qualidade do leite
in natura, além disso, ndo deve apresentar residuos de antibidticos, deve possuir
contagens minimas de CCS e CBT e ndo apresentar nenhum tipo de fraudes na
composicdo (MARCILIO, 2008).

O wuso incorreto de antibidticos em animais pode gerar residuos de
antimicrobianos no leite, devido ao ndo cumprimento de indicacdo de receitudrio e
tempo de eliminagdo do medicamento, bem como adicdo destes na alimentagdo animal
ou até mesmo quando as boas préaticas de producdo ndo sdo atendidas. A mastite € a
causa principal de residuos de antibidticos em leite (YABAYA et al., 2012 ).

A presenca de residuos de antibidticos no leite deve ser evitada, pois pode
provocar graves problemas de salde no consumidor, dentre estes, hipersensibilidade,

choque anafilatico em individuos alérgicos, teratogenia, resisténcia microbiana e
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desequilibrio da microbiota intestinal e ainda, desencadeando prejuizos financeiros na
inddstria, por interferirem na inibicdo de microrganismos benéficos na producdo de
derivados do leite (BASTOS, 2012).

Devido ao alto consumo de leite pela populacéo, é de suma importancia o estudo
e pesquisa de possiveis contaminantes no leite, ja que representam risco a saude humana
e animal e ainda podem causar grandes perdas econémicas aos produtores.

Em razdo da importancia da seguranca e qualidade da populacdo consumidora de
leite e derivados lacteos, objetivou-se avaliar o residual de antibidtico a base de
penicilina, oxitetraciclina, ceftiofur e enrofloxacina no leite de animais através do kit
IDEXX SNAP duo* ST Plus Test®. Foi avaliado a qualidade do leite dos animais
tratados com estes antibioticos e realizado estudo da incidéncia de residuos de

antibidticos em industria de laticinios do sudoeste goiano.
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MATERIAL E METODOS

Local e Descrigcdo da Pesquisa

A pesquisa foi realizada nos Laboratérios de Produtos de Origem Animal e
Bovinocultura do Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde, Rio Verde - Goias,
localizado na latitude 17°48°11,99”S e longitude 50°54°18,88”0. O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA do IF Goiano para execucio da
pesquisa.

Foram utilizados animais mestigos, sendo trés animais para cada tratamento de
cada base de antibidtico e um animal controle, em bom estado nutricional, saudaveis,
utilizados apenas para aplicacdo dos medicamentos, com producdo média de 12 kg
leite/dia.

Os antibioticos utilizados foram dois da classe dos beta-lactdmicos, sendo uma
penicilina e um ceftiofur, esse ultimo considerado “descarte zero no leite”, um da classe
das tetraciclinas (cloridrato de oxitetraciclina LA) e outro da classe das quinolonas
(enrofloxacina 10%).

A dosagem dos medicamentos foi aplicada de acordo com indicagbes do
fabricante, variando conforme peso do animal, e indicacdo em mg pelo fabricante como

mostra 0 Quadro 5.

QUADRO 5 - Antibidticos e dosagens conforme recomendac@es do fabricante.

Tratamentos Dosagem

1 - Controle Sem aplicacdo de antibidtico

2 - Penicilina 1 mL/20 kg de PV, em dose Unica, via intramuscular.
3 - Ceftiofur 1 mL/50 kg de PV, via intramuscular.

4 - Oxitetraciclina | 1 mL/10 kg de PV via intramuscular profunda.

5 - Enrofloxacina 0,5 mL/20 kg de PV, via intramuscular.

PV = peso vivo.

As amostras de leite foram coletadas inicialmente, antes da aplicagdo dos
medicamentos, para avaliacdo da composicdo e confirmacdo da auséncia do residuo de
antibiotico, com subsequentes coletas a cada 60 minutos para identificacdo da presenca
do residuo do farmaco no leite. Apds a deteccdo do residuo do medicamento, as
amostras foram coletadas com intervalos de 12 horas, nos horérios da ordenha dos
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animais, até no dia da auséncia dos residuos dos antibioticos.
A escolha dos antimicrobianos para o experimento foi realizada com base aos
principios ativos disponiveis para tratamento durante o periodo de lactagdo ou periodo

seco dos rebanhos leiteiros.
Anélises Fisico-Quimicas do Leite

Para realizacdo das analises fisico-quimicas, o leite foi coletado durante a
ordenha da manh& com utilizag&o de ordenhadeira canalizada da marca WESTFALIA
em circuito fechado, modelo espinha de peixe composta por conjunto de teteiras e balde
ao pé. Apobs a coleta, o leite foi encaminhado ao Laboratério de Produtos de Origem
Animal do IF Goiano - Campus Rio Verde para realizacao das analises.

A coleta das amostras de leite foi realizada de forma asséptica em frascos
plasticos de aproximadamente 40 mL contendo conservante Bronopol®, e Azidiol® para
analise da composicdo quimica, CCS e CBT.

Imediatamente ap0s a coleta, as amostras foram acondicionadas em caixas
isotérmicas contendo gelo e encaminhadas ao Laboratério de Qualidade do Leite do
Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal de Goias, para realizacdo das analises eletronicas.

A analise da composicdo quimica do leite foi realizada em relacdo aos teores de
gordura, proteina, lactose, extrato seco desengordurado (ESD) e extrato seco total
(EST), que foram determinados através do principio analitico que se baseia na absor¢éo
diferencial de ondas infravermelhas pelos componentes do leite, utilizando o
equipamento Milkoscan 4000 (Foss Electric A/S. Hillerod, Denmark). As amostras
foram previamente aquecidas em banho-maria a temperatura de 40°C/15 minutos para
dissolucdo da gordura. Os resultados foram expressos em porcentagem (IDF, 2013).

A analise da CCS foi realizada de acordo com o principio analitico que se
baseia na citometria de fluxo, através do equipamento Fossomatic 5000 Basic (Foss
Electric A/S. Hillerod, Denmark) no Centro de Pesquisa Alimentos da Universidade
Federal de Goias de Goiania. Antes da analise, as amostras de leite foram previamente
aquecidas em banho-maria a temperatura de 40°C/15 minutos para dissolucdo da
gordura. Os resultados foram expressos em CS/mL (ISO, 2006).

A CBT foi analisada por meio do equipamento Bactoscan FC (Foss Eletric A/S.

Hillerod, Denmark), no Centro de Pesquisa Alimentos da Universidade Federal de Goias
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de Goiania, que se baseia na citometria de fluxo que consiste na medicdo de
caracteristicas celulares, quando estas se encontram suspensas em meio fluido. Os
resultados foram expressos em UFC/mL (I1SO, 2004).

O teor de ureia foi determinado atraveés da absorcdo diferencial de ondas
infravermelhas, transformadas por Fourier-FTIR, utilizando equipamento Lactoscope
(Delta Instruments) e os resultados foram expressos em mg/dL.

Andlise do Residuo de Antibidtico

A presenca dos residuos de antibidticos nas amostras de leite foi realizada pelo
método do teste rapido SNAP ST PLUS Test Kit Simplicity from IDEXX*®. O Teste
SNAP ST PLUS* detecta substancias inibitorias no leite por reacdo imunoenzimatica,
com alteragdo na intensidade da cor no circulo de ativacdo da amostra e do controle, de
azul escuro em ambos os orificios (Teste negativo) a azul claro ou auséncia de
coloragdo no circulo teste (teste positivo). A deteccdo destes residuos de
antimicrobianos no leite € rapida e tem como objetivo, atender aos requisitos do FDA -
USA, LMR-Codex Alimentarius, Ministério da Saude e Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (RUGGED, 2009).

Foram utilizadas amostras de leite in natura, de vacas lactantes, as amostras
foram coletadas logo apds a ordenha, refrigeradas entre 0°C e 10°C. As andlises foram
realizadas no mesmo dia da coleta.

Foram feitas diluicdes com leite ndo contaminado das amostras sem nenhum
conservante no laboratério de pesquisa de produtos de origem animal do Instituto
Federal Goiano (LPOA) de Rio Verde; para avaliar a persisténcia do residuo do
antibidtico no leite dos animais que foram tratados com antibioticos da base ceftiofur.
Essas amostras ap0s feita diluicdo, foram encaminhadas a uma unidade fabril de um
lacticinio para serem analisadas em outro teste (Beta Star Combo®), sendo esse um kit

especifico para detecgédo da base de ceftiofur.
Anélise Estatistica
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente ao acaso e 0S

resultados apresentados em forma de graficos gerados no software Excel® versdo 2013 e

de forma descritiva.
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As variagfes da composicdo quimica do leite de vacas mesticas submetidas a

aplicacdo de antibioticos estdo apresentadas na Figura 1.
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FIGURA 1 - Variacdo da gordura, proteina, lactose, extrato seco total (EST), extrato
seco desengordurado (ESD) e ureia do leite de vacas mesticas submetidas a aplicacdo
intramuscular de ceftiofur, enrofloxacina, oxitetraciclina, penicilina e sem aplicacdo de
antibioticos (Controle) em diferentes periodos de coleta.

Houve variacdo ao longo do tempo nos teores de gordura, proteina, EST e ESD,

lactose e ureia de todas as amostras coletadas com residuos de todos os antibi6ticos

utilizados, porém essas variacdes atenderam a Instru¢cdo Normativa 62/2011 (BRASIL,
2011), com valores acima de 3,0%, 2,9%, 11,4%, e 8,4%, respectivamente. A IN
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62/2011 ndo estabelece valores limite para lactose no leite in natura.

As variagfes da composicdo quimica podem estar relacionadas aos efeitos
ocasionados pelos residuos dos antibidticos na flora ruminal, nesse contexto, Zoetendal
et al. (2004) obtiveram resultados, em que a flora ruminal colaborou para sintese
principalmente de gordura do leite, foi observdo nos ruminantes grande quantidade de
energia dietética que ndo pode ser digerida naturalmente pelo aparelho digestivo, sendo
metabolizada pelo rimen atribuida a flora ruminal. No entanto, esse processo também
depende da estrutura da microbiota que habita o rdmen. Os fatores ambientais e
estocasticos do rimen, como a composicao da dieta, praticas de alimentacdo e aplicacao
de medicamentos, demonstraram que afetam fortemente a composi¢cdo e funcbes da
microbiota no ruminantes (ZOETENDAL et al., 2004).

Os antibidticos podem compor a dieta de algumas espécies animais, e sdo
compostos alimenticies ndo digeriveis que, quando consumidos em quantidade
suficiente, estimulam seletivamente o crescimento e/ou a atividade de um ou de um
namero limitado de microrganismos ruminais. No entanto, o sistema de fermentacao
eficiente no rimen das vacas leiteiras é o principal responsavel pela conversdo e
acumulacdo de energia, enquanto, a microbiota colonial ¢ majoritariamente contribuida
para colheita de energia e metabolismo animal (DAVE et al., 2012). Isso implica a
importancia de controlar a fermentacdo microbiana do radmen, embora a funcdo do
rimen ndo esteja diretamente relacionada a deposicao de gordura corporal, porém, pode
interferi nos sélidos do leite (KAMEYAMA, 2014). Podendo ter ocasionado as
variagdes dos componentes no presente estudo.

Valores da composicdo quimica do leite acima dos observados neste estudo
foram reportados por Martins et al. (2012) mediante avaliagdo do rendimento,
composicdo e analise sensorial do queijo Minas Frescal fabricado com leite de vacas 1/2
sangue Holandés/Gir, alimentadas com diferentes volumosos. Para animais tratados
com capim-tanzania foram obtidas médias de 6,1% de gordura; 4,63% de proteina;
14,59% de EST e 8,51% de ESD. Os autores ndo avaliaram lactose. J& Oliveira et al.
(2010) observaram no leite cru de vacas mesticas Nelore-Holandés em diferentes
periodos de lactacdo, média de 5,84% de gordura, 3,12% de proteina, 8,92% de ESD e
5,15% de lactose, porém, ndo foi avaliado EST, sendo esses resultados colaborativos
com o presente estudo, e 0s mesmos atendem a exigéncia da IN 62.

Da mesma forma que o observado nesta pesquisa, Araujo et al. (2012) durante

pesquisa com ocitocina exdgena e a presenca do bezerro sobre a producédo e qualidade
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do leite de vacas mesticas, relataram que a porcentagem dos constituintes do leite
(gordura, proteina, lactose, EST e ESD) nao foi afetada, mesmo havendo aumento da
producdo de leite pela aplicacdo de ocitocina ou a presenca do bezerro durante a
ordenha, com valores médios acima do limite minimo preconizado por Brasil, (2011).

Os valores médios da ureia desta pesquisa, foram compativeis com o estudo da
avaliacdo da composigédo do leite de vacas alimentadas com dietas contendo farelo de
girassol, farelo de mamona e farelo de soja, Aguiar et al. (2015) observaram valores de
ureia variando de 13,15 mg/dL a 17,81 mg/dL. Rosa et al. (2012) em avaliacdo da
qualidade do leite em amostras individuais e de tanque de vacas leiteiras, revelaram que
0 padrdo para ureia no leite deve ser de 11 mg/dL a 16 mg/dL, porém, Beserra et al.
(2012) informaram que os valores considerados normais devem ser entre entre 12
mg/dL a 20 mg/dL de ureia, enquanto, valores abaixo indicam uso extremamente
eficiente da proteina dos alimentos ou possibilidade de deficiéncia proteica.

Na Figura 2, pode ser visto o comportamento dos resultados da CCS de vacas
mesticas submetidas a aplicacdo de antibioticos.

Apds o tratamento com antibidtico, todos os animais atenderam a IN 62/2011
que estabelece no maximo 500 mil CS/mL, foi possivel observar que somente 0s
animais tratados com a enrofloxacina estavam fora da normativa, porém, todos os
animais tenderam a baixar a CCS ap06s o tratamento com antibiotico, exceto os animais
tratados com ceftiofur, isso pode estar relacionado com seu baixo periodo de acéo;
sendo que a CCS dos animais tratados com enrofloxacina foram 0s que mais
apresentaram baixa na CCS, podendo ser justificado pelo longo periodo de caréncia e a
ndo indicacdo de tratamento de animais em lactacéo pelo farmaco.

Martins et al. (2012) relataram que a medida que ha aumento da CCS no
rebanho, maior ¢é a probabilidade de serem encontrados residuos de antimicrobianos no

leite, pela capacidade do antibiotico agir sobre patdgenos causadores de infeccdes.
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FIGURA 2 - Variagdo da contagem de células somaticas (CCS) do leite de vacas
mesticas submetidas a aplicacdo intramuscular de ceftiofur, enrofloxacina,
oxitetraciclina, penicilina e sem aplicagdo de antibidticos (Controle) em diferentes
periodos de coleta.

Embora o objetivo da pesquisa ndo foi avaliar o efeito da aplicacdo de
antibidticos sob a CCS do leite, Zafalon et al. (2009) verificaram que o tratamento da
mastite subclinica (dose de 150 mg de gentamicina) causada por S. aureus durante a
lactacdo ndo acarretou melhoria na qualidade, quando se analisou o0s teores proteicos do
leite, a0 menos em rebanho com baixa producdo e com uma ordenha diéria, como foi o
rebanho estudado.

Na determinacdo de residuos do antibidtico cloxacilina em leite de vacas com
elevada CCS, Folly et al. (2008) revelaram que é possivel haver passagem de
antibidticos de um quarto tratado para outro ndo tratado, persistindo até 24 horas ap6s o
fim do tratamento, podendo ocorrer aumento de células somaéticas (CS) apds o
tratamento com o antibiotico, sem crescimento bacteriano.

Os valores de CCS desta pesquisa foram maiores que o observado por Henrichs
et al. (2014) com valor médio de 543.390 CS/mL ao avaliarem a influéncia de
indicadores de qualidade sobre a composi¢do quimica do leite e influéncia das estagdes
do ano sobre esses parametros.

Zeferino et al., (2017) observaram que nos primeiros 14 dias, a diminui¢do do
namero de células dos grupos tratados foi diretamente relacionada a reducdo da taxa de
infeccdes, mostrada pela reducdo do percentual de microrganismos isolados, em estudo

da qualidade do leite produzido no semiarido de Minas Gerais. Foi relatado que o leite
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cru se apresentou em desacordo com a legislacdo vigente. Além disso, diferente do que
foi observado neste estudo a CCS, apresentou valores acima dos permitidos pela
legislacéo.

A variacdo da CBT do leite de vacas submetidas a aplicacdo de antibioticos é
apresentada na Figura 3. Em avaliacdo da antibioticoterapia para controle da mastite
subclinica de vacas em lactacdo, Reis et al. (2003) ndo observaram efeito do tratamento
de animais com mastite subclinica sobre a producéo de leite. Foi observado que a média

de producéo de leite dos animais dos grupos tratado e controle antes e apds o tratamento

nao diferiu.
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FIGURA 3 - Variacdo da contagem bacteriana total (CBT) do leite de vacas mesticas
submetidas a aplicacdo intramuscular de ceftiofur, enrofloxacina, oxitetraciclina,
penicilina e sem aplicagdo de antibioticos (Controle) em diferentes periodos de coleta.

A IN 62/2011, determina valores maximos de 300 mil UFC/mL para CBT,
portanto, os valores deste estudo atenderam os limites estabelecidos pela legislacdo
vigente. Embora valores abaixo de 200 mil UFC/mL sejam considerados adequados
para recebimento do leite. E importante salientar que diferente da incidéncia de mastites
em rebanhos leiteiros, a CBT esta relacionada a padrbes de higiene e sanitizacdo dos
equipamentos e utensilios de ordenha, bem como dos animais e manejo geral,
principalmente do ordenhador.

Segundo Vallin et al. (2009) praticas simples, como o desprezo dos trés
primeiros jatos de leite, lavagem dos utensilios de ordenha (latdes, baldes, teteiras) com

detergente alcalino clorado 2%, pré-dipping com solugéo clorada 750 ppm em caneca
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sem refluxo e eliminagdo da agua residual dos utensilios de ordenha foram suficientes
para a adequacdo do leite a legislacdo vigente na época do estudo. Além disso, segundo
Ribeiro et al. (2014) um expressivo numero de propriedades, que implantaram as boas
praticas de ordenha, passou a produzir leite cru refrigerado com padrdo de qualidade
internacional. Para a melhoria da qualidade do leite cru refrigerado brasileiro seréo
necessarias medidas de incentivo aos produtores, como programas de pagamento por
qualidade do leite, para que os esforcos de técnicos, universidades e cooperativas na
implantacdo de boas préaticas de higiene na ordenha tenham melhor adesdo dos
produtores.

Os testes para a deteccdo de residuos de antibidticos da classe betalactamicos
sdo mais comumente utilizados no controle do leite para deteccdo de residuos quimicos.
Embora sejam uma ferramenta Gtil para a prevencao do uso de leite contaminado com
residuos, simultaneamente estes apresentam inimeras desvantagens, como exemplo, a
capacidade de detectar residuos abaixo da concentracdo maxima tolerada (FEJZIC et al.,
2014).

No estudo realizado, foi determinado um dos testes de selecdo de residuos para o
leite in natura que sdo aplicados em laboratérios de unidades fabris, por outro lado, os
proprios produtores de leite ndo utilizam esses testes, ou até mesmo desconhecem 0s
mesmos. No entanto, os requisitos legais exigidos para comercializacdo de produtos
internos no pais e fora do pais, procura aplicar o controle da demanda de residuos no
leite na fazenda, através do uso apropriado de antibidticos, respeitando o periodo de
caréncia de cada medicamento utilizado, bem como o uso de teste no leite para a
presenca de residuos de antibioticos na inddstria.

Na Tabela 1, foi observado a persisténcia do residuo de antibidtico no leite de
animais tratados com antibiodtico e avaliado com os dias recomendado na bula dos

fabricantes dos medicamentos.
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TABELA 1 - Periodo residual de antibidticos no leite de vacas mesticas avaliadas pelo
kit IDEXX SNAP ST Plus Test® apés aplicacdo de penicilina, ceftiofur, oxitetraciclina,
enrofloxacina e grupo controle.

Parametros — - Antibi_ético — .
Controle Penicilina Ceftiofur Oxitetraciclina Enrofloxacina
Periodo de caréncia (dias) - 4ab 0 * *
Residuo apos aplicacdo (horas) 0 1 1 1 0
Periodo residual (dias) 0 14,5 2,6 13,8 -
Resultado - + + + *x

*N3o ¢ indicado para bovinos em lactagdo, porém, para bovinos de corte o periodo de caréncia é de 30
dias. **Na&o é identificado pelo kit.

O kit SNAP ST PLUS* utilizado para avaliacdo da presenca de antibioticos da
classe dos betalactamicos e tetraciclinas em leite in natura foi eficiente na deteccdo de
antibidticos a base de penicilina, ceftiofur e oxitetraciclina. Conforme o esperado, o
leite dos animais do tratamento controle (sem aplicacdo de antibidticos) e animais
submetidos a aplicacdo de enrofloxacina ndo apresentou residuo de antibidticos da
classe dos betalactdmicos e tetraciclinas, pela especificidade do kit utilizado nas
andlises.

N&o houve deteccdo de residuos de antibidticos, nas vacas do tratamento
controle, as mesmas nao foram submetidas a nenhum tipo de aplicacdo de antibiético no
periodo da pesquisa. Os kits para analise da presenca de residuos de antimicrobianos em
leite apresentam especificidade e limiar de deteccdo para grupos especificos de
antimicrobianos. Vale ressaltar conforme Portz et al. (2014) que existem falhas na
producdo do leite in natura e no beneficiamento do leite pasteurizado que
comprometem a qualidade microbiologica e nutricional, além da possibilidade de
representar riscos microbioldgicos.

Apos a aplicagdo do medicamento nos animais, foram detectados residuais de
antibioticos nas amostras de leite coletada dos animais ja na primeira hora, em todas as
bases de antibidticos detectaveis pelo kit utilizado; para penicilina, ceftiofur e
oxitetraciclina; demonstrando o extremo cuidado e identificacdo dos animais em
tratamento.

A persisténcia do residuo de antibiotico nos animais tratados, diferiu com a
indicacdo da bula dos medicamentos utilizados, e demonstra que a atencéo ao periodo
de caréncia deve estar além das recomendacdes dos fabricantes.

O leite de vacas submetidas a aplicag@o de penicilina, apresentou média de 14,5

dias de periodo residual, mostrando-se diferente do recomendado pela bula do farmaco,
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que estabelece periodo de descarte do leite de 4 a 5 dias. Nesse contexto, Carraro (1999)
ressaltou a importancia do descarte do leite dos quartos mamarios de animais em
tratamento com antimicrobianos, o autor observou que apds aplicacdo de penicilina
associada com caréncia de trés dias, detectou presenca de residuos no leite de quartos
ndo tratados no minimo até o terceiro dia.

Em 96 amostras de leite comercializado em Piracicaba, SP, Nascimento et al.
(2001) verificaram que 48, apresentaram substancias antimicrobianas (50,0%) e destas,
33 (34,8%) apresentaram residuos de antibidticos beta-lactdmicos. Foi observado ainda
que a distribuicdo das amostras de acordo com as concentragdes de penicilina variou de
0,013 Ul/mL a 0,94 Ul/mL. Das 27 amostras que apresentaram residuos de penicilina,
22 destas (81,5%) continham indices superiores aos recomendados (maximo 0,05
Ul/mL).

O ceftiofur, conhecido como antibioético de “descarte zero”, apresentou resultado
positivo no kit SNAP duo* em uma média de 2,6 dias, o que difere do farmaco ser
comercializado como antibi6tico que nao apresenta periodo de caréncia para bovinos
lactantes.

Em um estudo realizado por Baez et al. (2009) em avaliagdo do leite residual a
partir de suspensdo injetavel a base de ceftiofur sodico (50 mg/mL) em seis vacas
produtoras de leite oriundas de trés fazendas da Serra (Equador) analisadas com teste
microbiol6gico Copan Milk Test (StandAlone Company, Italia), os resultados indicaram
que o0 composto ativo ndo apresentou efeito residual no leite.

Resultados semelhantes ao desta pesquisa para presenca de ceftiofur em leite
foram observados por Cristina et al. (2010) no periodo de até 12 horas apos aplicacéo
do antibiotico ceftiofur foi observada positividade para residuos de antibidticos em
ambos os kits, indicando que as informagGes contidas no medicamento devem ser
revisadas, pois afirma que ndo ha periodo de caréncia. Apos 24 horas da administracao
da droga os resultados foram negativos para ambos os testes. Considerando os limites
de detecgdo dos testes utilizados, a concentracdo da droga no leite ordenhado apos 12
horas da administracdo do ceftiofur, era maior que 100 ppb e menor que 500 ppb. Apos
24 horas, a concentracdo era menor que 5,9 ppb. Os resultados demonstraram que se
ndo houve fiscalizacdo eficiente, dessa forma, o leite pode chegar ao consumidor
contaminado por residuos de antibacterianos.

Ja Ramirez et al. (2012) trataram 28 vacas com ceftiofur, destas 89,3% foram

positivas 24 horas apds o tratamento para residuos do antibiotico. Os autores inferiram
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que o teste microbioldgico tem baixa sensibilidade para detectar vestigios de
antibiotico, no entanto, o farmaco ndo tem tempo para eliminar os residuos e apresenta
positividade nos resultados porque ndo supera 0s LMR estabelecidos pelo Comité.

Oxitetraciclina ndo é recomendada para bovinos lactantes, é indicada apenas
para bovinos de corte, com periodo de caréncia para abate de 30 dias. No leite, a
oxitetraciclina teve presenca positiva de 13,8 dias na avaliagdo do SNAP ST PLUS
Test®, e confirma a aplicacdo do farmaco é inviavel para vacas em lactacdo devido a
grandes perdas por descarte do leite. No entanto, 138 vacas tratadas com uma variedade
de produtos antibioticos em granjas leiteiras do sudoeste de Ontario (Canada), em que
17 vacas foram tratadas com oxitetraciclina, foi reportado que a persisténcia do
antimicrobiano ndo excedeu a 72 horas (MCEWEN et al., 1992). Porém, Ramirez et al.
(2012) reportaram persisténcia de oxitetraciclina por até 156 horas, aproximando dos
resultados do presente estudo.

Enrofloxacina néo esta nas classes dos betalactdmicos e tetraciclinas detectados
pelo kit SNAP ST PLUS Test®, por isso, a presenca ndo foi detectada ap6s a aplicacdo,
esse antibidtico ndo é recomendado para bovinos em fase de lactagdo, para bovinos de
corte o periodo de caréncia é de 30 dias, segundo o fabricante. A ocorréncia de
resultados positivos para esse teste deve servir de alerta aos produtores, ja que animais
submetidos a terapia de secagem podem estar eliminando residuos além do periodo de
caréncia, além do risco desse leite ser incorporado ao tanque de pequena mistura junto
ao de animais isentos de residuos (NETO et al., 2015).

A enrofloxacina ndo é recomendada para uso em bovinos leiteiros pois, segundo
Ribeiro et al. (2009) em pesquisa da suscetibilidade bacteriana com linhagens de
microrganismos isolados do leite de animais com e sem mastite em quatro rebanhos de
producdo organica de leite, foi observada resisténcia a esta droga.

As amostras do leite dos animais tratados com antibiotico da base Ceftiofur
foram analisadas com dilui¢des utilizando leite ndo contaminado, como mostra a
Quadro 6.

Todas as amostras coletadas de animais tratados com antibidtico ceftiofur, foram
analisadas em outro teste de analise de antibiotico, sendo esse especifico para deteccédo
da base de ceftiofur. O teste utilizado para comparagdo dos resultados foi o Beta Star
Combo“S” da Neogen®, sendo esse o Unico no mercado com essa especificidade e
certificado pelo MAPA. Os resultados obtidos foram idénticos ao observado pelo SNAP

durante os dias de analises.
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QUADRO 6 - Avaliacio das amostras de leite pelo kit IDEXX SNAP ST PLUS Test®
de animais tratados com antibiotico a base de Ceftiofur apds diluicdo com leite sem
residuos de antibidticos.

Animais com Média da diluicao por mL
DIA resultado positivo | de leite contaminado/mL de | Resultado
(%) leite ndo contaminado
1 100 1 mL/260 mL -
2 100 1 mL/38 mL -
3 66 1 mL/6 mL -
4 0 * *

*Na&o houve andlise, o resultado dos animais apresentou-se negativo.

O teste Beta Star Combo envolve um receptor especifico de beta lactamico
ligado a particulas de ouro. E um teste de prova de medicdo que detecta penicilinas e
cefalosporinas (GUSTAVSSON & STERNESJO, 2004).

Os testes usados sdo destinados a amostras do leite coletado a granel, e contem a
producdo do leite de varios produtores, e uma vez que o animal de alguma dessas
propriedades apresenta positividade para residuo de antibi6tico, pode contaminar todo o
volume de leite presente no caminhd. No caso do leite, de um ou mais animais
conterem residuos de antibidticos, a concentracdo seria significativamente reduzida pelo
restante do leite livre de residuos, porém, essa diluicdo deve ser ponderada, pois é
possivel observar que diluicBes sdo mais complexas do que se encontra na préatica.

No primeiro dia de residual, apds 12 horas de aplicacdo do medicamento, 100%
das amostras apresentaram positivas para residual de antibidtico betalacatamico, sendo
que para se obter um resultado negativo, foi necessario diluir 1 mL da amostra do leite
coletado do animal em 260 mL de leite ndo contaminado; ou seja, considerando um
animal de producgdo de 15 kg de leite € necessario 260 vezes mais em volume de leite
(3.900 L) para que ndo seja detectada a presenca do residual de antibidtico.

No segundo dia, 100% das amostras coletadas dos animais tratados apresentou-
se positiva para residual de antibidtico, sendo que para que ndo detectasse residuo do
antibiotico ceftiofur na amostra de leite dos animais, foram necessarias diluigdes de 38
vezes mais que o volume de leite produzido pelos animais.

Para o terceiro dia, as amostras apresentaram dilui¢cdes de seis vezes mais para
detectacdo do resultado negativo nos testes, sendo que 33,3% das amostras coletadas

dos animais, apresentaram resultado negativo. No quarto dia, todas as amostras
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coletadas dos animais apresentaram-se negativas sem a necessidade de diluicdo das
mesmas. Esses resultados foram encontrados no teste SNAP ST PLUS e no teste BETA
STAR COMBO que tem a especificidade para a base do antibiotico Ceftiofur.

Concentracdo de tetraciclina em amostras de leite diminuiu cerca de 18%,
usando o método LC-ESIMS/MS observado decréscimo de 50% de cinco concentragdes
de antibidticos betalactamicos no leite, amostras armazenadas nas mesmas condi¢des
durante 6 dias de oxitetraciclina diminuiu em 7,4% e sulfadimidina em 20,1% nas
mesmas condi¢bes (RIEDIKER et al., 2004).

Para protecdo adequada do consumidor e garantia de qualidade dos produtos
lacteos, a presenca de residuos quimicos, como de antibidtico ndo devem ser
encontradas. Os residuos no leite devem ser sistematicamente controlados e o nivel ndo
pode exceder os valores aceitaveis de LMR estabelecido pelas normativas do Brasil.

A presenca do residual de antibi6tico ainda € um problema na inddstria como

mostra a Figura 4.
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FIGURA 4 - Presenca de residuos de antibidticos (%) em amostras de leite refrigerado
de industria de laticinios do sudoeste goiano no periodo de fevereiro de 2015 a janeiro
de 2016.

Embora, vérios estudos estdo sendo realizados com o intuito de detectar
rapidamente a presencga de antimicrobianos no leite, estes sdo isolados e eventuais, 0
que impede o reconhecimento confiavel da situacdo do Brasil.

Nos laboratdrios de controle, € comum praticar tratamentos por aquecimento da

amostra para destruir patdégenos, homogeneizagdo ou inativacdo dos antimicrobianos
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naturais no caso de andlise de inibidores. Até a data, ndo houve estudos investigando
como esses tratamentos afetam a presenca de residuos de antibioticos no leite. Por outro
lado, o leite chega ao consumidor apds sofrer diferentes tratamentos térmicos na
industria, como a pasteurizacdo (MUHAMMAD, 2015).

Um Estudo realizado no Estado do Parana apresentou contaminacao por residuos
de antimicrobianos em 15,2% das amostras analisadas. Embora tenha sido usado método
qualitativo, o leite analisado constitui um risco para a saude do consumidor, visto que
esses residuos permanecerdo na matriz alimentar e nos derivados. A quantificacdo
desses residuos se torna importante para o monitoramento do nivel de contaminagdo na
alimentacéo, definindo, assim, o risco de exposi¢do aos consumidores (VIERA et al.,
2012).

Outros estudos conduzidos com diferentes métodos de deteccdo também tém
demonstrado a ocorréncia de residuos de medicamentos em amostras de leite
provenientes de diversas regides do Brasil. Utilizando um protocolo de inibigao
microbiana foi detectada a presenca de residuos de antimicrobianos em 9,95% das
amostras de leite pasteurizado integral e padronizado, no estado de Goias (BORGES et
al., 2000).

De acordo com as normativas, o leite fora do padréo exigido, tem seu destino
preconizado pelas IN, leite com residuo de antibidtico, deve ser descartado.

O leite com presenca de residuos de substancias quimicas é considerado
adulterado e impréprio para o consumo, representando risco a satde publica (MENDES
et al., 2008). Além disso, o descarte de leite contaminado pode gerar além de
transtornos, prejuizos para o produtor e para a industria.

O leite com residual de antibidtico de um produtor, pode contaminar o leite de
varios produtores, durante a coleta nas propriedades, esse volume de leite contaminado
e consequentemente descartado, pode ficar inviavel para o produtor arcar com todo
prejuizo, com isso cabe a industria assumir o prejuizo, pagando o volume de leite
descartado de outros produtores que foram contaminados durante a coleta, como mostra
a Figura 6.

Nas industrias, os controles de qualidade s&o essenciais no leite para estabelecer

0 preco que o produtor receba, bem como para garantir a qualidade do produto. Nos
laboratérios de controle, é comum praticar tratamentos por aguecimento da amostra
para homogeneizacdo ou para inativacdo de antimicrobianos naturais no caso da
analise de inibidores (MUHAMMAD, 2015).
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O leite descartado dentro da industria por residuo de antibidtico, pode ser um
volume superior ao volume do produtor identificado como o contaminante, sendo que
dependendo do volume contaminado no caminhdo, torna-se oneroso para o produtor
identificado ressarcir o volume dos outros produtores que continham leite no caminhéo
de coleta. Com isso, a industria é obrigada a arcar com prejuizo do leite descartado,
fazendo o pagamento do leite descartado aos demais produtores.

Com a penalizacdo do descarte de todo o leite contaminado, alguns produtores se
sentem injusticados trocando de empresas para o fornecimento de leite, deixando o
prejuizo total para a inddstria. Isso monstra que a conscientizagdo do produtor ainda
requer atengdo mais primordial nos projetos e trabalhos no campo.

Com isso, € notavel a necessidade de melhorar a qualidade do leite produzido no
Brasil, o progresso dessa qualidade deve ser constante, através da conscientizacdo e
treinamento dos produtores e técnicos de campo, no cumprimento de medidas
higiénico-sanitaria, bem como da legislagdo e normativas, e é claro do cumprimento dos
programas de autocontrole das industrias de laticinios, podendo oferecer ao consumidor
produtos compativeis a exigéncia comercial.

E notavel a necessidade de medidas rigorosas das indUstrias diante os produtores
e por parte dos 6rgdos competentes pela fiscalizacdo nas industrias e a nivel de campo
aos produtores. Dessa forma, espera-se que 0s dados obtidos na pesquisa colaborem
para a fiscalizacdo pelas autoridades competentes a nivel de industrias farmacéuticas

veterinarias, industrias lacteas e propriedades rurais.
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CONCLUSAO

A composicdo quimica do leite dos animais tratados, manteve-se dentro dos
parametros recomendados pela normativas brasileiras, além disso, foi observado
reducdo da CCS e variacdo da CBT, tendendo a reducao.

Detectou-se presenca de residuos quimicos no leite de vacas tratadas com
diferentes grupos de antibioticos, ap6s o periodo de caréncia indicado nas bulas dos
medicamentos utilizados.

Residuo quimico foi detectado ap6s 24 horas da aplicagdo no antibidtico
considerado descarte zero.

Foi observado prejuizo para a indUstria e para o produtor, causado pelo descarte

do leite com presenca de residuos de antibidticos.
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