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APRESENTACAO

Composta por 14 capitulos voltados especialmente a ciéncia veterinaria e areas
afins, a presente obra tem como propésito principal suprir as lacunas ainda existentes
no que diz respeito a casos clinicos e problemas tipicos que afetam os animais, seja de
pequeno ou grande porte. Alicercado em estudos experimentais com rigor essencialmente
cientifico, cada capitulo busca abordar, de modo claro e completo, os pontos cernes de
cada tematica, a fim de tratar com maestria e precisao o que realmente é de interesse do
profissional, seja ele veterinario, zootecnista ou bidlogo.

N&o obstante, o livro que estas prestes a ler foi fruto do esforco matuo entre um
rol de pesquisadores e doutores, sendo que mais de 40 profissionais contribuiram para
concretizagdo dessa obra, que por sua vez, suplanta e maximiza, com conhecimento
cientifico, alguns dos principais desafios na compreensao da ciéncia animal.

Os conhecimentos disponibilizados em cada capitulo e primoroso e coloca essa
obra como sintese imprescindivel para aprimoramento de estudantes e profissionais que
buscam a exceléncia no aprendizado e na prestacéo de servico a sociedade. Sendo assim,
acreditamos que o presente material sera de grande utilidade para vocé, querido leitor(a).
Boa leitura!

Alécio Matos Pereira
Gilcyvan Costa de Sousa
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RESUMO: As analises de residuos de antibi6ticos
no leite ficaram mais especificas e detalhadas,
sendo necessaria a pesquisa de no minimo duas
classes de principios ativos a cada recebimento
de lote na indUstria e a frequéncia determinada
pelo programa de autocontrole. O presente
trabalho trata-se de uma reviséo bibliogréfica,
em que estdo inseridos os principais topicos
relacionados ao assunto, as principais causas
que levam ao surgimento de residuos, 0s
limites maximos estabelecidos pelas legislagao
brasileira, as agbes que os 6rgdos competentes
tém realizado e os diferentes métodos de
identificacdo. A abordagem do assunto &

Ciéncias veterinarias: Pensamento cientifico e ético

DE LITERATURA

extremamente necesséaria para atualizagdo de
conhecimentos.

PALAVRAS-CHAVE: Saude publica.
Antimicrobianos. Seguranga dos alimentos.

ANTIBIOTIC RESIDUES IN MILK: A
REVIEW OF THE LITERATURE
ABSTRACT: The analysis of antibiotic residues
in milk became more specific and detailed, being
necessary the research of at least two classes
of active ingredients at each lot reception in
the industry and the frequency determined by
the self-control program. The present work is
a bibliographic review, in which are included
the main topics related to the subject, the main
causes that lead to the appearance of residues,
the maximum limits established by the Brazilian
legislation, the actions that the competent bodies
have performed and the different identification
methods. The approach to the subject is extremely

necessary to update knowledge.
KEYWORDS: Public health. Antimicrobials. Food
safety.

REVISAO DE LITERATURA

O leite € um alimento que possui alto teor
nutricional, pois € uma fonte de carboidratos,
vitaminas, sais minerais e proteinas esséncias
na alimentacdo humana. Sua composicao
consiste, em média, em: 87,4% de agua e
12,6% de solidos totais, sendo 3,9% de gordura,
13 3,2% de proteina, 4,6% de lactose e 0,90%

de minerais e outros sélidos, possuindo uma
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grande importancia na dieta devido ao seu alto valor biolégico (BRITO; BRITO, 2004).

A qualidade do leite € uma questdo bastante importante, pois tem como objetivo
garantir um alimento seguro e com boas qualidades nutricionais para o consumidor
(BRASIL, 2014). Existem diversos fatores que influenciam a qualidade do leite, como o
estado nutricional do rebanho, 0 manejo dos animais e equipamentos durante a ordenha,
genética animal, auséncia de micro-organismos, residuos de drogas e odores estranhos
(BRASIL, 2012).

A mastite é uma inflamacédo da glandula mamaria e € a doengca mais comum e
onerosa do gado leiteiro. Dentre as causas, estéo o estresse, ferimentos fisicos, infecgéo
por bactérias invasivas e outros micro-organismos como fungo, leveduras e virus. Esta
doenca tem sido apontada a principal doenca que acarreta rebanhos leiteiros, levando a
sérios prejuizos econdmicos tanto ao produtor quanto a industria de laticinios (TOZZETTI
et al., 2008).

Na década de 90, houve uma grande discussdo entre os integrantes da cadeia
produtiva do leite a respeito da baixa qualidade e da desestruturacédo da cadeia produtiva.
Desta forma, em 1996, foi criado o “Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite
— PNQL” por iniciativa do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA e da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA (PALERMO-NETO; ALMEIDA,
2006).

O PNQL resultou de estudos que avaliavam as perdas econbmicas da cadeia
produtiva do leite, sendo que estas estavam relacionadas, principalmente, a elevada acidez
do leite, ao alto indice de mastite nos rebanhos, as perdas no transporte, na transformacéao
de matéria- prima e a curta vida de prateleira ocasionado pela baixa qualidade do leite
(OLIVEIRA et al., 2000).

No ano de 2000, entéo, foi publicada a Circular Técnica n° 60 que apresentava
aspectos relacionados a presenca de residuos de antibiéticos no leite, as consequéncias
para a saude da populacdo, as perdas relacionadas ao processamento do leite e seus
derivados, além de suas principais causas e os testes de detec¢éo, o que demonstra que a
preocupacgédo com esses residuos advém de muitos anos (BRASIL, 2000).

Posteriormente, o MAPA, em 2002, publicou a Instrucdo Normativa n° 51 que
determinou normas para a produc¢éo, a identidade e a qualidade do leite, para a coleta de
leite cru refrigerado na propriedade e seu transporte a granel (BRASIL, 2002). No mesmo
ano, criou-se a Rede Brasileira de Laboratérios de Controle de Qualidade do Leite (RBQL),
também instituida MAPA, que oferece suporte a realizagdo das normas estabelecidas,
sendo necessario envio de amostras mensais para estes laboratérios com finalidade de
verificar se o leite que esta sendo beneficiado realmente possui qualidade. Ja em 2011,
ocorreu uma atualizagdo da Instrugcdo Normativa n° 51 através da Instrugdo Normativa
n® 62 que define limites e prazos gradativos para o alcance dos indicadores higiénicos-
sanitéarios.
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Desta forma, foram aprovados novos regulamentos técnicos para a producgao,
identidade e qualidade do leite tipo A, do leite cru refrigerado, do leite pasteurizado e para a
coleta de leite cru refrigerado e seu transporte a granel (BRASIL, 2011). Atualmente, ambas
as instrucdes normativas foram revogadas através da Instrugdo Normativa n°® 76 e Instrucéo
Normativa n° 77, publicadas no dia 30 de novembro de 2018. A primeira estabelece novos
regulamentos de identidade e qualidade de leite cru refrigerado, leite pasteurizado e leite
pasteurizado tipo A. A Instrucdo Normativa n° 77 padroniza os procedimentos para a
producdo, acondicionamento, conservacao, transporte, sele¢édo e recepcao do leite cru em
estabelecimentos que possuem registros no servigo de inspecéao oficial (BRASIL, 2018).

O decreto lei n° 9.013 de 29 de marc¢o de 2017 (Regulamento da Inspecéo Industrial
e Sanitaria de Produtos de Origem Animal - RIISPOA), regulariza a fiscalizagdo e a inspecao
industrial e sanitaria e destrincha todas as normas a serem seguidas pelas industrias que
trabalham estes produtos. Este cita que é terminantemente proibido o envio do leite de
fémeas que estejam em tratamento com antibi6ticos ou qualquer outro tipo de medicamento
durante o periodo de caréncia a qualquer estabelecimento industrial 108 (BRASIL, 2017).

Deve-se salientar que os antibioticos sdo compostos naturais ou sintéticos que inibem
0 crescimento ou a inibicdo completa de fungos ou bactérias. Este tipo de medicamento
pode ser classificado como, bactericida, quando causam a inibicdo da bactéria, ou
bacteriostaticos, quando sédo capazes de inibir o crescimento bacteriano (WALSH, 2003).

Os antimicrobianos sé&o utilizados para tratar diversas infec¢des bacterianas e, este
uso generalizado pode ser responsavel pela presencga de residuos dos mesmos no leite,
além disso o uso indevido pode provocar resisténcia bacteriana contra doengas infecciosas
tanto humanas como animais (HOSEN et al., 2010).

Os antibioticos sao divididos em cinco classes mais utilizados em animais de produgao
animal no Brasil. Estas sdo: B-lactamicos (penicilinas e cefalosporinas), tetraciclinas
(oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina), aminoglicosideos (estreptomicina, neomicina
e gentamicina), macrolideos (eritromicina) e sufonamidas (sulfametazina) (COSTA;
LOBATO, 2009). Os B-lactamicos sdo apontados como a classe mais difundida no
tratamento de infecgdes em vacas leiteiras na regido Sul do Pais, representando 38,22% do
total, seguido de aminoglicosideos (25,19%), tetraciclinas (15,41%), macrolideos (7,59%) e
cefalosporinas (4,19%) (NETO et al., 2005).

Por outro lado, a ocorréncia dos residuos de antibioticos no leite retarda ou impede
processos microbiolégicos utilizados na manufatura de determinados produtos lacteos.
Além disso, a presenca destas substancias é capaz de interferir nas analises laboratoriais
de controle de qualidade e na tecnologia de derivados como queijos e iogurtes, sendo,
também, responsaveis pela redugédo da producdo de acidos e sabores na producéo de
manteiga e maturacdo de queijos (NASCIMENTO et al., 2004; VAN SCHAIK et al., 2002).

Concentragbes minimas de 1ppb atrasam a atividade de culturas starter na
producéo de queijos, iogurtes e manteiga (KANGENTHE, 2005). Outros problemas estao
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relacionados com a formacgéo de odores desagradaveis na manteiga e no creme de leite.
O leite que possui esses residuos é considerado adulterado e improprio para consumo e
industrializacdo (MARTINS; ANDRADE, 2011).

Cabe ressaltar que o processo de pasteurizag@o ou outro processamento néo reduz
a atividade dos antibiéticos. Algumas ndo sdo inativadas até mesmo quando submetidas
a temperaturas acima de 100° C. A penicilina, por exemplo, s6 pode ser eliminada em
uma temperatura de 100° C por trés horas (SILVA et al., 2012). Cerca de 30 a 80% do
antimicrobiano aplicado diretamente na glandula mamaria passa diretamente da corrente
sanguinea para o leite, sendo que, normalmente, as preparagdes aquosas persistem por
trés dias e as oleosas sdo eliminadas ap6s cinco dias ou mais (TRONCO, 2010). Entao,
faz-se extremamente necessario respeitar o periodo de caréncia prescritos para cada tipo
de medicamento administrado no periodo proximo a ordenha, caso contrario, o leite devera,
obrigatoriamente, ser descartado (FAO, 2009).

No Brasil, o MAPA, o Ministério da Saude (MS) e a Agéncia de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) criaram o Programa de Andlise de Residuos de Medicamentos Veterinarios
em Alimentos de Origem Animal (PAMVet) cujo objetivo é analisar os riscos do uso de
medicamentos veterinarios em animais produtores de alimentos, fortalecendo mecanismos
de controle sanitario (BRASIL, 2006; BRASIL, 2009).

O PAMVet determina os limites maximos através de dados do Mercosul (Resolucédo
GMC n° 54/2000), do Codex Alimentarius e da Unido Europeia (EU) (BRASIL, 2009). Ha
uma ferramenta de gerenciamento de risco criada pelo MAPA com o objetivo de promover
seguranca quimica dos alimentos de origem animal produzidos no Brasil, o Plano Nacional
de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC/Animal). Realizam- se testes de ampla
gama de drogas veterinarias autorizadas e proibidas, entre outras substancias (BRASIL,
2017). As analises séo realizadas em laboratorios oficiais e credenciados que pertencem
a Rede Nacional de Laboratérios Agropecuarios 170 (LANAGROS). Ao constatar violagédo
dos limites, é iniciado um processo de investigacdo e o infrator sera autuado e multado.
Os beneficios incluem a informagéo sobre o que € consumido, a redugéo de riscos de
contaminag&o e maior controle nos produtos importados (CNM, 2019).

A Resisténcia Antimicrobiana (RAM) é uma preocupacao mundial na saude publica
e representa uma ameagca crescente a saude publica mundial e requer acdo de todos os
setores do governo e da sociedade (MUHAMMAD, 2015). Em 2018, o Brasil avangou mais
um passo em relag@o ao controle de antibidticos ao elaborar o Plano de Acdo Nacional e
Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos no ambito da Agropecuaria (PAN-BR AGRO).
Este foi elaborado pelo MAPA em colaboracdo com o setor privado regulado, érgédos
estatuarios e instituicbes de ensino, pesquisa, inovacao e desenvolvimento (BRASIL, 2018).

As andlises de pesquisa de residuos de antibi6ticos tornaram-se mais rigorosas e
detalhadas, sendo obrigatorio incluir no minimo dois principios ativos em cada recebimento.
Deve haver, também, anélises que envolvam todos os grupos de antibiéticos para os quais
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ja existam métodos de triagem, sendo a frequéncia estabelecida entre a industria e o
servico de inspecao (FAGNANI, 2019).

Para isso, existem diferentes métodos utilizados para detectar a presenca de
residuos de antibi6ticos no leite, sendo estes reconhecidos pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) e American Public Health Association (APHA) (NASCIMENTO
et al.,, 2001). Cada método difere quanto ao custo, tempo de execucéo, limites de deteccéo,
resposta, exatiddo e especificidade (TENORIO, 2007).

Grande parte dos testes comerciais sdo qualitativos ou semi-quantitativos, o que os
torna testes de triagem. Um bom teste de triagem deve fornecer uma indicagéo segura e
confiavel da auséncia de residuos na amostra investigada e o limite de deteccéo deve ser
abaixo do limite maximo de cada antibi6tico (BRASIL, 2000).

Os métodos utilizados como teste de triagem geralmente atuam inibindo o crescimento
bacteriano, sendo estes estédo os receptores de medicamentos, que promovem a ligagdo as
proteinas, teste de ELISA, testes enzimaticos e outros que realizam aglutinagcdo em latex
(SANTOS et al., 2011).

O principio destes métodos se caracteriza por inibicdo do crescimento do micro-
organismo, cujo é percebido pela mudanca de coloracdo do indicador de pH (CERQUEIRA,
2003). As bactérias geralmente utilizadas sao Bacillus stearothermophilus, Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus e Micrococcus luteus
(SANTOS et al., 2011).

Os testes disponiveis no mercado como método de inibigdo microbiolégica sao Teste
do disco BR® - Test, BR® test “Blue Star"®, BR® - Test AS; Charm® Farm Test; Charm®
inibition assay; Delvotest® - P; Delvotest® - SP, sendo o Devoltest® e o Copan® CH ATK
os mais utilizados rotineiramente (FOLLY; MACHADO, 2001; SOUZA, 2013).

O “Delvotest ®” verifica a presenca de antibidticos, tais como: B-lactamicos,
Gentamicinas, Tetraciclinas, Macrolidas, Aminoglicosideos e Sulfonamidas. Baseia-se
na difusdo em agar de substancias inibidoras. Quando positivo, &€ observada a mudanca
de coloragé@o por um indicador purpura de bromocresol. Se for negativo, ha crescimento
bacteriano com formagé@o de acido e redugdo do corante evidenciada pela coloragéo
amarela (BRITO; PORTUGAL, 2003; MAGNAVITA, 2012).

Os kits Charm® também utilizam o bromocresol parpura (ZOETIS, 2014). O Copan®
€ outro kit de inibicdo que se baseia no crescimento do Bacillus stearothermophilus var
calidolactis, promovendo a reducéo do pH do meio e a mudanca da cor do meio de violeta
para amarelo (TENORIO, 2007; SOUZA, 2013).

No teste imunoenziméatico Snap®, o antibiético & capturado por uma proteina
conjugada com receptor especifico em suporte sélido absorvente localizado em unidade
plastica moldada que permite a detec¢do de tetraciclina, clortetraciclina, oxitetraciclina e
penicilina G, amoxicilina, ampicilina, ceftiofur e cefapirina (ARAUJO, 2010).

Penzyme® Milk Test é um teste comercial de ensaio imunoenzimatico que avalia
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residuos de antibidticos B-lactamicos. E necessaria uma incubagdo a 47° C para que a
enzima carboxipeptidase, que é adicionada ao leite, promova a formacao de complexos
inativos e estaveis entre antibioticos e enzimas (SANTOS et al., 2011).

O RIDASCREEN®, é um kit imunoenzimatico que realiza analises quantitativa.
E utilizado para avaliar presenca de residuos de antibiéticos como streptomicina e
diidroestreptomicina em alimentos como carne, leite, mel e figado (TRULLOLS et al., 230
2005; GALARINI et al., 2011).

O teste de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), utiliza enzimas (testes
imunoquimicos), permitindo a visualizagcdo do resultado através da mudanca de cor na
solucdo. O ELISA apresenta alta sensibilidade, rapidez na execucao e permite a realizacéo
de um grande nimero de amostras em curto tempo (SANTOS et al., 2011). E um teste que
possui altos valores de sensibilidade, considerando que os limites de detec¢ao confiaveis
estdo entre 6 a 60 ppb. Além disso, € seletivo, simples, rapido e de baixo custo 237
(PASTOR-NAVARRO et al., 2007).

Ainda, a cromatografia € uma técnica fisica e quimica utilizada para identificacdo
de compostos por meio de comparagdo de padrdes ja existentes para purificacdo de
compostos, separando substancias indesejaveis e os compostos de mistura (MATOS,
2014). Pode ser dividida em cromatografia gasosa e liquida, sendo esta ultima subdividida
em classica e de alta eficiéncia (CLAE). A CLAE é um método analitico, sensivel e
especifico, bastante utilizado para deteccdo de residuos de antibi6ticos nos produtos de
origem animal (MAMANI, 2007). Logo, é um método exigido pelos 6rgéos fiscalizadores
a fim de monitorar a concentragcdo desses residuos em alimentos com mais segurancga e
confiabilidade (RUELA et al., 2005).

No método CLAE sao necessarios procedimentos de extragéo, limpeza, identificacao,
quantificagéo e confirmacgéo. A extragdo serve para retirar possiveis interferentes presentes
nas amostras, como proteinas e lipidios. Para remover lipidios, pode-se utilizar pipeta de
Pasteur, centrifugacao ou processo de congelamento e descongelamento da amostra em
temperatura ambiente. No caso da proteina, utiliza-se acidos e em seguida a centrifugacéo
(PRADO; MACHINSKI, 2011). A CLAE consegue detectar de forma simultanea residuos de
tetraciclinas, sulfonamidas e clorafenicol no leite. As tetraciclinas apresentam solubilidade
em acidos bases, alcoois e solventes organicos polares, assim podem ser extraidos com
solventes orgénicos como 256 n-butanol, acetato de etila, acetona e acetonitrila (OKA et
al., 2000).

O PAMVet autoriza o uso das técnicas de Cromatografia Gasosa com Deteccéo por
Captura de Elétrons — CG/DCE e Cromatografia Gasosa de Espectrometria de Massas
— CG/EM para determinar residuos de cloranfenicol em leite bovino (BRASIL, 2003). Os
métodos CG/DCE, CG/EM e Cromatografia Gasosa de Espectrometria de Massas com
lonizacdo Quimica Negativa — CG/IQN conseguem detectar niveis de 1,0 mg/kg (BRASIL,
1999). Métodos que utilizam cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector por
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ultravioleta (CLAE/UV) detectam niveis de até 4,0 mg/kg (BRASIL, 2002).
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